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RESUMEN

La gastroenteritis verminosa es una enfermedad parasitaria que ocasiona grandes
pérdidas econdmicas. Las investigaciones sobre carga parasitaria basadas en necropsias
son ecasas Y hechas en explotaciones ganaderas grandes pero no en comunidades
campesnas donde € sdema de crianza generdmente es mixta El dtiplano peruano
presenta dos épocas hen marcadas, lluvia y seca, y edtas influyen en € comportamiento
de la carga paradtaria gastrointestind. El presente estudio tuvo como objetivos estudiar
la carga paradtaria gastrointestind en épocas de lluvia y seca, frecuencia de lesiones
histopatol Ggicas ocasionadas por la carga parasitaria'y € patron de respuesta humora de
los principales parésitos en apacas de comunidades campesinas. Se trabgo con 120
animales beneficiados en los domicilios, de 1 a 6 afios de edad y de ambos sexos, todos
elos pertenecientes a una comunidad campesina de puna adta y seca dd dtiplano. Se
emplearon los métodos de Travassos, cortes histopatolégicos, eectroforesis SDS-PAGE
y EITB. Los machos presentaron 316.8 parasitos (64-858.7) y las hembras 197.4 (88.1-
332.5). Se obsarvaron cargas paradtarias sgnificativamente dtas (p<0.05) en dpacas de
6 afios de edad pero sdlo en época de lluvias. En otras edades (tanto machos como
hembras) no hubo variacion dgnificativa (p>0.05). Las adpacas machos mostraron
mayor carga parasitaria que las hembras. Asi mismo, hubo una carga paraditaria mayor
en la época de lluvias (p<0.05). Mas del 90% de la carga parasitaria se encontraba
locdizada en d intestino delgado. Lamanema chavezi y Nematodirus sp. resultaron ser
los parasitos més numerosos en épocas de lluvia y seca La respuesta cdular estuvo
caacterizada por infiltracion mixta de cdulas inflamatorias (eosindfilos, neutrdfilos,
linfocitos y plasmocitos en agunos casos la presencia de cdulas epitdiodes y cdulas
gigantes. El patron de respueta humord d andiss mediante EITB para Lamanema
chavezi determiné un total de 18 proteinas antigénicas con pesos moleculares de 20.1 a
193.1 kDa y para Nematodirus sp. 17 proteinas de 14.9 a 196.9 kDa. Las bandas de
inmunorreectividad formadas entre las proteinas antigénicas de Lamanema chavezi y la
IgG de sueros que tuvieron mayor frecuencia fueron las de 112.1, 162.7, 118.9, 65.1,
92.5,193.1y 29.5 kDa. Para Nematodirus sp. fueron las de 62.4, 59.5, y 196.9 kDa.



ABSTRACT

The am of this work was to study the burden of gastro enteric parasites between
two diferent season of the year; ran and dry; dso to determine the rate of
hisopathologic lesons and the humora response peattern caused by the principa
parasites. There were 120 apacas daugthered between 1 and 6 years of age, both mae
and femde, dl of them bdonging to a rurd farmers comunity, of the dry higlands. The
test used were Travasos, histopathologic sampling, SDS-PAGE and Western Blot. The
male dpacas showed burden vaues of 316.8 paradstes (64 — 858.7) and the femde
apacas 197.4 (88.1 — 332.5). Significnatly high values (p> 0.05) were found in 6 years
old age dpacas, but only in the rainy season. In the other age groups there were no
dgnificat variation (p< 0.05). The made apacas demondrate to have more parasites
than the femaes and the time of the year with the gratest burden was the rainy season
(p<0.05). More than the 90 % of the parastic burden was found in the smal intestine
because Lamanema chavezi and nematodirus sp. were numerous and caused infections
in both rany and dry season. The cdlular responce was distinguished by inflamtory
cdls infiltration: eosnophils, neutrophils, limphocytes and plasmocitos in - some
occasons epithdoid cdls and gant cdls The humord response pattern to the
electrophoretic test in SDS-PAGE ges and the immuno blot of the antigenic proteins of
the soluble fraction of Lamanema chavezi showed a tota of 18 antigenic proteins with
a molecular weight of between 20.1 and 193.1 kDa, and for Nematodirus sp showed 17
proteins with molecular weight of between 14.9 and 196.9 kDa. The immune reective
proteic bands formed between antigenic proteins and the Ig G serum with more
frequency; were those that corresponded to 112.1, 162.7, 118.9, 65.1, 92.5, 193.1y 29.5
kDa for Lamanema chavezi and 62.4, 59.5 and 196.9 kDa for Nematodirus sp. The
sudy of inmune response againg these paradte contribuyes in the developing of control
methods for parasitic diseases.
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INTRODUCCION

La poblacion de apacas en € Perll se estima en 3'026,087. La mayor parte se
encuentra en los departamentos de Puno, Cuzco y Arequipa (Ministerio de Agricultura,
1999). El 90% s encuentra en manos de comunidades campesinas y pequefios
productores. Las pérdidas econOmicas directas anuades en la ganaderia dpacuna se
cdculan en $ 1'502177.00 dblares americanos y las pérdidas debidas a
neumogastroenteritis verminosa en $ 695488.00 (46.3%) (Ministerio de Agriculturg,
1973).

En las ecologias de puna seca y dta, la crianza de camélidos sudamericanos es la
Unica actividad importante. Estos animales proveen una fuente de carne, fibra y pides
(tiles para d sugtento de la familia campesna. Sin embargo, uno de los factores que
limita € proceso productivo son las enfermedades parastarias y sobre todo la
nematodiasis gestroentérica, fendmeno bioldgico que actia sutil 'y  permanentemente
afectando la sdlud y los indices productivos de la dpaca Existe una gran variedad de



helmintos que se locdizan en la mucosa del tubo gastroentérico. $n tan nuMerosos que
convenciondmente se les conoce como carga parasitaria 0 poblacion de parésitos que
esta dbergando € anima (Rojas, 1990).

El dtiplano peruano presenta dos épocas bien marcadas, lluvia y seca Edas
influyen en @ comportamiento de la carga parasitaria gastrointestinal (Rojas, 1990). Por
otro lado, las investigaciones sobre carga parasitaria en apacas, basadas en necropsas,
son escasas Y hechas solo en explotaciones grandes pero no en comunidades campesinas
donde d sstema de crianza generdmente es mixta (apacas, llamas, ovinos y vacunos

en dgunos casos), con condiciones deficientes de mango (Leguiay Casas, 1999).

Se han redizado diversas investigaciones para conocer las especies de
nematodos gedrointestindes que paastan a la adpaca, aspectos bioldgicos y
patologicos de algunos parédtos, su prevaencia, su fluctuacion estaciond y aspectos de
control de enfermedades parasitarias. Dichos estudios se han basado en examenes
copro-parastologicos que presentan limitaciones en su interpretacion, porque no son
seguros ni confiables y porque se restringe a parasitos adultos (Leguia y Casa, 1999), y
a la especie parasita (Boch y Supperer, 1977). En consecuencia, solo la observacion e
identificacion de parésitos por medio de la necropsia de los animdes permite determinar
con exactitud € grado de infeccion y las lesones existentes ocasonadas por la carga de
parésitos.

Las limitaciones en d reconocimiento de la enfermedad conducen a precisar que
€s necesario contar con un sstema de diagnégtico de la fase migratoria de L. chavezi y
formas juveniles de Nematodirus sp. que ademas permitan redizar estudios
epidemiologicos, de evauacion de antihdminticos o conducirnos a encontrar  una
posble vacuna contra infecciones naturdes. Para elo se debe, en primer lugar,
caacterizar las proteinas antigénicas de los pardsitos més importantes que afectan la
saud de las apacas. La dectroforess SDS-PAGE, es un método rgpido, reproducible y
de reativo bgjo costo para cuantificar, comparar y caracterizar proteinas de interés. El
EITB es una técnica usada para detectar una proteina inmovilizada en una matriz como



la membrana de NC, que ha demostrado ser inmgorable para la caracterizacion

antigénicay € diagnéstico de enfermedades parasitarias (LOpez, 1994).

Tomando en cuenta estas consderaciones, € presente estudio tuvo como
objetivos determinar la carga paradtaria gadrointestind en dpacas de la variedad
huacaya beneficiadas en comunidades campesinas en épocas de lluvia y seca, segin
edad y sexo, identificar la frecuencia de lesiones histopatolégicas ocasionadas por los
parésitos en € abomaso, intestino delgado e higado en épocas de lluvia y seca y
determinar € patron de respuesta humora de los parésitos més importantes encontrados

en las apacas mediante |a prueba de EITB.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1. ETIOLOGIA

La nematodiasis gastroentérica es una enfermedad, causada por un gran nimero
de nematodos parasitos que se locdizan en lugares especificos del tubo gastroentérico, y
s denomina convenciondmente “carga paradtarid’. Los géneros més frecuentemente
presentes en las dpacas son: Lamanema, Nematodirus, Cooperia, Camelostrongylus,

Trichostrongylus, Ostertagia, Graphinemay Capillaria (Rojas, 1990)

2. CICLO BIOLOGICO
Poseen un ciclo de vida directo y comprende dos etapas:

1) Desarrollo exdgeno, que condituye la forma de contagio en € campo de
pastoreo, los huevos producidos por los parésitos hembras son expulsados con las heces.
Los huevos “Tipo srongylus’ que comprende a la mayoria de los generos, desarrollan
la larva de primer estadio (L1), que abandonan d huevo, y se transforman en larvas de
segundo (Lo) y tercer edtadio (L3), eda Ultima es la larva infectiva Las larves de
Lamanema y Nematodirus se desarrollan dentro del huevo y su eclosién se rediza por
esimulos térmicos y mecanicos. Mientras que los huevos larvados de Trichuris y
Capillaria condtituyen las formas infectantes.



2) Desarollo enddgeno, éste se cumple d ingerir € pasto contaminado con
larvas infectivas, las cudes con excepcion de Lamanema, penetran en las glandulas
gadtricas 0 la mucosa dd intestino delgado y grueso, de acuerdo a la especie, mudan 'y
s convierten en larvas de cuato estadio  (L4) que retornan a & luz de abomaso o
intestino para findmente alcanzar su estado adulto (Leguiay Casas , 1999). En d caso
de Lamanema, la L3z migra d higado, via sanguinea o linf&ica, donde muda a L, para
luego retornar por @ colédoco d intestino delgado, donde completa su maduracion
(Guerreroy col., 1973 a).

3. PRINCIPALES CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LOS

NEMATODOS PRESENTES EN ALPACAS

Lamanema chavezi

La cuticula de la cabeza y la region cervicd ligeramente inflada, su cavidad
bucd es superficid con un diente dorsa conico y dos dientes laterales en la base. Los
|6bulos laterdes de la bursa son grandes y con una supeficie finamente estriada. Los
margenes corporales son festoneados. El 16bulo dorsad es pequefio, pobremente definido
y demarcado por pliegues. Las espiculas son delgadas, amaillentas y digdmente se
hacen conicas graduamente. En € tercio distd de cada espicula esta se hifurca en dos,
una interna en forma de espuda dfilada y otra externa robusta més grande en cuya punta
hay una expansdén membranosa coloreada, pequefia y ovadada. El guberndculo es
oscuro y con un acabado tosco (Becklund, 1963). El huevo es adargado, de bordes
redondeados y con 16 blastomeros (Leguiay Casas, 1999).

Nematodirus spathiger
Los adultos miden de 10 a 25 mm. En & extremo anterior se observa una
dilatacion cuticular formando una vesicula cefdica proviga de edriaciones
transversdes (Leguia y Casas, 1999). El macho presenta un bursa copulatriz
relativamente més pequefia que N.filicollis, @ |ébulo dorsd poco definido esta
claramente separado de los lobulos laterdes, sus espiculas largas y delgadas estan
5



unidas en € extremo digtd, rodeadas de una membrana que termina en forma de
espaula; carece de gubernaculo. La parte posterior de la hembra tiene forma de cono
truncado con una peguefia espina. Los huevos son grandes y ovoideos, con extremaos
ligeramente dargados y con ocho blastdmeros (Morgan y Hawkins, 1949; Leguia y
Casas, 1999).

Nematodirus lamae

La cabeza y la region cervicad son tipicas dd género, con una cuticula
ligeramente inflada y edriada transversdmente, un diente dorsd y dos pequefios latero
ventraes en la base de la cavidad buca. La bursa es pequefia con dos I6bulos laterales
de igua longitud aproximadamente, lobulo dorsd corto que se divide en dos. Las
espiculas son separadas en € tercio anterior y unidas hacia la mitad,de las mismas, s
combinan y estrechan en la décima parte distd, a esta dtura una expansén membranosa
s hace tridimensond y en forma de corazdn (Becklund, 1963). Los huevos son
dargados con bordes redondeados, de color marron y 8 blastomeros (Leguia y Casas,
1999).

Cooperia oncophora

Los adultos miden de 5.5 a 9 mm. (Leguia y Casas, 1999)., los machos poseen
bursa con dos I6bulos laterdes y un I6bulo dorsal.,los I6bulos laterdes se encuentran
sostenidos por dos radios ventro-ventrales, un radio lateroventra, tres rayos laterdes
(externo laterd, medio laterd y pogterolaterd) y un radio externo dorsal se encuentra
sogtenido por un radio dorsal (Lapage, 1982). Las espiculas son oscuras, robustas con
una doble curvatura y prominente reborde y concavidad dorsa en € tercio medio de las
espiculas, terminan en un proceso en forma de boton. Los huevos son HTS (Leguia y
Casas, 1999).

Cooperia macmasteri

Los adultos miden de 5 a 9 mm, en d extremo anterior presenta una pequeiia

dilatacion cuticular con edriaciones transversaes (Leguia y Casas, 1999), los machos
6



presentan espiculas cas rectas o pefil dorsa ligeramente convexo, cuya extremidad
distal estad rodeada por una membrana hidina en forma triangular o de lanza y por un
pequefio tronco rarode la codtilla dorsa de la bursa (Guerrero, 1967) y ausencia de
gubernaculum (Leguiay Casas, 1999).

Ostertagia ostertagi

Los adultos miden de 6.5 a 9.2 mm, € extremo aterior presenta una capsula
bucal pequefiad macho presenta bursa copulatriz con dos l6bulos ventrdes, uno dorsa
y otro accesorio. Las espiculas son trifurcadas y con ramas relacionados por medio de
quitina (Borchert, 1981). La vulva de la hembra estd cubierta normamente por una
cuticula, cerca dd extremo de la cola hay una banda engrosada con 4 0 5 edtrias
transversaes. Poseen huevos “Tipo Strongylus’ (Leguiay Casas, 1999).

Trichostrongylus axei

Los adultos miden de 3 a 12 mm,d extremo anterior es muy fino y sn cgpula
buca, € rayo externo dorsd es grande y dividido en dos, cada uno de los cudes es
bifurcado (Morgan y Hawkins, 1960). Las espiculas son cortas, aamétricas, presentan
un guberndculo en forma navicular. Los huevos son dd “Tipo Strongylus’ (Leguia y
Casas, 1999).

Trichostrongylus colubriformis

Los adultos miden de 4 a 8 mm. La cavidad bucd es muy pequefia y md
definida. Las papilas cervicdes estén ausentes (Morgan y Hawkins, 1949), € macho
presenta espiculas cortas, iguales y terminan en un proceso triangular. Los huevos son
HTS (Leguiay Casas, 1999).



