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RESUMEN

Objetivo. Este estudio investigd los parametros bioquimicos del suero y las interleucinas (IL-2, IL-
4) en ovejas naturalmente infectadas con ectima infeccioso; identificd los tipos inmunes formados
y revelo la direccion de la respuesta de citocina dominante. Materiales y métodos. Se utilizaron
28 ovejas no vacunadas de 1 a 4 meses de edad que presentaban sintomas clinicos de ectima
y 10 ovejas sanas del mismo rango de edad. Se tomaron medidas de albumina (ALB), alanina
aminotransferasa (ALT), nitrégeno ureico (BUN), colesterol (CHOL), creatinina (CRE), gamma-
glutamil transpeptidasa (GGT), glucosa (GLU), bilirrubina total (TBIL) y proteina total (TP). Se
utilizd un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) para determinar los niveles de
interleucinas en el suero de animal positivo para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
Resultados. El analisis bioquimico reveld que; los valores de ALT, BUN, GGT y CRE en los animales
infectados fueron significativamente mas altos que en el grupo de control (p = 0,000 y p = 0,001)
mientras que los valores de TP y GLU fueron significativamente mas bajos (p = 0,000). No hubo
ninguna diferencia significativa en los valores de ALB, CHOL y TBIL (p = 0,1, p = 0,05, p = 0,08).
En cuanto al perfil inmune; los animales infectados tenian niveles de IL-2 (% 28) e IL-4 (% 60)
significativamente mas altos que el grupo de control (p = 0,008 y p = 0,001). Conclusiones. Los
hallazgos indican que las citocinas Thl (IL-2) y Th2 (IL-4) coexisten mientras que la respuesta de
citocina dominante en los animales infectados es Th2.

Palabras clave: Inmunologia; interleucina; zoonosis (Fuente: AIMS, MeSH).

ABSTRACT

Objective. This study investigated the serum biochemistry parameters and interleukins (IL-2, IL-
4) in sheep naturally infected with infectious ecthyma, identified the immune types formed, and
revealed the direction of the dominant cytokine response. Materials and methods. 28 unvaccinated
sheep aged 1-4 months showing clinical symptoms of ecthyma and 10 healthy sheep in the same
age range were used. Measurements were taken of albumin (ALB), alanine aminotransferase (ALT),
urea nitrogen (BUN), cholesterol (CHOL), creatinine (CRE), gamma-glutamyl transpeptidase (GGT),
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glucose (GLU), total bilirubin (TBIL) and total protein (TP). Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) was used to determine interleukins levels in the polymerase chain reaction (PCR) positive
animal serum. Results. The biochemical analysis revealed that ALT, BUN, GGT, and CRE values in
infected animals were significantly higher than in the control group (p=0.000 and p= 0.001) whereas
TP and GLU values were significantly lower (p=0.000). There were no significant differences in ALB,
CHOL, and TBIL values (p=0.1, p=0.05, p=0.08). Regarding the immune profile, infected animals
had significantly higher IL-2 (%28) and IL-4 (%®60) levels than the control group (p=0.008 and
p=0.001). Conclusions. The findings indicate that Th1 (IL-2) and Th2 (IL-4) cytokines coexist while
the dominant cytokine response in infected animals is Th2.

Keywords: Immunology; interleukin; zoonosis (Source: AIMS, MeSH).

INTRODUCCION

El agente causal de la enfermedad se conoce
con varios nombres, como ectima contagioso,
dermatitis pustulosa cutanea, orf o costra bucal
y es un virus parapox de la familia Poxviridae.
El virus tiene una difusién mundial y puede
sobrevivir durante afios en entornos infectados.
La enfermedad - que generalmente se transmite
por contacto - infecta a la receptora a través de
la mucosa oral y los portantelles cutaneos antes
de multiplicarse en las células epidérmicas.
Aunque puede ocurrir en corderos y cabritos
de 10 a 12 dias después del nacimiento;
generalmente se observa mas en los animales
que tienen entre 3 y 6 meses de edad en las
regiones enzoodticas (1). Se caracteriza por
lesiones gingivales adyacentes a lengua vy
paladar, multiples papulas y ulceracidn cubierta
de exudado amarillento en corderos (2).