Camelostrongylus mentolatus

Los adultos miden de 6 a 10 mm., los machos poseen espiculas largas y delgadas
con edtriaciones transversadles en toda su longitud (Dunn, 1983). Presenta huevos HTS

(Leguiay Casas, 1999)

Graphinema aucheniae

Los adultos miden de 5. a 12 mm. Las papilas cervicaAes son poco desarrolladas,
la bursa copulatriz consta de dos grandes l6bulos laterdes y un pequefio 16bulo dorsal
muy poco diferenciado, las papilas prebursales son desarrolladas, las espiculas son
delgadas y tienen una membrana transparente triangular en la extremidad posterior
(Guerrero y Rojas, 1969). Presentan huevos HTS (Leguiay Casas, 1999).

Capillaria bovis

Son pardsitos muy delgados, como pelos, que miden de 8 a 20 mm. de longitud
y son dificilmente visibles en d contenido intestind (Soulsby, 1987). Los huevos son en
formade barril 6 de limén, coloreados, y bioperculados (Kassal, 1999).

4. EPIDEMIOLOGIA

La presencia de los parésitos varia como consecuencia de la influencia climética
y de aributos biologicos propios del hospedador como estado nutricional, estado
inmune, destete y parto. Dl mismo modo, varia como consecuencia de caracterigticas

propias del parésito como por giemplo lahipobiosis (Boch y Supperer, 1977).

La multiplicacion de los parésitos depende de la intensdad de invasion, edad,
estado de inmunidad y condicion generd del hospedador (Boch y Supperer, 1977). La
ressencia dd hospedador puede disminuir o anular la ovulacion de los vermes, €
nimero de vermes hembras adultos, ademés la resistencia del hospedador da lugar a la
prolongacion del periodo prepatente (Laboratorio Veterinario Weybridge, 1971). Se ha
descrito una supreson de la fecundidad del pardsito en ovegas inmunizadas con
multiples infecciones de T.colubriformis (Emery y col., 1992).



4.1. Factores climéaticos

El clima es probablemente @ factor més importante en la digtribucion espacid 'y
tempord de las especies parédtas. AS mismo, existe relacion entre los tipos de dima 'y
la presentacion de nematodos gadtrointestindes en rumiantes (Levine, 1963). Las
variaciones edacionaes tienen profundos efectos sobre la transgmisén de la mayoria de
infecciones paradtarias. En la mayoria de nematodos € nimero de larvas sobre las
pasturas fluctla con la estacion. En generd, los huevos de nematodos y larvas pueden

sobrevivir de 6 meses a varios afios (Smith, 1996).

4.2. Factor es del hospedador

Entre los factores dd hospedador, la nutricion es € principd factor para la
promocion y soporte de cudesguiera de los mecanismos relacionados con la resistencia
generd y contra € parastismo en paticular (Rojas, 1990). La deficiencia de ciertos
componentes en la dieta afecta no solo @ crecimiento del hospedador, Sno también de
pardsto que lo infecta (Dunn, 1983). Los corderos infectados con H. contortus
dimentados con dieta bga en proteing, desarrollaron severos signos clinicos y
anorexia;, consecuentemente  fueron menos  hébiles para resdir  los  efectos

fisiopatol 6gicos de la infeccion (Holmesy Coop, 1994).

Segln d sexo, las hembras presentan menos parasitos que los machos, 1o que
hace suponer que dependen de los nivedes hormondes y de la edad. Ad, la
adminigtracion de hormonas femeninas en animaes jovenes aumenta su resstencia a las
infecciones. S se rediza una ovariectomia a las hembras, su resstencia disminuye hasta
los nivdles dd macho. Esta observacion como en la mayor parte de generdizaciones
biologicas no es absoluta, ya que s a los animales jovenes se les administra hormonas
masculinas su resstencia aumenta poco y los resultados de la castracion no trae como

resultado diferencia lguna (Dunn, 1983).

Las dpacas menores de dos afios son muy susceptibles a la infeccion por

nematodos. Esto sugiere que hasta edta edad, la respuesta inmune es muy deficiente
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(Leguia y Casas, 1999). La edad y la infeccion paradtaria previa, incrementa la
ressencia para € esablecimiento de la mayoria de poblaciones pardsitas (Holmes y
Coop, 1994). Segun la edad, en la mayoria de las helmintiasis, los hospedadores vigjos
presentan no sGlo menos parasitos, Sno que éstos tienden a ser més pequefios y menos
fecundos que en los animdes jovenes. Los animaes vigos pueden impedir la infeccion
a aceptar la invasion inicid pero inhibir y retrasar @ crecimiento de los parasitos (Dunn
, 1983).

La inmunidad contra estas infecciones puede reducirse por efecto de los
antihelminticos, pobre nutricion y otros factores de dress tdes como en infecciones
recurrentes, prefiez y lactacion. En tdes stuaciones, por gemplo, los vacunos vigos
pueden contribuir Sgnificativamente a la epidemiologia de los trichostrongylidos. El
grado de inmunidad varia de acuerdo a la especie de parésito y a periodo de exposicion

alainfeccion (Armour, 1989).

La importancia epidemiolégica de RIPP en vacunos estd dada por la presencia
de lavas infectivas reddudes sobre los pasizdes ESo crea problemas de
susceptibilidad en & post destete de terneros (Armour, 1989) y ovinos, los cuaes no
0lo son més susceptibles a la invasidn larvaria, sino que tampoco pueden contener a la
poblacion de larvas en estado de hipobiosis ya existente, por 1o que éstas empiezan a
emigrar 'y a continuar su crecimiento (Dunn, 1983). Una bga de la resgencia se
presenta por la presencia de hormonas inmunosupresvas como la  prolacting,
corticosteroides, progesterona 0 estronas (Leguia y Casas, 1999). Td vez agunos
animaes estén predispuestos a una infeccion grave por factores genéticos, conductuales,
nutricionales o ambientales (Tizard, 1998).

4.3. Factoresdel parésito

Los hdmintos son parésitos obligatorios y completamente adaptados, cuya
propia supervivencia depende de lograr ciertas formas de convivencia con €
hospedador. Producen una enfermedad aguda cuando los hdmintos invaden a un
hospedador, a cua no se han adaptado por completo, o cuando la cantidad de gusanos
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es insdlitamente grande (Tizard, 1998). La hipobioss es una caracteristica desarrollada
por los nematodos para enfrentar a las condiciones climéticas adversas, mediante
habilidad de introducirse como lavas L4, inicid en € interior de los tgidos de
hospedador hasta disponer mejores condiciones ambientales. No toda la poblacion
nematodica hace hipobioss, sblo unas cuantas cepas (Rojas, 1990).

5. CARGA PARASITARIA

La carga paraditaria en rumiantes (ovinos y bovinos) en pastoreo no se mantiene
congtante a lo largo del afio. Fluctla en funcidn de diversos factores, como € grado de
inmunizacion de los animdes, la disposicion larvaria en los padtos, la inhibicion larvaria
y la longevidad de pardsito (Rose, 1960). Diversos factores geogréficos, geoldgicos y
eddficos intervienen en la formacion de ecosstemas naturades. Estos condicionan la
presencia de los parasitos y la intensidad dd parasitismo, tanto en las especies de ciclo
directo como en las que necestan de uno o varios hospedadores para redizarlo

(Compairey Tarazona, 1985).

En una evduacion de la carga paradtaria gadtrointestind de las dpacas por
examen de heces en la zona sur de la sub regién Puno (Puno, llave-duli, Chucuito y
Y unguyo) se encontrd una carga promedia de 791 (HPG) con rangos de 100 a 800. Una
mayor proporcion correspondido a Nematodirus 69.70 %, seguido por HTS 60.50 %,
Lamanema chavezi 34.10 % y Trichuris con 21.08 %. Mientras que la carga parasitaria
en apacas de la zona norte de Puno fue de 1,241 HPG con rangos de 50 a 1,450 HPG
con una mayor proporcion de HTS 33.84 %, seguido de Nematodirus 30.54 % y
Lamanema chavez con 27.56 % (Melo, 1997).

Otro estudio en 480 dpacas de la Comunidad de Chichillgpi-Chucuito, durante
las dos épocas climatologicas del afio, demostré que € nimero de HPG encontrado en
el periodo seco fue de 229, 197 y 180 HPG y en d periodo de lluvias 293, 227 y 224
HPG para Lamanema, Nematodirus y HTS respectivamente. Los huevos del cestodo

Moniezia permanecieron cas en iguales porcentges para cada época. El promedio de
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carga paraditaria para tuis fue de 240, 218 y 211 HPG y para adultos 225, 201 y 201
HPG que corresponden a Lamanema, Nematodirus y HTS respectivamente (Mamani,
1989).

Los porcentges de las especies de parasitos encontradas en 6 apacas
necropsadas en d trabgo rediziado en la Comunidad de Chichillgpi-Chucuito fue
Lamanema chavezi 83.33 %, Nematodirus lamae 66.66 %, Nematodirus spathiger 66.66
%, Nematodirusfilicollis 50 %, Ostertagia ostertagi 83.33 %, Trichostrongylus axei
66.66 %, Trichostrongylus colubriformis 66.66 %, Graphinema aucheniae 33.33 % y
Cooperia oncophora 50 %. Para cestodos fue Moniezia benedeni 33.33 % y Monieza
expanza 16.66 % (Mamani ,1989).

Iguamente en otra evduacion paradtaria de 75 dpacas de una comunidad
campesina de la Serra Sur del Perdl a 3,970 m.sn.m. en dos épocas, entre abril a mayo
se mencionan promedios de 286, 265 254 HPG para huevos de Lamanema,
Nematodirus y HTS respectivamente. Mientras que para agosto- setiembre los
promedios fueron 214, 214, 167 HPG para huevos de Lamanema, Nematodirusy HTS.
Las especies parasitas encontradas a la necropsia fueron: L. chavezi, N. lamae, N.
spathiger, Cooperia oncophora, Ostertagia ostertagi y Moniezia sp. (Zanabriay Yucra,
1988).

En los estudios sobre carga parasitaria en zonas cordilleranas dd digtrito de
Fichacani, provincia del departamento de Puno, se mencionan promedios de 169, 199 y
207 HPG en animales jovenes y en adultos 163, 203 y 213 HPG para huevos de
Lamanema, Nematodirus y HTS respectivamente. Las especies de parasitos
gadtrointestinadles encontradas a la necropsa fueron: Lamanema chavezi, Nematodirus
lamae, N. spathiger, Ostertagia ostertagi, Trichostrongylus axel, T. colubriformis,

Graphinema aucheniae y Cooperia oncophora (Chavez y Condori, 1990).

En la ex granja de camédidos sudamericanos de la FMV-UNMSM, hoy La Raya,
ubicada entre los departamentos de Cusco y Puno a una dtitud de 4,000 m.sn.m
durante las épocas de lluvia 'y seca se redizd la necropsia de 199 adpacas, muertas por
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diferentes causas 0 sacrificadas para consumo. Los promedios de parasitos encontrados
por anima fueron: Graphinema aucheniae 385.4, Nematodirus lamae 1,054.5,
Lamanema chavezi 1,771, N. spathiger 132.2, Cooperia sp. 386.3, Trichostrongylus
axel 185, Spiculopteragia peruvianus 656.8, Trichostrongylus sp. 73.5, Ostertagia 97.4,
N. filicollis 17.6 y Camelostrongylus mentolatus 3.5. Los més prevaentes fueron
Graphinema, Nematodirus y Lamanema. Ademas, s menciona que los animaes
menores de dos afos y mayores de seis afios presentaban cargas parasitarias promedias
més dtas (Chavez y cal., 1967)

El nimero de huevos por gramo de heces examinados cada cuatro semanas
desde @ nacimiento hasta los 42 meses, en una ecologia de 4000 m..sn.m. mostré un
incremento de la carga paastaria (HPG) durante los meses de junio y julio. El
incremento fue para los huevos tipo Nematodirus y Lamanema. Otro incremento se

registro durante los meses de enero, febrero y marzo paralos HTS (Rojasy col., 1987).

6. IMPACTO ECONOMICO

Las enfermedades parasitarias condtituyen uno de los fendmenos bioldgicos de
mayor interés en Medicina Veterinaria En efecto, exisgen diversos parastos en los
animaes que disminuyen su capacidad productiva, pudiendo producir la muerte y
agunos, por su caracter de zoonosis, provocan € decomiso de la carne (Correa y
Fleisser, 1989). Es imposible dar un estimado seguro de la importancia econémica de
las enfermedades parasitarias en @ mundo, porque varia grandemente entre paises, entre
regiones y aln entre especies animales. No obgtante, a través de estudios redizados en
e Perl, s mencionan pérdidas directas anudes ocasionadas por los parésitos
gadtrointestinales que representan @ 18 %, cuyo monto asciende a $695,400 dblares
anudes. Edtos edimados se redizaon en base a detrimentos en los indices de
produccién como retardo en @ crecimiento, pérdida de peso vivo, disminucion en la
produccion de leche, lana y costo de quimioterapia (Rojas. 1990). En adpacas menores
de un afio se estimaron pérdidas de $29,000 dolares en solo 7,000 animales (Calderon y
col, 1988).
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Es més dgnificativo € paragtismo subdinico o asntomdico en d que los
animaes parecen normaes, pero estdn desarrollando un dto potencid bioldgico
paradtario, o que se hace dificil de reconocer hasta que haya una considerable pérdida
en la produccion. El parasitismo estd acompafiado por una amplia variedad de cambios
clinicos y fisopatologicos, pues segin la poblacion parasita los dafios varian (Mehorn,
1988). La patogenicidad de una poblacion parésita en particular depende de la carga
paradtaria y de las caracteristicas evolutivas de parésito y sobre todo dd lugar de
infeccion. En infecciones graves los efectos son més draméticos, aunque hay umbraes
atos y bgjos de parasitismo, que trae como consecuencia efectos adversos sobre € peso

corpord y crecimiento de lana (Mehorn, 1988).

Un experimento ilustré los efectos de los diferentes niveles de infeccion con
Cooperia oncophora en vacunos. Se demostré que una sola dosis de 2 x 10* larvas no
produjo sintomas clinicos, mientras que una dosis de 2 x 10° larvas redujo la tasa de
crecimiento 56 a 84 dias cespués (Symons, 1989). En un experimento smilar con dosis
semandes 3 x 10* 6 3 x 107 6 9 x 10? larvas de T. colubriformis, durante 24 semanas
divididos en tres partes iguales, administrados sobre dias dternos, se observo que solo
los corderos infectados con dosis de 3 x 10* perdieron peso, mientras que dosis menores
no tuvieron efectos sobre la tasa de crecimiento. Sin embargo, luego de 16 semanas de
continua infeccion no hubo diferencia sgnificativa entre las tasas de ganancia de peso

de todos los grupos (Symons, 1989).

Los efectos combinados fisiopatologicos de varios pardsitos aumentan los dafios
y e propio de infecciones no especificasss Se ha demostrado que infecciones
concurrentes tienen un efecto aditivo sobre la tasa de crecimiento de corderos. Ad,
animales infectados con 38 x 10° larvas de Ostertagia circumcincta més 9,2 x 10°
larvas de T. colubriformis tuvieron ganancia de peso vivo de 2 x 10° g/ semana,
mientras que la ganancia de peso vivo de aguellos a los que se dieron 3.8 x 10* larvas de
O. circumcincta por semana 0 9.2 x 10? larvas de T. colubriformis no fueron afectados
(Symons, 1989).
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Bgo condiciones naturdes las infecciones mixtas son mas comunes que
infecciones  monoespecificas (Symons, 1989). Los paéadtos que viven en la luz
intestind compitiendo con € hospedador por los nutrimentos, causan un cuadro
subclinico con poca ganancia de peso y retardo en d crecimiento (Trigo, 1998).
Diversos experimentos han sefidado osteopoross y osteomalacia asociado a infeccion
intestind de corderos de 4 a 7 meses de edad, infectados diariamente con 2.5 x 10°
larvas de T. colubriformis. Luego de 14 semanas de infeccion se observé reduccidn de
la longitud de la tibia y € volumen de los huesos. Higtoldgicamente se observd una
reduccion del nimero de trabéculas, las cudes fueron muy delgadas, discontinuas y
algunos corderos mostraron ausencia de osteoblastos en todas las secciones examinadas.
Estas anormdidades indicaron una pobre osteogénesis y una osteoporosis generaizada
(Mehorn, 1988).

La reduccidon de la minerdizacion dd hueso y bordes osteoides amplios, fueron
indicativos de osteomdacia. La infeccion de T. colubriformis redujo la absorcion cerca
del 30 % de fésforo exdgeno e incrementd la pérdida de fosforo enddgeno dentro del
intestino. Edo indujo a una deficiencia de fésforo, d cud redujo d flujo sdivd y la
concentracion plasmética de fosforo. En conclusidn, los cambios de peso corpord,
dteraciones en la composicion dd cuerpo se dan y son considerados de importancia en

d juzgamiento del impacto econdmico del parasitismo (Mehorn, 1988).

7. CONTROL

Las medidas de control estan basadas principdmente en € uso de drogas
antihedminticas. En cuanto a la dficacia de las drogas més comummente empleadas se
mencionan a la ivermectina y a levamisol con una eficacia dd 100 % (Guerrero y cal.,
1981). Otros compuestos usados son los compuestos benzimidazolicos, como €
dbendazol, fenbendazol y oxfendazol. Se recomiendan redizar, dos dosficaciones
bésicas, una en d mes de octubre, a inicio de lluvias y otra en abril 0 mayo, después de
las mismas (Mo, 1997).

Entre las actividades de mango se consdera la rotacion de pagtizales. Ademés

de reducir la infestacion de la pradera con larvas de parésitos es una medida que implica
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un mgoramiento del pastiza que permite una buena dimentacion. Vacunos con
infeccion de O. ostertag, llevados a pastizales no pastoreados previamente ganaron 6.47
a 8.69 x 10° g/dia, mientras que los que estaban en pastizales contaminados ganaron
solamente 0.81 a 3.61 x 10? g/dia Por otro lado, se ha observado los efectos de la
suplementacion de proteina en €@ nive de control de nematodos, llegando a la
concluson que las ovgas no suplementadas requieren tratamiento  antihedmintico
(Symons, 1989).

En deas donde la tierra 'y € clima son poco adecuados para la agricultura, es
gpropiada la produccién de animaes rumiantes bgo un sSstema de pastoreo extensivo.
Esta podria ser una gran oportunidad para € control integrado de parésitos y con menor
riesgo de pérdida inducida por parasitismo. Las operaciones ordinarias de mercado son
inadecuadas para generar movimientos rgpidos para un sistema ided, y como resultado
de dlo existe una bga productividad. Sin embargo, esto puede ser influenciado por
politicas gubernamentales, condderando los dafios d medio ambiente ya que implicaria

un menor uso de productos quimicos (Dondd, 1994).

El pastoreo dternado entre animaes de diferentes edades congtituye una forma
de control. No obstante, los animales jovenes y geriatricos y aquellos con dietas pobres
tienden a ser més susceptibles a las infecciones parasitarias y menos hébiles para montar
una respuesta inmune protectora. El pastoreo complementario apaca-vacuno y/o apaca
llama, es consderado como una buena perspectiva para € control de los nematodos
(Leguiay Casas, 1999).

8. PATOLOGIA.

Las reacciones tisulares que se producen cuando € parésito penetra dan lugar a
un proceso inflamatorio. El hospedador trata de aidar a parasito formando arededor de
d una membrana de tgido conjuntivo, con presencia de eosindfilos y cdulas gigantes.
Habituamente € tegido que rodea d parasto se etlerosa, casefica y findmente se
cdcifica, encontrandose muerto a parasto en € interior (Tagle, 1970). Los efectos de
parasitismo incluyen cambios morfologicos dd  tracto gedrointestind  que son
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usuadmente exacerbados por la desnutricion (Symons, 1989). Las lesiones de la mucosa
van desde un pequefio cambio en la longitud de la forma de la cripta y vellosdad hasta
una mucosa muy delgada sin vellosidad reconocible. Cuando hay un pequefio dafio de la
vellosdad, las cdulas epitdides columnares pueden tornarse cuboidades o aplanadas,
dependiendo dd dafio. El cicdo de vida o comportamiento dd parasto también influye
en lanaurdeza de lalesién (Symons, 1989).

La peneracion y migracion, por hébitos dimenticios, de los paréstos en
conjunto producen atrofia de las vellosdades intestindes y reducen d &ea de absorcion
de nutrientes y liquidos AsS mismo, los investigadores han descrito las anormalidades
de la mucosa yeyund en humanos desnutridos en proteina y energia sefidando que los
desordenes en las criptas y vellosdades son smilares a las descritas por infecciones
paradtarias (Leguia y Casas, 1999). La atrofia de las vellosdades no necesariamente
decribe d acortamiento y degeneracion de la vdlosidad intestind  por infeccion
paradtaria, Sno que también es evidente por un desgaste 0 degeneracion debido a una
nutricion defectuosa o fata de uso (Symons, 1989).

Las larvas de Ostertagia ostertagi ocasonan irritacion de la mucosa abomasd,
con erosién dd epitdio glandular (Threlkeld y Johnson, 1948), las céulas maduras
diferenciadas (mucosas, zimogénicas y parietdes), son reemplazadas por cdulas
indiferenciadas que dan lugar a cdulas columnares dtas de secrecion mucosa (Soulsby,
1987). A los pocos dias de producirse la infeccion con Ostertagia en ovinos, se
presentan infiltrados de linfocitos entre la glandulas y en la profundided de la mucosa se
desarrollan foliculos linfoides con centro germindes. Entre las glandulas dd  abomaso
infectado se encuentran linfocitos, cdulas plasméicas, eosndfilos y unos pocos
neutrofilos (Kennedy y col, 1990).

La sdida de las lavas didiende las gléhdulas gédtricas y es posble ver la
presencia de larvas en las criptas, mientras que las cdulas epiteliaes adyacentes que son
invadidas por larvas son indiferenciadas, hiperplésicas y meteplésicas. Etos cambios
dgan la formacion de nodulos sobre la supeficie mucosd. El epitdio puede ser

descamado cuando emerge € paasto (Symons, 1989). En infecciones experimentales
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en vacunos con O. ostertagi se encontraron larvas enrolladas en € lumen de la glandula,
cerca de la base de la region de muscularis mucosae. En s6lo un caso la larva estuvo
fuera dd lumen de la gldhdula. En este caso un exudado con infiltracion cdular rodesba
lalarva (Threlkeld y Johnson, 1948).

Las Cooperias pueden causar enteritis mucosd a catarral (Leguia y Casss,
1999). Las larvas producen engrosamiento de la mucosa, exudado mucoso abundante y
hemorragias puntiformes (Dunn, 1983). Hay inhibicion de la L4 de larvas ingeridas en
Otofio y dura 4-5 meses (Boch y Supperer, 1977). Infecciones repetidas con esta
especie en ovinos, resulta en la formacion de pequefios nddulos en la mucosa intestind.
Estos pequefios nddulos son € resultado de una reaccion inmune. Aunque la larva no
penetra en la mucosa, entran en un contacto cercano con las criptas para sensbilizar y
llevarlo a su destruccion. La reaccion inflamatoria cerca de edtas larvas resulta en €
encgpsulamiento y destruccion de los pardsitos. En los nodulos vigos hay una
proliferacion de tgido conectivo con una ligera tendencia hacia d encapsulamiento de
lalesion (Morgan, 1949).

En infecciones con Trichostrongylus axel € dafio dd epitelio es ligero pero s
observa aguna distorsion y descamacion del foco. Este se incrementa segin progresa la
infeccion, debido a migracion histotropica de las larvas que se encuentran en todas las
fases de desarrollo. El infiltrado cdular se incrementa, Sendo més profusa en la mitad
de la mucosa superficid. Por la sexta a octava semana es mas difusa pero con una
pequeiia exudacion dentro del lumen, apareciendo placas blancas grishceas circulares de
1 cm de diametro en los pliegues ddl fundus. La superficie mucosad se cubre con mucus.
Histol6gicamente, € dafio se produce aparentemente por € movimiento de los parasitos
(Symons, 1989).

Las infecciones con Trichostrongylus axei generdmente son pate de una
hdmintoss gastrointestind mixta. En los animdes afectados gravemente se desarrolla
e golanamiento del epitdio superficiad con descamacion o erosidén de la mucosa,
acompafiado con efusén de neutrdfilos, eosndfilos y liquido tisular. La reaccion
inflamatoria cé la lamina propia es més intensa en la vecindad de las erosones y no hay
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reaccion especifica asociada con los vermes. Infecciones livianas pueden no producir
cambios visbles dd abomaso, aparte de la congestion de la mucosa (Kennedy y col,
1990).

La infeccion de un grupo de corderos con 1'000,000 de larvas de N. spathiger,
produjo leson de la mucosa a los 6 dias después de la administracion de las larvas.
Hubo una considerable pérdida dd epiteio de las vellosidades y necrosis superficid de
la 1&mina propia. En agunas areas de la mucosa, € dafio fue tan extenso que quedaron
pocas evidencias de las vellosdades. En otras aress, las vellosdades estuvieron més o
menos intactas pero mostraron leson variable y distorson. En otras ingtancias las larvas
edaban entre las velosdades sn peneirar debgo dd epitdio y dgunas veces
penetrando € epitelio dentro de la l&mina propia. La profunda penetracion de la larva
llegd hagta la muscularis mucosae, € cud gparentemente fue una barrera impenetrable,
causando ligeras protuberancias, pero ninguno penetré a través de ésta (Symons, 1989).

En una infeccion experimental en corderos de 2 meses con larvas de N.
spathiger en cantidades de 200, 300, 400, 500 y 800,000 larvas y tres dias después se
adicion6 acada cordero 100,000 larvas més, haciendo un total de 300, 400, 500, 600 y
900,000 larvas por cordero. Se observd diarrea aguda de variable duracion acompafiada
por pérdida de la condicion fisica y un marcado retardo en € crecimiento. Los efectos
patolégicos en € intetino correspondieron a una enteritis caarrd aguda (Kates y
Turner, 1953).

En los hemintos locdizados en Stios distantes del intestino, como es € caso de
Lamanema chavezi, debido a las etapas migratorias del verme se observaron tractos
hemorrégicos y aeas de necrods en € parénquima hepético (Leguia y Casas, 1999). En
infecciones experimentades con 20,000 larvas de Lamanema chavez, las apacas
mostraron 20 dias después, congestion fuete de ganglios entéricos, enteritis
hemorragica a la dtura del duodeno. En muchas areas del higado se observaron necrosis
focd diseminada y presencia de una organizacion de cardcter granulomatoso con
presenciade cdulas epitdiodes y gigantes (Guerrero 'y cal., 1973)
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La ostertagioss tipo | se da durante poco tiempo después de un periodo de
disponibilidad dta de larvas infectantes. Mientras que d tipo Il se produce cuando la
ingestion de larvas es readmente bga o0 no exise. Las odertagioss tipos | y Il no
difieren en los dgnos o lesones que presentan. Puede haber edema de tgido
subcuténeo, mesentérico y acumulacion de liquidos en las cavidades corpordes. El
higado con frecuencia puede estar atréfico y la vesicula biliar dilatada (Kennedy y col,
1990). Macroscopicamente la mucosa se engrosada, s muestra edematosa con
abultamientos circulares de 2-3 mm de diametro (Soulsby, 1987).

9. FISIOPATOLOGIA

Una de las principdes figuras de la infeccion por nematodos gestrointestinaes
es la fuga de proteina plasmética que puede ser ded orden dd 10 % dd volumen dd
plasma por dia El destino de edtas pérdidas es dependiente del stio de infeccion. A,
pérdidas por parasitismo abomasa pueden ser resbsorbidas en € intestino, mientras que
pérdidas por parasitismo intestind pueden perderse en las heces (Holmes y Coop,
1994). Edas pédidas de fluidos plasméticos traen como consecuencia, una menor
presion coloidosmética y una preson hidrostética relativamente devada, que da lugar d
edema, un mayor catabolismo proteico y por tanto, un deficiente desarrollo somético

viscera que es d origen de indices productivos menores (Rojas, 1990)

La reduccién de apetito en € hospedador es un factor importante, cuyo
mecanismo ha gdo asociado a un incremento del nivel de la colecisgoquinina Sin
embargo, € uso de drogas para bloguear la colecistoquinina periférica demostr6 no
tener efecto sobre @ apetito y que més bien d hipotdamo cumple una funcién principa
(Holmes y Coop, 1994). El incremento dd pH abomasa como consecuencia de la
infeccion parastaria es debido a un incremento en la sintess de la gadtrina por las
cdulas G. El incremento de la gastrina edimularia € crecimento fundico y seria d
responsable para la respuesta hipertréfica observada en d abomaso infectado por
Ostertagia (Holmes y Coop, 1994). El incremento dd pH abomasal da lugar a un

amento de las enterobacterias gram negativas y consecuentemente a la diarreq,
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disminuyendo la digestion y la absorcion intetind que traen como consecuencia la

pérdida de importantes nutrientes que disminuyen la produccion (Rojas, 1990).

Entre los géneros de nematodos causantes de gastroenteropatia con pérdida de
proteing, asociado mas frecuentemente con ingpetencia y diarrea estdn: Ostertagia,
Camelostrongylus, Spiculopteragia, Graphinema, Cooperia y Trichostrongylus axei.
Sus lavas infectivas se introducen en las glandulas géstricas produciendo destruccion
de cdulas productoras de &cido clorhidrico y una hiperplasa de la mucosa géstrica. La
mucosa abomasal se observa congestionada, edematosa y con presencia de nuUmMerosos
noddulos umbilicados. Estos en casos muy graves, e juntan dando la apariencia
adoquinada, findmente se necrosan y desprenden en forma de membranas diftéricas de
color blanquecino (Leguiay Casas, 1999).

10. RESPUESTA INMUNE

La parastoss es un fendbmeno biolégico muy complgo en € que intervienen
elementos del hospedador y del pardsito, cuya interaccion determina € desarrollo, la
duracion y la patologia de la enfermedad. En una infeccion con parasitos, € hospedador
esdtd expuesto a una variedad amplia de materid antigénico: de supeficie, excrecion y
secrecion y tgjidos internos sométicos del parasito (Mehorn, 1988). Algunos de los
cuaes son especificos de la etgpa de maduracion del parasito. Los antigenos presentes
sobre la superficie del pardsito son expuestos directamente d hospedador y agunos de
ésos, son blancos para @ reconocimiento de parasito por € hospedador y para la
destruccion por e hospedador (Bellanti, 1986).