Las etapas clinicas de las lesiones ectimales
son seguidas por el desarrollo de maculas
eritematosas, pdapulas, vesiculas y pustulas
finalmente costras. ElI virus encontrado
localmente se esparce con la costra. Aunque
su propagacién a todos los 6rganos fue clara;
se observaron lesiones similares en los tractos
respiratorio y gastrointestinal de corderos
y cabras gravemente afectados (3). La
enfermedad aguda y contagiosa - que afecta a
ovejas, cabras y algunos rumiantes domésticos
y salvajes - reduce la productividad. Por lo
tanto, esta es una enfermedad zoonodtica de
importancia econdmica que dafia el comercio
nacional e internacional de productos animales
al reducir la ingesta de alimento, el vellon y la
calidad de carne (4,5). La morbilidad puede
alcanzar el 100%, mientras que la mortalidad
por las infecciones bacterianas secundarias
puede llegar al 15% (6). La enfermedad puede
llegar a ser fatal en los corderos si las lesiones
dificultan la lactancia acompafiando por las
lesiones fungicas o bacterianas (7). En los
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animales adultos; las lesiones formadas en las
ubres hacen que la lactancia sea dolorosa, que
puede provocar el abandono de la misma (8).

La razén mas importante del interés en el
ectima inmunoldgicamente infeccioso es que; la
infeccion a veces puede ocurrir repetidamente
en la misma regidén a pesar de una respuesta
inmune normal en la primera infeccion (9).
Varios estudios han establecido la condicidn
de células inmunes en la piel de las ovejas
reinfectadas o infectadas por primera vez.
Las principales células de los queratinocitos
infectados son los neutréfilos, las células B, las
células dendriticas y las células T (10,11).

Las lesiones de ectima contienen abundantes
células dendriticas. Estas células son vitales
para los antigenos, la estimulacion y el
mantenimiento de la inmunidad (12). A pesar
del sistema de defensa de la receptora; estas
infecciones son de menor escala y de menor
duracién cuando el virus vuelve a infectar
a la receptora. Por lo tanto, las lesiones que
aparecen por primera vez generalmente se
resuelven en un plazo de 4 a 6 semanas;
mientras que las infecciones recurrentes son
menos graves y se curan en un promedio de
2 a 3 semanas. Las citocinas secretadas de las
células inmunes son importantes tanto en la
infeccion primaria como en la reinfeccidon. En
particular, las citocinas IFN-y e Interleucina
2 (IL-2) desempefian un papel preventivo
durante la reinfeccion (3,13). La producciéon de
interleucina 4 (IL-4) es realizada por linfocitos
T y mastocitos. Esto arregla el crecimiento, el
desarrollo y la involucién de células como los
linfocitos Ty B; y juega un papel en lainmunidad
contra patogenos extracelulares y helmintos al
aumentar la produccién de anticuerpos y las
respuestas inflamatorias (14).

El objetivo de este estudio fue investigar el
perfil bioquimico sérico y los niveles de IL-2
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e IL-4 en las ovejas naturalmente infectadas
con ectima infeccioso; revelar qué respuestas
se desarrollan en el sistema inmunoldgico;
e identificar la direccion de la respuesta de
citocina dominante. Aunque existen pocos
estudios in vivo en esta area; nuestro estudio
es el primero realizado en animales infectados
con ectima nativo. Creemos que los hallazgos
contribuiran a la patobiologia de la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Animales y disefio del estudio. El material
del estudio consiste en las ovejas de entre 1 y 4
meses de edad con sintomas de ectima clinico
gue habian sido llevadas a la Clinica de Medicina
Interna de la Facultad de Medicina Veterinaria
de la Universidad de Harran, Turquia. El grupo
de estudio estaba compuesto por 28 ovejas con
lesiones macroscoépicas alrededor de la bocay la
gingiva; mientras que el grupo de control tenia
10 ovejas clinicamente sanas. Ambos grupos
estaban en el mismo rango de edad. En el
grupo de control, no se detectd ninguna pérdida
de apetito, letargo, debilitamiento, llagas en
la boca u otros sintomas en ninguno de los
animales del grupo de control y se encontraron
valores normales en la frecuencia respiratoria,
la frecuencia cardiaca y la temperatura corporal.
Ningun animal de ningunos grupos habia sido
vacunado contra el ectima.