El materid anitigénico presente en las secreciones y excreciones puede ser
reconocido por € hospedador. La respuesta inmune del hospedador a éstos, puede
interferir con la dimentacion del parasto, y ad mediar la destruccion del parasito.
Findmente, los antigenos soméicos internos que viven ocultos en € hospedador,
podrian estar expuestos 'y responder inmunoldgicamente a étos, solamente después que
e paddto ha muerto o haya sSdo diminado (Mehorn, 1988). Los antigenos de
superficie que estan congtantemente expuestos a hospedador pueden ser considerados
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como “antigenos evolucionarios’, es decir d paadto responde por varias formas d
hospedador, que puede ser por cambio antigénico de la superficie, modulacion de
antigenos de superficie o por que se cubre con materid del hospedador. Estos antigenos
de superficie pueden ser exceentes en términos diagndsticos, pero no necesariamente en

términos de proteccion (Mehorn, 1988).

Los parastos inducen la produccién inespecifica y especifica de anticuerpos. Es
decir que en d curso de muchas infecciones paradtarias se produce una
hipergamaglobulinemia  inegpecificaas Eda  hipergamaglobulinemia  es  debida
probablemente a sustancias liberadas por los parésitos que actlan como mitdgenos de
las cdulas B (Roaitt y col., 1997). Las cdulas M estén expuedtas d lumen dd intesino y
son  acceshles d ataque de padgenos. Las cdulas M son céulas epitdides
epecidizadas que trangportan materid extrafio por via transepitdia, dd lumen dd
intestino d tgido linfoide asociado a mucosa intestind (GALT) (Neutra y col., 1996).
Las clulas M eddn asociadas a las placas de Peyer y a los ganglios linféticos
mesentéricos.  Poseen  cdlulas  presentadoras  de  antigeno  (macréfagos, céulas
dentriticas), cdulas B y cdulas T, que interceptan los antigenos que llegan a las
supeficles mucosss. Edas cdulas generan la respuesta inmune en las mucosss,
principamente la produccion de Ig A, pero también Ig Gy M (Barriga, 1994).

Aunque se condderan que las respuestas son locdes o de las superficies
mucosss, los linfocitos edimulados por un  antigeno en edas locdizaciones,
corrientemente llegan a los ganglios regiondes y de dli a la sangre, por donde circulan
por un tiempo limitado, migran entre los Sstemas mucosdes y pueden permanecer en
las mucosas (Barriga, 1994). No obstante, hay evidencia que luego de una infeccion de
vacunos con O. ostertagi, sus antigenos son presentados en los nédulos linfoides
abomasales (Gasbarre, 1997).

Edtudios experimentdes indican que las manifestaciones de inmunidad operan
en dos sentidos 1) las que afectan directamente d pardsito, o sea inhibicion de la
penetracion e infeccidn, retraso dd desarrollo, disminucion de la estancia, inhibicion de
la multiplicacion haciendo més lento @ amento de la parastemia, reduciendo la
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fecundidad, diminando poblaciones paraditarias resduales y produciendo ateraciones
de componentes edtructurdes y fisoldgicos y 2) los que operan de manera indirecta
para modificar los efectos del parésito dentro del hospedador 'y que logran la reduccién
de lamorbilidad y mortdidad de éste (Bellanti, 1986).

10.1 Inmunoglobulina G

La inmunoglobulina G es producida locdmente por cdulas plasméicas de la
lamina propia dd intestino delgado (Rojas, 1990). Niveles dtos de Ig G en € suero han
sdo asociados con una resgtencia a H. contortus en ovgas adultas inmunizedas,
mientras que niveles bgos de IgG en d suero de corderos inmunizados fueron sensibles.
Los niveles totdes de 1gG en  suero han sdo rdacionados con la inmunidad adquirida
a O. ostertagi y C. oncophora . Animaes con dtos titulos de Ig G sfrica tuvieron pocos
pardstos y més pequefios, con menor cantidad de huevos por parésito hembra
(Claerebout y Vercruysse, 2000).

10.2 Inmunoglobulina E

Las infecciones con nematodos intestindes estdn asociadas a una respuesta de
hipersensbilidad inmediata mediada por Ig E (Clagrebout y Vercruysse, 2000). La
repuesta de hipersengbilidad inmediata forma pate de una respuesta mayor, cuyo
resultado es la formacion de infiltrados inflamatorios ricos en eosindfilos, denominado
reaccion de fase tardia La "reaccion de fase tardid’ es un mecanismo de defensa de
hospedador frente a agunas infecciones por hemintos y por artrépodos (Abbas y col,
1999).

La funcidn protectora principa de las reacciones inmunitarias iniciadas por Ig E
es la erradicacion de los paradtos. La muerte de helmintos recubiertos de 1g E mediado
por eosnofilos es una defensa eficaz frente a estos organismos. As mismo, s ha
especulado que la activacion de magtocitos dependiente de Ig E en € tracto
gadrointestind favorece la expulson de los parésitos d aumentar € perigdtismo y la
secrecion de moco por liberacion de hislamina (Abbas'y col, 1999).

23



Las edrategias desarrolladas por los mismos pardsitos ayudan a retrasar €
proceso de rechazo y aseguran la supervivencia y didribucion de su progenie. Una
inmunided ineficaz 0 incompleta resulta en la persdencia dd pardsito o de sus
productos dentro de los tgidos del hospedador, asi como una estimulacion ingpropiada
0 cronica por los antigenos parastarios, hiperactividad del tgido daflado y dafio de
tglido o inmunopatologia (Meusen, 1999).

10.3 Patr6n derespuesta celular

En la sanfre se ha observado eosndfilia y un incremento en d nimero de
eosndfilos en la mucosa gadrointestind en infecciones en los géneros Nipostrongylus,
filaias y exquistosomas. Estas respuestas se atribuyen a la tendencia que tienen los
helmintos a estimular las poblaciones de cdulas T colaboradoras (CD4). que secretan IL
4y IL 5 LalL 4 edimula la produccion de Ig E 'y la IL 5 edtimula d desarollo y
activacion de los eosindfilos (Claerebout y Vercruysse, 2000).

Los eosndfilos pueden matar eficazmente a los hdmintos mas que otros
leucocitos, porque la proteina basica principa de los granulos de los eosindfilos puede
s més toxica para los hdmintos que las enzimas proteoliticas producidas por
neutréfilos y macréfagos. Sin embargo, s2 ha edtablecido en infecciones por helmintos
la funcion indudible de la Ig E y de los eosndfilos en b resstencia de animaes in vivo.
La habilidad de los eosindfilos para matar una variedad de parasitos in vitro, incluyendo
lavas del neméodo Trichinella spiralis, indican que los eosndfilos son cdulas

antiparaditarias efectoras (Claerebout y Vercruysse, 2000).

Los resultados de numerosos estudios en roedores han sugerido que aunque los
eosndfilos pueden estar involucrados en la proteccion, dlos no tienen un efecto directo
contra los nematodos. La administracion de anticuerpos monoclondes anti-IL 5 ha
mostrado un bloqueo de la eocsinofilia en ratones, pero no € desarrollo de resstencia a
Nipostrongylus brasliensis y Trichinella spiralis. En ovgas, la eosndfilia ha sdo
asociada con resitencia a Trichostrongylus colubriformis, T. circuncinta y ainfecciones

de Nematodirus battus. En un estudio se encontraron nivaes devados de eosndfilos en
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la sangre, mucosa dd abomaso y yeyuno de cabras que fueron resstentes a Ostertagia
circuncinta y T. colubriformis, comparados con cabras suceptibles (Claerebout y

Vercruysse, 2000).

En vacunos la infeccion de O. ostertagi ha sido asociada con acumulacion de
eosindfilos en la mucosa domasa. Sin embargo, € efecto de los eosndfilos contra
Ostertagia no esta bien establecido. Se ha encontrado que los eosindfilos se unen ala Ls
de O. ostertagia, pero no se sabe s las larvas son dafiadas, también se ha demostrado
que la L3 de O. ostertagi es capaz de araer a los eosndfilos in vitro e in vivo
(Clagrebout y Vercruysse, 2000). En ovinos un aparente incremento del nive de
eosndfilos circulantes en ovegas suplementadas con concentrados fue asociada con la

expulsién de nematodos (Holmes'y Coop, 1994).

Los eodndfilos estan tipicamente asociados a las infecciones por helmintos. Se
ha sugerido que los eosindfilos evolucionaron como sSstema de defensa especifico
frente a las fases tisulares de aguellos pardsitos cuyo excesvo tamafio impiden que
puedan ser fagocitados. Los eosindfilos destruyen a los helmintos mediante mecanismos
dependientes e independientes de oxigeno. Los eosindfilos no poseen propiedades
fagociticas tan acusadas como los neutrdfilos, las perturbaciones de la superficie de su
membrana inducen su desgranulacion 'y su actividad se ve estimulada por citocines
como TNF? y GM- CSF (Raitt y col., 1997).

La mayoria de los efectos de los eosindfilos se encuentran bgo € control de
mecanismos  especificos de antigeno. Asl, su union in vitro a lavas de hemintos
recubiertos con Ig E o Ig G etimula la liberacion del contenido de sus grénulos sobre la
superficie de los parastos. Las lesones pueden ser causados por la proteina basica
principd dd eosndfilo y no es egpecifica Los eosndfilos y los magtocitos actUan
coordinadamente. Los antigenos liberados provocan la desgranulacion de los mastocitos
dependientes de Ig E. a nivel locd, asi como la liberacion de mediadores. Estos, atraen
sdectivamente a los eosndfilos hacia la zona de infeccion y potencian su activided
(Roitt y coal., 1997).
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Los parésitos para establecerse, deben superar primero los mecanismos de
defensa preexigentes. El complemento desempefia un papd importante, ya que existen
varios parésitos que poseen moléculas de superficie capaces de activar la via dternativa.
La primera linea de defensa condituyen los macréfagos, los neutrdfilos, los eosindfilos
y las plaguetas. Los anticuerpos y las citocinas producidos en las respuestas especificas
a los antigenos parastarios potencian la actividad antiparastaria de estas céulas
efectoras. Sin embargo, los macréfagos tisulares, los monocitos y los granulocitos
poseen una cierta actividad intrinseca incluso en ausencia de una etimulacion previa
(Holmesy Coop, 1994).

Los macréfagos pueden destruir parésitos extracelulares. La fagocitoss por los
macrofagos condtituye un importante mecanismo de defensa  frente a los pardsitos de
menor tamafio, Sn embargo estas cdlulas también secretan muchos factores citotoxicos,
lo que les permite dedtruir pardstos Sn necesdad de ingerirlos. Los macrofagos
también se pueden comportar como céulas asesinas mediante € mecanismo de ADCC
(Roitt y cal., 1997).

Antes de actuar como céulas presentadoras de antigenos iniciadoras de la
repuesta inmunitaria, los macrofagos actlan como cdulas efectoras, inhibiendo la
multiplicacion de los parésitos o incluso destruyéndolas, ademas secretan moléculas que
regulan la respuesta inflamatoria. Algunas de estas moléculas (IL 1, IL 2, TNF? y
factores edimulantes), potencian la respuesta inmunitaria d activar otras cdulas o
inducir su proliferacion. Los macrofagos secretan moléculas inflamatorias inespecificas
como TNF e IL1 que colaboran en la induccion de la prolifereacion de las cdulas
cdiciformes e incrementan la produccion de moco. Este moco recubre a los parasitos y
provoca su expulsion (Roaitt y cal., 1997).

Los neutréfilos también poseen las propiedades efectoras que muestran los
macréfagos, éstos son céulas de naturadeza fagocitica y pueden destruir a los parasitos
tanto por mecanismos dependientes de oxigeno como por mecanismos independientes
del mismo. El eddlido respiratorio es més intenso en los neutréfilos que en los
macréfagos y sus granulos de secrecion contienen proteinas dtamente citotdxicas. La
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destruccion extracdular mediada por los neutréfilos se lleva a cabo mediante la
produccién de perdxido de hidrogeno (Roitt y col., 1997). Los neutréfilos se acumulan

en las regiones inflamadas infectadas por los parasitos, donde es probable que se
encarguen de diminar los paréditos liberados tras la destruccion de las cdlulas. Al igua
que bs macréfagos, los neutrdfilos poseen receptores Fc y del complemento por 1o que
pueden intervenir en las reacciones ADCC. En este sentido pueden tener mayor poder

destructor que los eosindfilos frente a varias especies de nematodos (Raitt y cal., 1997).

Las cdlulas T son esencides para € desarrollo de la inmunidad, para la defensa
frente a dgunos parasitos son necesarias tanto las células T CD4 como las CD8. Sin
embargo, d tipo de cdula T encargada de controlar una infeccion, depende del tipo de
parésito y de la fase de la infeccion, asi como de las citocinas que producen. Las cdulas
T CD4 actiian de diferente manera seglin d tipo de infeccién y pueden pertenecer a dos
subpoblaciones diferentes TH1 y TH2. En las fases inicides de la infeccidn pueden
encontrarse ambas subpoblaciones pero segin tiempo y edad puede modificarse d
equilibrio, las citoquinas que estas cdulas producen son antagonicas (Roitt y cal.,
1997).

Las cdulas T (principdmente TH) responden a los Ag parasitarios e inducen la
sintesis de anticuerpos (Ac) por parte de las cdulas B que han proliferado previamente
como respuesta a IL 4, IL5; la prolifieracion de los mastocitos de la mucosa como
respuesta a IL3, IL4, IL 9 e IL 10 y la hiperplasa de las cdulas cdiciformes de
epitdio intestind que secretan moco. Los helmintos son dafliados por la accion
coordinada de los Ac y los productos de los mastocitos sensibilizados por las Ig E, que
s degranulan tras edtablecer contacto con € antigeno (Ag) y liberan histamina,
mediador que aumenta la permesbilidad del epitdio intestind. Sn embargo, estos

procesos no son suficientes para eiminar los helmintos (Roitt y cal., 1997).

Las cdulas TH son esencides para la diminacion de los hdmintos intestinaes.
La expulson de agunos nematodos intestindes se produce espontaneamente a las pocas
semanas de la infeccion primaria. Parece que esta expulsidon se produce en dos fases y
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que s condgue mediante una combinacion de mecanismos dependientes e
independientes de cdulas T (Raitt y col., 1997).

10.41g Gy € patron de respuesta humoral
En un estudio sobre evauacion de la prueba de Western blot o EITB para €

diagndgtico de la infeccion por Lamanema chavezi en alpacas, se caracterizaron 23
proteinas totdes de la fraccion soluble de L. Chavezi, mediante dectroforess en geles
de paliacrilamida- sulfato dodecil de sodio d 12%, con movilidad relativa entre 30.4 y
139.4 kDa. Catorce de las proteinas fueron reconocidas por anticuerpos de apacas
postivas a la infeccion por L.chavez a la prueba de Western blot. La eleccion de las
proteinas con criterio diagnéstico consideré péptidos con pesos moleculares de 58.8,
57.7, 55.4, 35 y 31.6 kDa. Bgjo este criterio se encontré € nimero de sueros positivos y
e nUmero de sueros negativos ala prueba de Western Blot (LOpez, 1994).