Recoleccion de muestras y bioquimica. Se
recogieron cinco ml de sangre de V. jugularis
de cada oveja en tubos con tapén amarillo (BD
Vacutainer® SST™ II Advance). Después de
centrifugar las muestras de sangre (Nuve, NF
800R, Turquia) a 3000 rpm/10 minutos; las
muestras de suero se almacenaron a -20°C
hasta su analisis. Se utilizd el instrumento Fuji
Dri-Chem NX500i (Fujifilm Corporation®, Tokio,
Japon) para el analisis bioquimico del suero.
Se realiz6 un panel completo de mediciones
de albamina (ALB), alanina aminotransferasa
(ALT), nitrogeno ureico (BUN), colesterol
(CHOL), creatinina (CRE), gamma-glutamil
transpeptidasa (GGT), glucosa (GLU), bilirrubina
total (TBIL) y proteina total (TP).

Extraccion de ADN y amplificaciéon por PCR.
Las muestras se tomaron raspando las lesiones
localizadas en la gingiva y los margenes de
los labios. Las costras se homogeneizaron
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mecanicamente con tampén fosfato de 200
ul. Las cascaras homogeneizadas se utilizaron
para la extraccidon. La reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) se realizé utilizando los
cebadores PPP-1 y PPP-4 dirigidos a la regidn
parcial (594 pares de base) del gen B2L del
virus (15). Para cada muestra, el volumen de
amplificacion fue de 30 pL mientras que la
mezcla de PCR comprendia 3 yL de ADN, 0,25
MLTag de ADN polimerasa (5 U/1 uL, Thermo
Scientific, EE. UU.), 3 pL1Oxbuffer (20 mM,
Thermo Scientific, EE. UU.), 2 yL MgCl, (25
mM, Thermo Scientific, EE. UU.), 1 pL de cada
cebador (10 pmol), 1 pL de soluciéon de dNTP
(10 mM) (Thermo Scientific, EE. UU.) y 18,75
uL de ddH,O. Para la amplificacion se utiliz6 un
dispositivo de ciclador térmico Biometra TOne
(Analytik Jena, Aleman). Los productos de PCR
obtenidos fueron evaluados procesandolos
en un gel de agarosa al 1% tefiido con EtBr
(bromuro de etidio).

Evaluacion del perfil inmunoldgico. Después
de descongelar a temperatura ambiente al suero
de los animales positivos a ectima; se midieron
los niveles de interleucina (IL-2 e IL-4) usando
el kit ELISA IL-2 de oveja (E0029Sh, Laboratorio
de Tecnologia de Bioensayos, China) y el kit
ELISA IL-4 de oveja. (EO079Sh, Laboratorio de
Tecnologia de Bioensayos, China).

Analisis estadistico. Los analisis estadisticos
fueron realizados utilizando el programa SPSS
22. Primero, se realizé una prueba de normalidad
para determinar si las variables tenian una
distribucion normal. Durante la evaluacion se
examinaron el coeficiente de variacién, el valor
de Shapiro-Wilk y el histograma. Las pruebas
t de student se utilizaron para parametros
bioquimicos normalmente distribuidos. Las
pruebas U de Mann-Whitney se utilizaron para
comparar los niveles de IL-2 e IL-4 entre los
grupos de variables no distribuidas y ordenadas
normalmente. Se consideré como un resultado
estadisticamente significativo cuando el valor
de p fue menor a 0.05.

Nota ética. Antes de comenzar a recolectar
muestras para el estudio; la confirmacion ética
- con fecha 07.05.2021 y numero de decisidon
2021/004/06 - fue obtenida del Comité de
Etica Local de Experimentos con Animales de la
Universidad de Harran.