Los productos de excrecion /secrecion (E/S) de Haemonchus contortus,
comprenden por o menos 15 polipéptidos, con pesos moleculares que varian entre 10 a
més kDa Esos productos de excrecion/secrecion inducen una rejpuesta inmune en
ovinos infectados, td como se demosré por los nivdes de IgGl y proliferacion
sgnificativa de linfocitos (Schdling y col., 1994).

Los andisis de inmunotransferencia revelaron que € suero de ovinos infectados
por primera vez con Haemonchus contortus, especificamente reconocieron a un
producto de E/S de 24 kDa. Ademés, € suero de ovinos en riesgo reaccionaron
fuertemente con un producto de E/S de 15 kDa, los otros productos de E/S de H.
contortus mosdtrairon inmunorreactividad con muesiras de sueros de ovinos con
Trichostrongylus, estas reacciones cruzadas de epitope, son la principal causa de la
pédida de especificidad de ELISA. Ega Elisa puede diferenciar infecciones de
Haemonchus, de Nematodirus battus pero no de Ostertagia circuncincta o de

Trichostrongylus colubriformis (Schdling y col, 1994).
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Los hdmintos s vudven progresvamente menos antigénicos conforme
evolucionan en presencia de un dstema inmunitario funciond. Otro mecanismo para
evadir la respuesta immunitaria es la variacion antigénica secuencid. Aun durante la
fase de crecimiento muestran cambios cuantitativos en la expreson de los antigenos
proteinicos de superficie (Tizard, 1998).

29



MATERIAL Y METODOS

1. Lugar de Estudio

El presente estudio se redizd entre junio de 1999 a junio dd 2000, en las
comunidades campesinas dd didrito de Pichacani -Laragueri, provincia y departamento
de Puno, a més de 3,975 m.sn.m,, latitud sur 16°08'46"" y longitud oeste 70°03'42’".
Segln los datos metereoldgicos existentes en la estacion de Laragueri, la zona de
estudio tiene una temperatura media anua de 7°C. Los meses de noviembre a enero son
los més calurosos con temperatura media de 8.5°C y los meses de junio y julio los méas
frios, con una temperatura media de 5.25°C. La precipitacion anua media es de 60.2
mm Hg, con periodos sin precipitacion, que corresponde a los meses de mayo a agosto,
considerados como época seca y los periodos de mayor precipitacion que corresponden

alos meses de diciembre a marzo, considerados como épocade lluvia

Los estudios de laboratorio se llevaron a cabo en los laboratorios de
Parasitologia y Petologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Unive'sdad Naciond dd Altiplano-Puno, as como en los laboratorios de
Inmunoparasitologia e Histopatologia de la Facultad de Medicina Veterinaria de la
Universdad Naciona Mayor de San Marcos-Lima

2. Animales

Debido a la fdta de informacién se decidié enfocar € trabgo como un estudio
piloto y se consderd practicar € beneficio de un total de 120 dpacas variedad huacaya
de 1 a 6 afios de edad, machos y hembras. Se beneficiaron 60 animaes en época de
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lluvia'y 60 en época seca. Los animaes se distribuyeron en 10 apacas de cada edad y
sexo (5 machos y 5 hembras de 1-6 afios). Estas apacas procedian de las diferentes
comunidades campesnas dd didrito de Pichacani-Laragueri, donde la crianza de
animaes es mixta (apacas, llamas, ovinos y en menor nUmero vacunos) en las zonas

més bgasy en las zonas dtas S9lo dpacas, llamasy ovinos.

3. Obtencion de muestras

Las muestras fueron obtenidas en diferentes domicilios. Se registraron la edad

de las apacas por denticion, asi como € sexo y peso de lacarcasa.

3.1Sangre

Se obtuvo una cantidad de 10 ml de sangre sin anticoagulante directamente de la
vena yugular durante € deglello de los animaes. Se extrgo € suero por centrifugacion

a 3,000 r.p.m. y se conservé a-20°C hasta su uso.

3.2 Abomaso eintestino delgado

El cuga s spad luego dd beneficio y evisceracion, se  abrio
longitudindmente para eiminar € contenido grosero. El intestino delgado e ligd en la
region ilioceca, luego se procedié a separar @ mesenterio hasta la union cecocdlica. Las
muedtras individudizadas se colocaron en bolsas de poligtileno con su respectiva

identificacion y transportados a |aboratorio para su procesamiento.

3.3 Muestras para histopatologia

Muedras de ganglios linféticos mesentéricos, abomaso, intetino delgado e

higado se colocaron en formol a 10 % hasta su procesamiento.
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4. Procesamiento de muestras

4.1 Recoleccion y recuento de helmintos gastr ointestinales

4.1.1 Abomaso.

Con la ayuda de una espéatula se rasp6 toda la mucosa del tercer compartimiento
y se colocd en un frasco con tapa provista de un tamiz de @ hilos por pulgada cuadrada
El frasco se llend con agua de grifo y se agitd para diminar € agua. Eta operacion se
repitio hasta que d agua sdiera clara de la botella Luego se procediéo a andizar en
dicuotas sobre una placa petri grande, la misma qie se colocd sobre una fuente de luz.
Los vermes s recogieron con la ayudada de mondadientes y se identificaron segin
género y especie por sus caracterigticas morfoldgicas macro y microscopicas. Luego, los
parésitos identificados se didtribuyeron en placas petri mas pequefias con PBS (0.01M,

pH 7.2) y conservados a-20°C para la preparacion de antigeno soluble.

4.1.2 Intestino.
El intetino delgado se separd en segmentos y @ contenido se depositd en un
frasco colador con la ayuda de la presion del agua ce grifo. Luego se Sguié d mismo

procedimiento aplicado parae abomaso.

4.2 |ldentificacion parasitos

La identificacion de los hdmintos gastrointestindes s rediz0 en base a las
principaes caracteristicas morfolégicas de género y especie citadas por diferentes

autores.

4.2.1 Género Lamanema

Presenta la cuticula de la cabeza y de la region cervicd ligeramente inflada; la region
cervica presenta edtrias transversdes, la cavidad buca es poco profunda y los machos
poseen un gubernaculo grande (Becklund, 1963).
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4.2.2 Género Nematodirus

Son filiformes, su cuerpo esta encorvado por lo que se enredan unos con otros (Dunn,
1983); la region anterior presenta una dilatacion cuticular cefdica, los machos presentan
espiculas largas y delgadas, las hembras presentan cola truncada con un pequefio

espolon (Basso y col., 1988)

4.2.3 Género Cooperia

Presentan una bursa grande, debido a los rayos bursaes grandes y gruesos, los machos
no presentan gubernaculo (Dunn, 1983); son rojizos, € extremo anterior preserta una
dilatacion cefdlica surcada por edtriaciones transversaes (Lapage, 1982; Dunn, 1983),
Llos machos presentan telamén (Boch y Supperer, 1977)

4.2.4 Género Trichostrongylus

Son finos 'y de color rojizo,en la parte anterior es més estrecha, la boca esté rodeada de 3
labios ,las espiculas son anchas, cortas, de forma peculiar, en agunos casos desiguaes y
de color pardo amarillentola bursa tiene l6bulos lateraes grandes y un Iébulo dorsad
(Borchert, 1981), no presentan telamén (Boch y Supperer, 1977). Las hembras son tan
pequefias que no pueden tener més de 12 huevos en su interior (Basso y col., 1988) , la

vulva se abre en € tercio posterior

4.2.5 Género Ostertagia

Presentan cdpsula bucal pequefia, con papilas cervicdes y prebursdes, las espiculas on
pardas y terminan en dos a tres procesos 0 apéndices, tienen gubernédculo. La vulva eta

Stuada en la Ultima quinta parte del cuerpo (Borchert, 1981)

4.2.6 Género Graphinema

Presentan papilas cervicales, la boca esta seguida de una pequeiia capsula buca anular,
d exbfago es claviforme, las espiculas son largas delgadas y terminan en punta, no
tienen gubernaculo. Las hembras presentan cola dargada y conica, la vulva estd Stuada
en € tercio posterior (Guerrero y Rojas, 1969)
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4.2.7 Género Camelostrongylus

La caracteristica més importante para diferenciarlos es la forma de las espiculas que son
largas y delgadas y presentan edricaciones transversdes en toda su  longitud
(Dunn,1983)

4.3 Procesamiento histopatol égico
Las muestras de abomaso, intestino delgado e higado fueron procesadas por la

técnica de induson en pardfina Los cortes de tgido se colorearon con hematoxilina-

eosina paraobservar y describir las lesones.

4.4 Patr6n derespuesta humoral
4.4.1 Sueros controles para Lamanema chavez

Estos sueros se definieron de la Siguiente manera:
Control positivo. Suero proveniente de animales con presencia dd parésito en
e intestino delgado y lesiones perladas caracteristicas en € higado. Se colectaron un

total de 19 sueros.

Control negativo. Suero proveniente de animades sn los paréstos en d
intestino delgado y sin lesiones perladas caracteristicas en € higado. Se colectaron un

total de 5 sueros.

4.4.2 Suer os controles para Nematodirus sp.

Estos sueros se definieron de la siguiente manera:

Control postivo. Suero proveniente de animaes con presencia del parasito en
el intestino delgado. Se colectaron un tota de 22 sueros.

Control negativo. Suero proveniente de animaes sin los paadtos en d

intestino delgado. Se colectaron un tota de 7 sueros.



4.4.3 Coleccién de parasitos

Para la caracterizacion proteica de los parésitos se colectaron un tota de 340
adultos de L. chavezi y 560 adultos de Nematodirus sp. del intestino delgado de alpacas
infectadas naturdmente. Estos parasitos se conservaron en PBS (0.015M, pH 7.2) a -
20°C.

4.4.4 Extraccion de las proteinas solubles de L. chavezi y Nematodirus sp.

El antigeno de Lamanema chaezi empleado en este estudio se prepar6 a partir de
340 parésitos. Estos se colocaron en un homogeneizador con PBS-timerozal 0.01M, pH
7.2 (Heisher y col., 1979). Luego d homogeneizado se trandirid a un vaso de
precipitado de 10 ml y se sonicd (Sonicedor Fisher Sonic Dismembrator Mode
300/Arker-Systems Corporation) a 60 Hz durante 2 minutos por 10 veces (Hochstad,
1978). Durante la sonicacion € vaso de precipitado se mantuvo sobre hielo picado.
Pogteriormente € lissdo se centrifugd a 12,600 x g durante 20 minutos a 4°C
(Centrifuga refrigerada Eppendorf 5402), de esta forma se separd la fraccion soluble, la
misma que se distribuyd en dicuotas de 100 pl y se consarvo a -20°C hasta su uso
(LOpez, 1994).

El antigeno de Nematodirus sp. empleado en este estudio se prepar6 a partir de
560 parésitos adultos y d procedimiento empleado fue sSmilar d descrito para L.
chavez.

4.4.5 Determinacién de la concentracion de proteinas del antigeno soluble

Se empled la técnica de Proteinas Totdes sstema Multitet (Merck). La
solucién de reaccion se prepard mezclando una parte de la solucion reactiva con 4 partes
de agua bidegtilada. Se distribuyé 1 ml de esta solucidn en tres tubos de ensayo (blanco,
muedtra y estandar). Luego se agregaron 20 pl de muestra d tubo muestra y 20ul del
esténdar d tubo estandar, se homogeneizo y se incubd durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Por dltimo & blanco, € esandar y la muestra s= leyeron a 546 nm
(Espectrofotometro Shimatzu UV 1203).
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El cdculo de la concentracion de proteinas fue:
[IPt=[] Stx 2AmM/?ASt
La concentracion de proteina para Lamanema chavezi fue de 0.89 g/dl y para
Nematodirus sp. 0.60 g/dI.

4.4.6 Andlisis electroforético del extracto soluble de L. chavezi y Nematodirus
p.

El extracto crudo fue separado en un ge SDS-PAGE segun la técnica descrita
por Laemmli (1970). Las dimensiones del gd de separacion fueron 6 x 8 x 0.75 mm. El

perfil eectroforético se determind tifiendo |los geles con azul brillante de Coomasie.

Preparacion de geles

Se utiliz6 geles de de separacion a 125 %. El gd se prepard a patir de una
solucién de acrimdida 30%/bis acrilamida 0.8%. El tampon dd gel de separacion
conggio de TrissHCL 1.5M pH 7.5, SDS 0.4 %, agua destilada, 50 pl de APSa 10 %y
5 pl de TEMED. La cdmara dta ded equipo de eectroforesis (Bio-Rad Mini Protean

Cdl 1) secargd con lasolucion dd gd 'y se dgo polimerizar durante 1 hora.

El gd de concentracion se utilizd d 5 %. El gd se prepad a patir de una
solucion de acrilamida 30 %/bis acrilamida 0.8 %, tampon dd ge de separacion (Tris
HCl 0.5M, pH 6.8, SDS 0.4 %) agua destilada, 30 pl de APS a 10 % y 5 ul de TEMED.
Una vez que € gd de separacion estaba polimerizado se agregd € gel de concentracion
y se coloco un peine de 5 pocillos cuando se queria trabgjar con geles tefiidos o un peine
preparativo 2D cuando se requeriatrabagar con lapruebade EITB o WB.

El antigeno soluble se diluyd en tampdn de muedra 5X (TrissHCl 60 mM,
glicerol 25 %, SDS 2 %, 2ME 14.4 mM, azul de bromofenol 0.1 %). Luego e llevd a
ebullicion durante 3 minutos. La camara bga de la unidad de dectroforesis se llend con
tampon de dectroforesis (TrissHCI 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1 % y agua
dedtilada). Luego se procedié a llenar los pocillos dd gel de concentracion con la
muestray € MPM (GIBCO BRL: 215.9, 120.9, 72.9, 46.7, 29.5, 20.15, 14.6 kDa). La

electroforesis se efectud a voltgje constante de 200V durante 1 horaa4°C.
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Coloracion con azul brillante de Coomasie

Siguiendo la metodologia descrita por Harlow y Lane (1988), luego de efectuada
la eectroforess d gd se trandirid a un contenedor de vidrio y se le afiadieron 5
volumenes conteniendo 025 % dd colorante azul brillante de Coomase R-250
(SIGMA). El gd s dgo en d colorante durante 2 horas a movimiento congdante.
Pogteriormente se decoloré con una solucién de metanol 5 % y &cido acético 7.5 % con

movimiento constante durante 16-18 horas.

Transferencia a membrana de nitrocelulosa

La membrana de NC se corté (5 x 8 cm) y se colocd d igua que € ge en
tampdn de trandferencia (tris 159 mM, glicina 120 mM) durante 30 minutos. Luego las
proteinas se trandirieron con tampén de transferencia helado en una camara de
tranderencia Bio-Rad a 100 V durante 1 horaa 4°C.

4.4.7 Deteccion de 1gG séricas de alpacas infectadas con L. chavezi y Nematodirus

sp. mediante laprueba de EITB

El objetivo fue detectar la presencia de 1gG en los sueros de apacas infectadas
naturalmente, con capacidad de reconocer las fracciones proteicas separadas en los geles
SDS-PAGE (Bollag y Eddstein, 1992). Con eda findidad la membrana de NC se
bloqued con tampon de bloqueo (TBS-T20 0.05 % - leche descremada 5 %), durante 1
hora en agitacion congtante y a 37°C. Luego la membrana de NC se lavd 3 veces en
tampon de lavado (TBS-T20 0.5 %) durante 5 minuto cada lavado. Se trabgé con
placas de 8 candetas y con la membrana de NC cortada en tiras de 4 mm de ancho.

Cadatira de lamembrana de NC se colocd en una canaleta de la placa.

Luego se afiadieron los sueros diluidos 1:50 en tampdn de bloqueo y se degjaron
en agitacion condante durante 16-18 horas a temperatura ambiente (18°C).
Pogteriormente las tiras de NC se lavaron 3 veces con tampon de lavado. Luego se
ahadio d conjugado Proteina A conjugada con peroxidasa (SIGMA) diluida en tampon
de bloqueo 1: 500 a cada candeta y se dg6 incubando en agitacién constante durante 1

hora a 37°C. Tras edta incubacion se procedio a lavado de las tiras 3 veces con tampon
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de lavado y 1 vez con TBS solo. Findmente se afadié € sustrato para peroxidasa y
cromogeno TMB (Kirkegaard & Pery) y se dgd actuar durante 10 minutos en
oscuridad. Por dltimo la reaccidn se detuvo lavando las tiras 10 veces con agua
destilada.

5. Andlisis de resultados

La carga paradtaria fue andizada mediante € disefio completamente destorio y
e andiss de varianza para encontrar las diferencias entre época, edad, sexo y las
interacciones sexo y edad y época y edad. Luego en caso de diferencia sgnificativa se
redizO la prueba de Tukey a un nivd de confianza de 95%. Las lesones
hisopatologicas del  abomaso, intestino e higado fueron expresadas en vaores
porcentuales y correlacionadas a la carga paraditaria por la prueba de Spearman. Asi
mismo fueron sometidos a un andiss multivariado para determinar los factores edad y

épocay las diferentes variables.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. CARGA PARASITARIA GASTROINTESTINAL

1.1 Promedio general de la carga paradtaria gastrointestinal en alpacas huacaya

machosy hembrasde 1 a 6 afios de edad necr opsiados en épocas lluviosa 'y seca.

Los promedios generdes ded nimero de parésitos hemintos gastrointestinaes
encontrados a beneficio para cada edad y sexo, seglin comportamiento anatémico se

condgnan en lasfiguras 1-11.

parasitos como promedio de ambas épocas, con un rango entre 64 a 858.7
parédsitos. Los machos de 6 afios de edad presentaron la mayor carga parasitaria,
sgnificativamente mayor que las otras edades (P<0.05). Por otro lado, en las hembras
se observd un promedio de 197.4 parasitos en ambas épocas, con un rango de 88.1 a

3325 parésitos, sn mogtrar diferencias significativas entre edades (P>0.05).

End promedio generd de la carga parasitaria de las dpacas (cuadro 3), solo las
dpacas de 6 afos de edad mostraron cargas parasitarias Significativamente mayores que
las otras edades (P<0.05). En las alpacas de 1-5 afios la estadistica no mostro diferencias
dgnificativas (P>0.05). Asmismo, se observd que las dpacas machos presentaron
mayor carga paradtaria que las hembras, 1o cud fue dgnificativo en dpacas de 6 afios
(P<0.05) (Cuadro).
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Son muy pocas las investigaciones redizadas sobre la carga paradtaria en
dpacas beneficiadas 0 necropsiadas. En adicion, estos trabgjos han sido redizados en
dpacas de explotaciones medianas 0 grandes y cas ninguno en pequefias explotaciones
y comunidades campesinas donde la crianza generdmente es mixta (alpacas, ovinos,
llamas y vacunos), con condiciones de mango deficientes y en los que se concentran €
87 % dela poblacion de apacasy llamas (Leguiay Casas, 1999).

Un edudio en la ex granja de auquénidos La Raya, ubicada entre los
departamentos de Puno y Cuzco, en apacas muertas por diversas causas 0 sacrificadas
para consumo demostrd que las dpacas menores de 2 y mayores de 6 afios tuvieron un
promedio mayor de carga parasitaria, con cargas parasitarias para 1 afio de 2,000, 2 afios
de 1,965.3, 3 afios de 504.2, 4 afios de 644.7, 5 afios de 1,162.5, 6 afios de 673.6 y méas
de 6 afios de 2,000.9 parésitos (Chévez y cal., 1967). S bien estos vaores promedio
incluyen a los parasitos del intestino grueso en una cantidad no sefidada por los autores,

resultan ser muy atos comparados a los encontrados en € presente estudio.

Eda diferencia puede explicarse debido a que los autores estudiaron en
condiciones de puna himeda y en rebafios formados Unicamente por caméidos
sudamericanos. Contrariamente, los resultados del presente estudio corresponden a
condiciones de puna seca y en comunidades campesnas con ssema de explotacion
mixta (apacas, ovinos, llamas y vacunos en menor proporcidn), condicion que limita la
difusion de helmintos gastrointestinales (Rojas, 1990).

En e presente estudio las dpacas menores de 2 afios mostraron una carga
paraditaria mayor, pero no fue sgnificativamente diferente a las edades de 3 a 4 afios,
como ocurrio en los estudios de Chévez y col. (1967). Estos resultados se deban quizas
porque en zonas hetamente dpagueras en puna himeda durante la lactacion y empadre
de dpacas, los campos de pastoreo se contaminan con niveles atos de larvas infectivas,
con € congguiente incremento en la carga parastaria y una mayor diminacion de

huevos (Leguiay Casa, 1999).
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Una condicion semgante ocurre a nivel de comunidades campesinas, pero las
larvas contaminantes de los pagtizales en este caso son controladas, como ocurre en €
presente estudio, por € clima seco y pastoreo dternado entre animaes de diferentes
edades y sobre todo entre diferentes especies como ovinos y vacunos que actlian como
“agpiradoras’ de larvas que no son capaces de desarrollarse en dlos (Leguia y Casas,
1999; Rojas, 1990). Por otro lado, d incremento dgnificativo observado en la carga
paradtaria de dpacas de 6 afios a més en € presente estudio coincide con los hdlazgos
de Chavez y col. (1967), lo que obedece probablemente a que estos pastorean pastizales
pobres (con sobrepastoreo) y por tanto se encuentran animales en condiciones de carne
deficientes (Armour, 1989). Sin embargo, estas observaciones parecen ser diferentes en
las helmintiass de los vacunos, donde los animales mayores o0 vigos presentan menos
parésitos (Dunn, 1983).

Respecto d sexo, se menciona que las hembras presentan menos parasitos que
los machos. Un estudio en animaes jovenes demostré que mediante la administracion
de hormonas femeninas la redgencia a las infecciones por parésitos aumentd, en
cambio en hembras ovariectomizadas su ressencia disminuyé hesa € nive de los
machos (Dunn, 1983). Una dtuacion smilar se observd en las dpacas dd presente
edudio, lo que hace suponer que las hormonas femeninas influyen en la caga

parasitaria.

Los resultados también indican que una carga mayor de parastos se encuentra
en € intestino delgado que en @ abomaso, tanto en dpacas machos como en hembras y
en ambas épocas. En este contexto, en apacas machos en época de lluvia de un tota de
397.93 parasitos, 365.07 se encontraron en € intestino delgado, |0 que representa €
91.74 %. Lo mismo ocurre en época seca donde de un tota de 235.67 parésitos
encontrados, € 99.56 % (234.63) corresponde d intestino delgado. Esta condicion es
smilar en la carga de padstos en las dpacas hembras, lo cud s explicaria
principdmente porque en € intetino delgado se locdizan los parésitos que se

encuentran en mayor cantidad y € mayor nimero de géneros de parasitos.
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Ademés, d comparar la carga parasitaria total entre épocas se observd que en la
época de lluvia existe una mayor carga parasitaria que en época seca (P<0.05). Esta
observacion es dgnificativa en @ abomaso (P<0.05), mientras que la carga parastaria
ded tracto intetind no muedra variacion dgnificativa entre épocas (P>0.05). Eda
fluctuacion de la carga parasitaria puede ser debida a que nemdaodos que presentan
HTSy que se locdizan en € abomaso, como Camelostrongylusy Trichostrongylus axel
muestran una marcada esteciondidad (Smith, 1996). Sin embargo, los neméodos
encuentran en la época de lluvia condiciones favorables para su desarallo,
supervivencia y transmison de larvas infectivas, 1o cud e traduce en niveles dtos de

infeccidn (Rojas, 1990).

Por otro lado, Lamanema y Nematodirus que s locdizan en d intesino
delgado, no muestran variacion entre épocas, es decir que las infecciones por estos
parédtos son dSgnificativos tanto en época lluviosa como en época seca (Leguia y
Casas, 1999). Debe tenerse en cuenta que diversos factores como geograficos,
geologicos y eddficos intervienen en la formacion de ecossemas naturades que
condicionan la presencia de los parésitos y la intensddad dd paradtisno (Compaire y
Tarazona, 1985). El clima es probablemente d factor mas importante que influye en la
distribucion espacid de los parasitos (Levine, 1963).

12 Carga parasitaria gastrointestinal promedio en alpacas segin géneros de
par asitos, sexo, edad y época.

Las figuras 811 indican que tanto en apacas machos como hembras en todas las
edades y en épocas lluviosa y seca, 10s géneros de parésitos Lamanema 'y Nematodirus
son los mé@s numerosos respecto a otros géneros de parasitos. Los resultados del
presente estudio referente a estos dos géneros de parésitos concuerdan con las
afirmaciones de Leguia y Casas (1999), quienes indican que en € caso de Lamanema y
Nematodirus exisen infecciones dgnificativas tanto en € periodo lluvioso como en €

SEeCo.
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Los resultados del presente estudio difieren de los encontrados por Chévez y col.
(1967) quienes encuentran cargas paraditarias dtas superiores a 1,600 en época seca y
cargas bgjas en época lluviosa, 349.4 para Lamanema y 225.3 para Nematodirus. Estos
datos aunque fueron obtenidos hace ya mas de 35 afios y en condiciones ecoldgicas

diferentes, resulta ser € Unico estudio disponible que se basd en necropsias.

Otros estudios sobre carga paradtaria basados en @ recuento de HPG sefidan
también que las cargas parasitarias mayores corresponden a Lamanemay Nematodirus,
en época lluviosa y seca (Mamani, 1989; Chavez y Condori, 1990). Sin embargo, otros
estudios de evduacion de la carga parasitaria gadtrointestina de apacas en la zona sur
de Puno, mencionan que se presenta una proporcion mayor de Nematodirus, seguida por
HTS y luego por Lamanema. Mientras que en la zona norte de Puno que corresponde a
puna himeda, la proporcion mayor corresponde a HTS seguido de Nematodirus y
Lamanema (Melo, 1997).

También se menciona que existe un incremento de la carga parasitaria (HPG)
durante los meses de junio y julio para huevos tipo Nematodirusy Lamanema y dro
incremento en los meses de enero a marzo para HTS (Rojas y col., 1987). Sin embargo,
edas invedigaciones basadas en d recuento de huevos tiene limitaciones de
interpretacion, porque se restringe a parésitos adultos (Leguia y Casas, 1999), es decir
no son seguros ni configbles porque la multiplicacion de los parésitos etd sujeta a la
intensdad de invasdn, edad, estado inmunitario y condicion genera de hospedador y
|as |esiones correspondientes (Boch y Supperer, 1977).
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2. LESIONES ANATOMOPATOLOGICAS

La mucosa dd abomaso presento areas rojizas en d 55 % (33/60) de los
animales, moderada cantidad de exudado catarra 52 % (31/60), y en agunos casos se
observé edema y petequias en la mucosa 10 % (6/60). Edtas lesiones fueron moderadas
en la época de lluvia como en la época seca, aunque en esta Ultima se evidenciaron
agunos casos severos, probablemente relacionado a la escasez de pasturas y d mad
esado nutricionad. Las lesones macroscopicas observadas fueron: nédulos blanco
grisaceos 80% (48/60), quiza debido a las larvas de Ostertagia que etimulan su
formacion en la época seca, fendmeno conocido como hipobiosis (Threlkeld y Johnson,
1984; Soulsby, 1987; Rojas, 1990). Estas observaciones coinciden con los reportes de
Leguia y Casas quienes mencionan gue las lesiones anatomopeatoldgicas dependen de la
especie parastaria. ASl por gemplo, en infecciones por Ostertagia, Camelostrongylus,
Soiculoteragia, Graphinema y T. axei, la mucosa abomasa se observd congestionada,
edematosa y con presencia de numerosos nodulos umbilicados que en casos muy graves
S juntan dando la apariencia adoquinada, que se necrosan para desprenderse en forma
de membranas diftéricas de color blanquecino (Leguiay Casas, 1999).

La mucosa intestind, iguamente mostraba aress rojizas en € 60% (36/60) de los
casos, con presencia de exudado catarral 70 % (36/60) y areas de petequias 5 % (3/60).
Edtas lesones fueron smilares tanto en la época de lluvia como en época seca y
corresponderian principamente a Lamanema y Nematodirus que presentan las mayores
cargas en ambas épocas. Sin embargo, en la época seca fue evidente la presencia de
pequefios nodulos cdcificados en la mucosa intesind como granos de quinua, € mismo
que corresponderia a la reaccion inflamatoria del tgido que rodea a las larvas de
parésitos que quedaron atrapadas y que son destruidas por € sstema inmune (Morgan y
Hawkins, 1949; Tagle, 1970).

El higado se mostraba congestionado en & 62 % (37/60) de los casos, con
presencia de focos de necross en € 60 % (36/60), las mismas que se observaban a
modo de "manchas de leche" de color blanquecino, as como presencia de abscesos
puntiformes en € 55 % (33/55), estas lesiones fueron iguales en ambas épocas dd afio y
se aribuyen a migraciones recientes de las larvas de Lamanema (Fowler, 1989; Leguia
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y Casas, 1999). Las lesones fibréticas o calcificaciones en d 40% (26/60) de los
higados examinados, son debidas a maduracion y migracion de las larvas de Lamanema
(Fowler, 1989; Guerrero y col., 1973). También se menciona que en casos cronicos la
necrosis en € parénquima hepdico produce abscesos peguefios cacificados de color
blanquecino y que dan d higado un aspecto moteado caracteristico (Leguia y
Casas, 1999).

3. FRECUENCIA DE LESIONES HISTOPATOLOGICAS Y RESPUESTA
CELULAR

Las lesones higtopatoldgicass mas importantes en dpacas parastadas segun
época y en cada compartimento digestivo, se aprecian en la Fig. 12 d 15. En 4
abomaso las lesones con mayor frecuencia en todas las edades y en ambas épocas
fueron: congestién 41.67 % (5/12), dilatacion glandular 58.33 % (7/12), descamacion 50
% (6/12), hiperplasia de céulas epitdiales 41.67 % (5/12), hiperemia 33.33 % (4/12),
necross 2500 % (3/12), arofia de céulas epitdides 16.67 % (2/12), papilas
intraglandulares 8.33 % (1/12), edema 8.33 % (1/12) (Ver fotos 1 y 2). Ademas estas
lesones estuvieron caracterizadas por presencia de exudado cdular linfoplasmocitico
33.33 % (4/12), eosindfilos y células mononucleares 8.33 % (1/12), y en otros casos
exudados mixtos de linfocitos, neutrdfilos, eosindfilos 16.67% (2/12). Evidentemente,
en agunos casos se pudo observar presencia de parasitos enquistados 8.33 % (2/12) con
reaccion inflamatoria y en otros casos parésitos sSin reaccion inflamatoria 50.00 % (6/12)

(Ver fotos 3y 4) especiadmente en dpacas menores de dos afios. (Fig. 12)

Edtas lesiones se podrian aribuir a los parastos. Ostertagia, Camelostrongylus,
Soiculopteragia, Graphinema y en menor grado Trichostrongylus axei, porque sus larvas
infectivas se introducen dentro de las glandulas géstricas ocasonando un proceso
inflamatorio, destruccidn y descamacion de células e hiperplasia de la mucosa géstrica. Se
menciona por gemplo en bovinos, las larvas de Ostertagia ocasonan irritacion de la
mucosa con erosion o descamacion de la mucosa dd epitdio glandular, donde las cdlulas
maduras son reemplazadas por céulas indiferenciadas columnares dtas (Soulsby, 1987).

En ovinos a los pocos dias de infeccion con Ostertagia, ocurre infiltracion de linfocitos
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entre las gléndulas, con desarrollo de foliculos linfoides y presencia de plasmocitos,
eosindfilos y unos pocos neutrdfilos (Kennedy, 1995), y en adgunos casos, las larvas se
encuentran rodeadas por infiltracion celular; la sdida de edtas larvas didienden su lumen
de las glandulas gadricas y las clulas epitdides s muestran indiferenciadas,
hiperplasicas, observaciones que concuerdan con Symons (1989); Threlkeld y Johnson
(1984).
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En infecciones experimentales por Trichostrongylus spp, se observd aplanamiento del
epitdio supeficid con descamacion de la mucosa y gran infiltracion de céulas
inflamatorias (Kennedy, 1990). Igudmente en un estudio sobre hiologia y patogénesis de
Soiculoptergia peruvianus en apacas se indica que microscopicamente hubo hiperplasa'y
pédida de la diferenciacion de las cdulas principdes y paietdes y pérdida de las
glandulas gédtricas e infiltracion moderada de eosndfilos y linfocitos en la submucosa
(Leguiay col, 1993).

Se menciona que la gravedad de las lesones tisulares depende de la carga de
parésitos que presenta € animd (bovino y ovino), asi por gemplo Symons (1989) y
Kennedy y col.(1990) sefidan que en animales afectados masvamente se desarrolla €
gplanamiento dd epitdio superficid con descamacion o erosién de la mucosa Sin
embargo, en € presente estudio bgjo condiciones naturales de crianza de apacas en una
comunidad de puna seca, la reaccion inflamatoria o la frecuencia de lesiones tisulares fue
mayor en la época seca, cuando la carga de parésitos fue menos respecto a la época de
lluvia.. Esta condicién podria deberse a que en la época de lluvia existe una buena
nutricion de las dpacas debido a la gran disponibilidad y buena caidad de pastizaes, 1o
gue implica desarrollar mgor su sgema de ressencia 0 de defensa inmunoldgico; este
hecho fue demostrado en vacunos donde a medida que se mejoraba la dimentacion, €
efecto del parastismo era menor. Ademas, en vacunos y ovinos procedentes de otras
redidades geogréficas exite mayor prevdencia de un parésto muy patdgeno y
responsable de las mayores lesiones tisulares gadtricas, Haemonchus contortus, pero en
dpacas motivo de presente estudio este pardsito no fue encontrado d examen de
necroscopia; quiza porgue las condiciones climéticas optimas (CCO) no exiden para este

parésito en estaregion del dtiplano, lo cua concuerda con Rojas (1990).

Exigten otros factores que pueden reducir € dafio patologico de los parasitos
como es € caso del decto de la competencia por € ambiente o llamado también efecto
Crowding, que es una interaccion inespecifica que a medida que aumenta d nimero de
parastos hay una competencia por € oxigeno, espacio vitd y nutrientes, que luego se
reflda en una disminucion de la tasa de crecimiento y fecundidad de los parasitos
(Rojas, 1990). Por otro lado, la mayor frecuencia de lesiones en la época seca etaria
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corrdacionada d mad estado nutriciond de las dpacas por escasez de pasturas, asi como
a las reacciones inflamatorias ocasionadas por las larvas hipobidticas que ocurren en
eda época, edas larvas d penetrar a la mucosa gadtrica de hecho ocasionan leson
tisular y generan una respuesta inflamatoria; ademé se menciona que € proceso
inmunopatolégico es d resultado de la prolongada duracion del parasitismo, que
permite la persgencia de la fuente antigénica, asociada a una variedad de respuesta
inmune (Rojas, 1990)

La presencia de leucocitos en las lesones tisulares, especidmente eosindfilos en
la mucosa géstroentérica, de las dpacas, se explicaria por los mismos mecanismos que
ocurren en otras epecies animaes, es decir por la tendencia que tienen los helmintos a
edimular las poblaciones de las cBlulas T colaboradoras (TCD4) que secretan las
citocinas 1L4 e IL5. La IL4 edimula la produccion de IgE y la IL5 egimula €
desarollo y activacion de los eosindfilos. Los eosndfilos pueden matar eficazmente a
los hdmintos més que otros leucocitos, porque la proteina bésica principd de los
granulos de dichas cdulas son més toxicas para los hdmintos que las enzimas
proteoliticas producidas por neutréfilos, y macréfagos (Abbas, 1999; Claerebout y
Vercruysse, 2000; Holmes y Coop, 1994). También, debe entenderse que los
neutréfilos, macréfagos y eosindfilos condituyen las primeras lineas de defensa del

organismo animal frente d desafio de los patdgenos.

Se ha sugerido que los eosindfilos evolucionaron como sSstema de defensa
especifico frente a las fases tisulares de agudlos pardsitos cuyo excesivo tamafio impide
que puedan ser fagocitados, por dlo estén tipicamente asociados a las infecciones por
hemintos. Las perturbaciones de la supeficie de su membrana inducen su
degranulacion y su actividad se ve estimulada por citocinas TNFa y GMCSF. y por d
mecanismo de ADCC. Asi por gemplo, su union in vitro por su receptor Fc a larvas de
helmintos recubiertos con Ig E o0 Ig G, edimula la liberacion dd contenido de sus
granulos sobre la superficie de los parasitos, causando lesones debidas a la proteina
bésica principa eosinofilica Ademas, los eosindfilos actlan coordinadamente con los

mastocitos, los antigenos liberados provocan la degranulecion de los mastocitos
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dependientes de IgE y la liberacion de mediadores que araen sdectivamente a los

eosindfilos haciala zona de infeccidn y potencian su actividad (Roitt y col., 1997).

Los macréfagos condituyen un importante mecanismo de defensa frente a los
parésitos de menor tamafio. Sin embargo, edas cdlulas también secretan muchos
factores citotoxicos, |0 que les permite destruir pardsitos sin necesidad de ingeridos. Los
macrofagos poseen propiedades citotdxicas y pueden matar a los parésitos mediante €
mecanismo ADCC. Antes de actuar como céulas presentadoras de antigenos
iniciadoras de la respuesta inmunitaria, los macréfegos actlan como cdulas efectores,
inhiblendo la  multiplicacion de los parastos o incluso destruyéndolos. Ademés,
secretan moléculas que regulan la respuesta inflamatoria, dgunas de estas moléculas
son: IL1, IL12, IL6, TNFa y factores edimulantes, que potencian la respuesta
inmunitaria a activar otras poblaciones cdulares o inducir su proliferacion (Roaitt y cal.,
1997).

Al igud que los macréfagos, los neutréfilos poseen receptores Fc y de
complemento por lo que pueden intervenir en las reacciones ADCC. En este sentido
pueden tener mayor poder destructor que los eosindfilos frente a varias especies de
nematodos. Los neutrdfilos acumulados en las regiones inflamadas, infectadas por los
parésitos, donde es probable que se encarguen de eiminar los parésitos liberados tras la
destruccion de las cdulas (Roaitt y cal., 1997).

Los linfocitos T son esencides para € desarollo de la inmunidad, para la
defensa frente a dgunos parésitos son necesarias tanto las cdulas T CD4 como las
TCD8. Sin embargo, € tipo de célula T encargada de controlar una infeccion depende
del tipo de parésito y de la fase de la infeccidn, asi como de las citocinas que producen.
Las cdulas T CD4 actlan de diferente manera segin € tipo de infeccion y pueden
pertenecer a dos subpoblaciones diferentes THI y TH2 en las fases inicides de la
infeccion pueden encontrarse ambas subpoblaciones pero segln tiempo y edad puede

modificarse € equilibrio. Las citocinas que estas cdulas producen son antagonicas. Las



células TH son esencides para la diminacidon de los hemintos intestindes (Roitt y col,
1997).

La expulson de dgunos nemétodos intestindes se produce espontaneamente a
las pocas semanas de la infeccidn primaria. Parece que esta expulsion se produce en dos
fases y que e consgue mediante una combinacion de mecanismos dependientes e
independientes de cdlulas T. Las cdulas T, principdmente TH, responden a los
antigenos parasitarios e inducen a la sintesis de anticuerpos por las cdulas B que han
proliferado previamente como respuesta a IL4, IL5, a la proliferacion de los mastocitos
de la mucosa como respuesta a IL3, IL4, IL9 e IL 10 y a la hiperplasia de las cdulas
cdicifornes dd epiteio intestind que secretan moco. Los hemintos son dafiados por
los anticuerpos y los productos de los mastocitos senshilizados por la Ig E. Los
mastocitos degranulan d contacto con € antigeno y liberan histaming, mediador que
aumenta la permesbilidad del epitdio intestind, pero estos procesos no son  suficientes
para diminar los hdmintos. Los macréfagos secretan moléculas  inflamatorias
inespecificas como TNF e IL 1 que inducen a la proliferacion de las céulas
cdiciformes productoras de moco y este moco producido recubre a los pardsitos y

provoca su expulsion (Roitt y col.,1997).

En € intestino delgado, las lesones con mayor frecuencia en todas las edades y
en ambas épocas fueron: hiperplasa de cdulas cdiciformes 57.14 % (8/14),
acortamiento de vellosdades 64.29 % (9/14), necross de vellosdades (Ver foto 6y 7)
50.00 % (7/14), descamacion epitelid 57.14 % (8/14), piogranuloma intestinal con
cdulas gigantes y epitdiodes 85.71 % (12/14), hiperplasa glandular 35.71 % (5/14),
fusién de vellosidades 21.43 % (3/14), hiperplasa de cdlulas linfoides 21.43 % 3/14), y
multiples microabscesos (Ver foto Nro 5) con cdlulas gigantes 21.43 % (3/14). Edas
lesones estuvieron caracterizadas por un exudado linfoplasmocitico en d  64.29 %
(914), exudado eosinofilico 57.14 % (8/14), un exudado mixto compuesto por
linfocitos, eosinofilos, hidtiocitos, y plasmocitos 14.29 % (2/14), de las cudes fue
observada reaccion inflamatoria severa en € 2143 % (3/14). Entre otras lesiones en

menor frecuencia fue congestion 14.29 % (2/14), deplecion linfoide en las placas de
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Peyer 1429 % (2/14), formaciones papiliformes intraglandulares 14.29 % (2/14),
hipertrofia de la capa muscular 14.29 % (2/14), hiperemia asociada a inflamacion 7.14
% (1/14), focos de hemorragia 7.14 % (1/14), parasito sin reaccion inflamatoria 7.14 %
(V/14).

Al comparar las lesiones entre épocas del afo, éstas fueron, menores en la época
de lluvias respecto a la época seca tad como se puede apreciar en la Fig.13, la cud
resulta inverso d compartamiento de la carga parastaria Algunos autores mencionan
que las lesiones en los bovinos y ovinos son dependientes de la carga parastaria y del
tipo de pardsito (Kennedy y col. 1990; Symons, 1989). En alpacas a parecer las
lesones son dependientes més del tipo de parasito, especidmente de Lamanema y
Nematodirus por que son las méas humerosas y representan la mayor carga parasitaria en
ambas €épocas, dSn modrar vaiacion dgnificaiva durante @ afio. Ademés son
consderados como los pardsitos més patdgenos en los camédidos sudamericanos. De
hecho, en infecciones experimentales por estos parésitos se reportan cuadros de enteritis
catarrad hemorrégica de moderada a grave (Leguia y Casas, 1999; Fowler, 1989;
Guerrero, 1971y 1987).

En corderos infectados experimentamente con Nematodirus spathiger se
observo una pérdida extensa del epitelio de las vellosdades y necross superficid de la
lamina propia en adgunas &eas de la mucosa, € dafio fue tan extenso que quedd poca
evidencia de vellosdades (Symons, 1989) y en otras infecciones los efectos producidos
correspondieron a una enteritis catarra (Kates y Turner, 1953). Por estos antecedentes
s conddera que las lesones como hiperplasa de cdulas cdiciformes, acortamiento,
fuson y necross de velosdades, descamacion epitdid, piogranuloma intestind  con
cdulas gigantes y epitdiodes, hiperplasa glandular y de cdulas linfoides, mdiltiples
microabscesos con cdlulas gigantes, caracterizadas por un exudado linfoplasmocitico,
exudado eosinofilico, linfocitos, hidiocitos, y plasmocitos, son debidas a la accion
patdgena de Nematodirus y Lamanema. En humanos también se ha descrito
acortamientos Imilares en criptas y vellosdades (Symons, 1989). Eso permite
epecular que la mayor frecuencia en d acortamiento de velosdades observada en



dpacas durante la época seca, podria estar exacerbado por la nutricion defectuosa

propia de esa época.

La menor frecuencia de lesiones en la época de Iluvia respecto a la época seca,
e explica también de manera smilar a lo ocurrido a abomaso, porque en la época de
lluvia exige una buena calidad de pasturas que permiten a los animales estar en buen
edado nutriciond, 1o que dgnifica es resdente a la infeccion parastaria y desarrolla
megor su sstema o defensa inmunolégico. Por lo tanto, la mayor frecuencia de lesones
en la época seca edaria corrdlacionada d ma estado nutricional de las dpacas por

escasez de pastizales.

En agunos casos, d hospedador trata de aidar a parasito formando una
membrana de tgido conectivo con presencia de eosindfilos y cdulas gigantes y
epiteliodes drededor de é. En otros casos se genera la formacion de un granuloma o
piogranuloma como producto inmunopatolégico cuya disposicion cdular induye a
macrofagos,  linfocitos, eosndfilos, cdulas gigantes epitdiodes y  neutrdfilos
(R0jas,1990). Sin embargo, todos los neméatodos, d penetrar a la mucosa intestind y
migrar por sus paredes, producen dafios tisulares que dan lugar a un proceso
inflamatorio de diverso grado. Se menciona que en condiciones naturades de parastismo
gadrointestind no exise una leson especifica aribuible a una especie o género de
parésito, debido a que las infecciones parasitarias son mixtas, por 10 que se cree que las
lesiones descritas también podrian deberse d efecto sinérgico de otros parasitos como
Trichostrongylus, Cooperia (Leguiay Casas, 1999).

Las lesones més importantes en d higado fueron: congestion 50.0 % (4/8),
degeneracion hidropica 625 % (5/8), células gigantes y epiteiodes 625 % (5/8),
hiperplasia biliar 37.5 % (3/8), focos de necross con deposito de sustacia basofilica
petrea sugerente de cdcificacion digtréfica (Ve foto 8) 250 % (2/8), focos
piogranulomatosos con células gigantes 62.5 % (5/8), hiperemia asociada a inflamacion
250 % (2/8). Edas lesones estuvieron caracterizadas por la presencia de exudado
linfoplasmocitico en € 75.0 % (6/8). (Fig. 14)



Edas lesones fueron smilares en frecuencia en ambas épocas tanto lluvia como
seca como e puede apreciar en la figura 14, y se encuentran correlacionados a la
frecuencia de la carga paradtaria de Lamanema chavezi. Ademés, son Smilares a
aquellos descritos por Guerrero y col. (1971) quienes en un edtudio por infeccion
experimenta en dpacas de 30 dias de edad con Lamanema chavezi, observaron
necrods focd diseminada, con organizacion granulomatosa caracterizada por céulas
epiteliodes y gigantes. Iguamente otros autores Leguia y Casas (1999), Rojas (1990),
indican &eas de necrosis y presencia de tractos hemorrégicos en € parénquima hepéatico
debidos a la migracion de las lavas de Lamanema, que en casos cronicos producen
fibrods y abscesos cacificados pequerios de color blanquecinos y que dan d higado un

aspecto macroscopico moteado caracteristico.

En d presente edudio, las lesiones como los tractos hemorrégicos de
parénquima hepdtico y la necross diseminada, no fueron comunes, lo cud se explica
porque los autores citados reportan estas lesones en infecciones experimentaes y no en
condiciones de infeccién natural como es € caso dd presente estudio. Por tanto, es
razonable que, en una infeccion experimentd la cantided de lavas de Lamanema
(20,000) es mucho mayor a las condiciones de infeccién naturd y que a migrar estas
larvas cas todas juntas d mismo tiempo ocasionan lesiones tisulares més graves, como

necrosisy hemorragia.

Findmente entre los hdlazgos en los ganglios linféicos regiondes se puede
citar: piogranuloma 50 % (4/8), focos de hemorragia 25 % (2/8), hiperplasia de foliculo
linfoide 75 % (6/8), necross coagulativa focal 75 % (6/8), céulas gigantes y epitdiodes
50 % (4/8), deplecion linfoide 12.5 % (1/8), congestion 25 % (2/8), hemosiderina 12.5
% (1/8), restos del parasito rodeado con células mononucleares 12.5 % (1/8), hiperplasia
capsular 125 % (1/8). (Fig.15). Estas lesiones indican que existe desafio antigénico de
los parésitos, que activan a la poblacidon linfoide locdizado a nivel de los ganglios
linféticos, ocasionando en dgunos casos hiperplasia de los foliculos linfoides y en otros
casos hasta deplecion linfoide. Asi mismo, los cuadros de piogranuloma acompafiado de
céulas gigantes y epiteliodes, fueron observados adrededor de restos de parasitos, que
podria pertenecer a  Lamanema chavezi, igudmente los cuadros de necross y
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hemorragia podrian ser resultado de la destruccidn de los tgidos linfoides por traumas.
Sin embargo es importante sefidar que estas lesiones también podrian deberse a otros

agentes biol gicos.

4. PATRON DE RESPUESTA HUMORAL

4.1 Perfil electrofor ético de las proteinas del lisado de L. chavezi y Nematodirus sp.

B pefil dectroforético de los componentes proteicos del lisado de L. chavez
fue elaborado con las bandas observadas en geles SDS-PAGE tefiidos con € colorante
Azul  Brillante de Coomase y con d revdado de las proteinas trandferidas a la
membrana de nitrocdulosa utilizando la tincién de tinta china Un pefil damilar se
elabord de la misma forma para Nematidurus sp. Para Lamanema chavezi se determind
un total de 18 proteinas, con pesos moleculares entre 20.1 kDa y 193.1 kDa y para
Nematodirus sp. un total de 17 proteinas con pesos moleculares de 14.9 hasta 196.9
kDa.

4.2 Distribucidon de inmunorreactividad de proteinas antigénicas frente a sueros de
alpacas podsitivas y negativas a L. chavezi y de alpacas positivas y negativas a

Nematodirus sp.

Todas las bandas descritas en la fraccion soluble de L. chavezi fueron
antigénicas por d reconocimiento de los sueros de los animdes posdtivos. Estos
resultados coinciden con los halados por Lépez (1994), a pesr que los antigenos
sométicos son condderados antigénicamente pobres (Parkhouse y col., 1987). Las
proteinas antigénicas de mayor frecuencia de inmunorresctividad para sueros postivos
fueron las de 112.1, 162.7, 118.9, 65.1, 92,5, 193.1 y 29.5 kDa. Para sueros negativos
fueron las proteinas de 118.9, 112.1y 65.1 kDa (Cuadrol y Fig. 16-17).

La fdta de senshilidad de una variedad de inmunensayos para detectar
infecciones primarias con agunas especies de hemintos en corderos, usando extractos
solubles de parasitos adultos o de larvas podria estar relacionada a la naturaeza

complga de las mezclas antigénicas utilizadas en estas pruebas (Charley-Poulain y cal.,
9



1984) y no a la inhabilidad de los corderos a reaccionar eficazmente contra € parasito.
En d presente estudio no todas las bandas fueron antigénicas para € caso de
Nematodirus sp., debido a la fata de reconocimiento de agunos sueros de animaes
positivos, Stuacion reconocida para otros hemintos (Parkhouse y col., 1987). Las
proteinas de Nematodirus sp. de mayor frecuencia de inmunorreactividad para sueros
positivos fueron las de 62.4, 59.5 y 196.9 kDa. Para sueros negativos fue la proteina de
59.6 kDa (Cuadro2 y Fig. 18-19).

Aungue los antigenos somdticos son condderados inmunogénicamente pobres,
exige una gran variedad de antigenos solubles reconocidos por los animales infectados
con Haemonchus contortus (Cuquerdlla y col., 1993). La caracterizacion de proteinas
antigénicas y la respuesta humord d parésto Lamanema chavezi en apacas han sdo
descritas por Lépez (1994), quien determind 23 proteinas diferentes en la fraccion
soluble de L. chavezi, superior a la cantidad de proteinas antigénicas encontradas en
presente estudio para este parésito. Eda diferencia se debe posiblemente a las
condiciones de trabgjo en cada ocasiéon. En € presente estudio se disidio trabgar con un
gel de separacion de 12.5 %, en lugar de trabgjar con uno de 12 % con € objetivo de
separar mejor las bandas de peso molecular bgjo.

El presente estudio coincide con € patron de frecuencia de inmunorreactividad
en 5 de las bandas, las de 120.9, 72.9, 45.8, 29.5 y 20.1 kDa. y en sefidar que la banda
de 162.7 kDa seria de utilidad en d diagnostico de la infeccion, dado que los animaes
negativos no presentan reaccion a éstas bandas. Parece ser que esta banda es la que

reacciona especificamente con € suero de animaesinmunes (Schdlig y col., 1995).

No existen muchos estudios sobre proteinas antigénicas de parésitos en apacas.

Sin embargo, es muy probable que exita una inmunidad cruzada entre diversas especies
de hdmintos debida a la fata de especificidad dd epitopo. De hecho, Schdlig y
col.(1994) sefida que en ovinos € antigeno soluble de Haemonchus contortus
comprende por 1o menos 15 polipéptidos con pesos moleculares que varian entre 10 a
mas de 100 kDa y que existen reacciones cruzadas con Trichostrongylus. En este
sentido, es una regla que exigan infecciones mixtas con hemintos gastrointestindes en
10



corderos que estan pastoreando. Existe evidencia de reaccion cruzada entre las especies
de nematodos de ovgas (Adams y col., 1989) condicion que podria ocurrir también en
dpacas entre Lamanema y Nematodirus a haberse observado agunas bandas
coincidentes en d revelado inmune.

A pesxr de edtas limitaciones, d egtudio de la respuesta inmunolégica contra los
parésitos y @ monitoreo de anticuerpos representa una importante contribucion para
desarrollar métodos de control de la enfermedad, por cuanto en una infeccién con
parésitos, € hospedador estd expuesto a una amplia variedad de materia antigénico.
Antigenos de superficie, de excrecidon/secrecion y tgidos somaticos internos dd parésito
son blancos para @ reconocimiento del pardsito y para su destruccion por € hospedador
(Mehorn, 1988).
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Figura 16. Andlisis de la fraccion soluble de Lamanema chavez reconocida
por los anticuerpos de al pacas infectadas natural mente mediante la prueba
de EITB. A laizquierda se muestrael MPM enkDa; lineas 1-4 positivos,
lineas 5-6 negativos.
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Figural7. Andlisis delafraccion soluble de Lamanema chavez reconocida
por los anticuerpos de al pacas infectadas natural mente mediante la prueba
de EITB. A laizquierda se muestrael MPM enkDa; lineas 1-5 positivos;
lineas 7-8 negativos.
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Figura 18. Andlisis de la fraccién soluble de Nematodirus sp. reconocida
por los anticuerpos de al pacas infectadas natural mente mediante |a prueba
de EITB. A laizquierda se muestrael MPM enkDa; lineas 1-4 negetivo;

lineac K-7 nnativng

Figura19. Andlisis de lafraccion soluble de Nematodirus sp. reconocida
por los anticuerpos de al pacas infectadas natural mente mediante |a prueba
de EITB. A laizquierda se muestrael MPM enkDa; lineas 1-6 positivos.
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CUADRO 01. Proteinas artigénicas y su didribucion de imunorreectivided frente a
sueros de apacas infectadas con L.chavez (positivas) y no infectadas (negetivas).

Proteinas (Kda) Sueros de alpaca
Bandas Positivos (n = 35) Negativos (n = 24)
193.130 3 0
174.122 1 0
162.717 6 1
120.900 1 1
118.955 7 3
112.188 8 3
103.476 2 0
92.586 4 1
72.985 3 0
65.113 5 2
61.177 2 0
45.839 1 1
30.440 2 1
39.498 0 1
29.535 3 1
26 1 0
24014 1 0
20150 1 0
118;955;112;188 7 3
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CUADRO 02. Proteinas antigénicas y su digribucion de imunorreactividad
frente a sueros de apacas infectadas con Nematodirus sp (postivas) y no infectadas
(negativas).

Proteinas (Kda) Sueros de alpaca

Bandas Postivos (n = 35) Negativos (n = 24)

196, 932 0
189,328
181,725
155,114
136,106
120,900
96,942
88,230
72,985
66,425
62,489
59,585
55,929
44,027
40,404
39,498
15,080
14,970
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CONCLUSIONES

1. Las dpacas criadas en comunidades campesinas en condiciones de puna seca
presentan cargas paradtarias menores respecto a aguellas que se crian en condiciones
de puna himeda. Las dpacas machos presentan cargas parasitarias mayores (316.8)
respecto a las apacas hembras (197.4). Las apacas de 6 afios de edad en la época de
lluvias presentan carges paraditarias dtas, mientras que otras edades tanto machos
como hembras no muedtran variacion dgnificativa. Segin época, las mayores carges
parastarias se observan en época de lluviay més del 90 % de la carga paradtaria se
encuentra en € intestino delgado, conformada principamente por Lamanema chavez
y Nematodirus sp. que resultaron ser los parésitos mas numerosos, ocasionando

infecciones significativas tanto en épocas de lluvia como en seca.

2. Las lesiones anatomopatolOgicas observadas en @ abomaso fueron moderadas en
ambas épocas. Se observaron aress rojizas en la mucosa abomasal, exudado catarral
y en menor grado edema, petequias. Ademés, se observaron nédulos blanco
grishcenos en ambas épocas. En la ucosa intetind se observaron é&ess rojizas,
exudado catarrd y en frecuencia menor petequias, edtas fueron smilares en ambas
épocas, dribuidas principdmente a Lamanema y Nematodirus. AS mismo, se
observaron pequefios nodulos de color blanquecino diseminados como granos de
quinua sobre todo en época seca y que corresponden a una reaccion inflamatoria del
tgido que rodea a las larvas que quedaron atragpadas y destruidas por € sSstema

inmune. En € higado las ledones que se obsarvaron estuvieron relacionadas a
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Lamanema chavezi. Se observaron congestion, focos de necrosis de aspecto perlado,

abscesos puntiformes 'y areas blanquecinas que ofrecen resistenciay crepitan a corte.

. Las lesones histopatoldgicas observadas en las infecciones parastarias estuvieron
caracterizadas por exudado mixto de neutrdfilos, eosindfilos, linfocitos y plasmocitos
en adgunos casos macréfagos, céulas epiteliodes y cdulas gigantes. En @ abomaso
se observd  en época seca hiperplasa de cdlulas epitdiaes, descamacion, hiperemia
asociada a inflamacidn y  en época verde principdmente arofia y edema En €
intestino delgado en época seca descamacion de células epitdides, acortamiento y
fuson de vellosdades, en agunos casos formaciones papiliformes minetras que en
época verde piogranulomas, hiperplasa linfoide y microabscesos con  cdulas
gigantes. En @ higado se obsarvd congestion, focos de necrods, degeneracion
hidropica, céulas epitdiodes, hiperplasa de conductos biliares, piogranuloma con
céulas gigantes.

. Mediante la prueba de EITB se determiné d patrén de respuesta humora para
Lamanema chavezi y Nematodirus sp. Se reconocieron 18 proteinas antigénicas para
L. chavezi y 17 para Nematodirus sp. Las de mayor frecuencia para L. chavez fueron
las de 112.1, 162.7, 118.9, 65.1, 92.5, 193.1 y 29.5 kDa y para Nematodirus sp. las
de 62.4,59.5y 196.9 kDa.
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ANEXO



Foto 1. Microfotografia del abomaso a 15X, muestra tomada dur ante la época seca y tefiida con HE.
Se observa congestion, necrosisy foco inflamatorio en la mucosa.

. £ it
Foto 2. Microfotografia del abomaso a 15X, muestra tomada dur ante la época seca y tefiida con HE.
Se aprecia congestion (1), moder ada dilatacion y formacion de quistes glandular es abomasales
conteniendo detrituscelulares e hiperplasiay necrosis de la mucosa.
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Foto 1. Microfotografia del abomaso a 15X teflida con HE, muestra tomada durante la época de
lluvia. Seobservadilatacion e hiperplasia de célulasepiteliales glandular es del abomaso conteniendo
restosde parasito (1).

Foto 2. Microfotografiade abomaso tomado en época de lluvia, tefiido con HE y a 40X de aumento.
Se observa atrofia del epitelio del abomaso (1), presencia del parasito en las glandulas con dilatacién
ehiperplasia del epitelioy formacion de papilas (2).
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Foto 1. Intestino delgado a 10X y tefiido con HE de una muestratomada en épocade lluvia. Se
aprecia hiperplasia de placas de Peyer (1), microabsceso (2), fusion de vellosidades (3), necrosisy
acortamiento de vellosidades (4).

Foto 2. Corte transversal de intestino delgado tefiido con HE y con 10X de aumento de una muestra
tomada en la época seca. Se aprecia fusién y necrosis de vellosidades (1), hiperplasiade criptas (2) y
exsudado celular (3). o8



Foto 1. Intestino delgado tefiido con HE a 10X, muestra tomada en época seca. Se observa un
acortamiento de vellosidades (1), necrosis del apice de lasvellosidades (2) y microhemorragias (3).

Foto 2. Higado tefiido con HE con 40X de aumento, muestratomada en época seca. Se aprecia € foco
de necrosis, labasofilila, decalcificacion distr 6fica suger ente (1), moder ado exudado mononuclear
moderado en la superficiedel foco (2).
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