3/9


https://doi.org/10.21897/rmvz.2581

RESULTADOS

Los animales con sintomas clinicos de ectima
(especialmente gingiva y margenes de los labios)
fueron incluidos en este estudio (Figura 1).

Figura 1. Lesiones macroscopicas papulares en la
gingiva y el labio de oveja.

Los 25 animales de los 28 animales que
mostraron sintomas fueron diagnosticados
como positivos por PCR (Figura 2).
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594 bp

Figura 2. PCR amplicones del virus ORF (594
pb), linea M. Escalera de ADN de 100pb
(Thermoscientific, Estados Unidos), lineas
3-5, muestras positivas. Linea 6, control
negativo. Linea 7, control positivo.

Los anadlisis de bioquimica sérica fueron
realizados en todas las muestras de ambos
grupos. Para las muestras de los animales con
ectima contagioso positivo, los niveles de ALT,
BUN, GGT y CRE fueron mas altos (p<0,001 y
p<0,01) que el grupo de control; mientras que
los valores de TPy GLU fueron significativamente
mas bajos (p<0,001). No hubo diferencias
significativas entre los grupos en ALB, CHOL y
los valores de TBIL (p> 0.05) (Tabla 1).

Tabla 1. Valores de los parametros bioquimicos en
suero de oveja del grupo de control y del
grupo infectado naturalmente con ectima.

Parametros GC (n=10) GI (n=25) IR P

AB (g/dl) L35, 55, 2430 o1
ALT (U/1) s 8] 26-3¢ 0.000
BUN (mg/dL) 1577 S8, 820 0.000
CHOL (mg/dL) 2/ 2% 22 5276 0.05
CRE (ma/dl) %% igog- 0522 0.001
cer(um %% 252 617 0.000
GLU (mg/dy 528 3%8%.  s0-80  0.000
TBIL (mg/d) 515 S 0.0-1.6 0.08
TP(g/dD) s agive-  6.0-7.9  0.000

GC= Grupo de control x+DE; GI= Grupo infectado x*DE;
IR= Intervalos de referencia; **(p<0.01), ***(p<0.001),
n = numero de muestras; x- significa; DE: desviacion
estandar, prueba t de Student.
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Se determinaron los niveles de suero citocina
y los aumentos porcentuales de todos los
animales. Ambos niveles de citocina fueron
significativamente mas altos en los animales
infectados que en el grupo de control (p<0.01).
La respuesta de la citocina IL-2 fue un 28%
mayor en los animales infectados; mientras
que la respuesta de la IL-4 fue un 60% mayor
(Tabla 2).

Tabla 2. Niveles de citocina y aumento del porcentaje
de citocina en ovejas infectadas con ectima.

Ovejas - o
o sanas de ©OVveijas con /o
Citocinas °C - | ectima P aumento
(ng/L) (n=10) (n=25) valor de
x;DE x+DE citocina
IL-2 5l Mad. 0008 %28
IL-4 o8 A8 o001 %60

**:p<0.01, n=nUmero de muestras; x-significa; DE:
desviacidn estandar, prueba U de Mann-Whitney.

Finalmente, las concentraciones del suero de
citocina variaron de 5 a 40 ng/L, las citocinas
Thl y Th2 se encontraron juntas, y la respuesta
de citocina predominante en los animales
infectados fue en la direccién de Th2 (Figura 3).

40 oo
35
30
25
20

15

[ IL-2 (Control) [ IL-2 (Ecthyma)

Concentration (ng/L)

M 114 (Control) [l 1L-4 (Ecthyma)

Figura 3. Concentraciones de interleucina vy
respuesta de citocina predominante.

DISCUSION

Aunque el ectima contagioso progresa con baja
mortalidad; su alta tasa de morbilidad provoca
graves pérdidas econémicas, especialmente en
los paises en desarrollo. La falta de erradicacion
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de esta enfermedad probablemente se debe
a la falta de una observacién adecuada,
un conocimiento epidemiolégico adecuado
ademas de la falta de estrategias de control.
El reconocimiento de la enfermedad, las
medidas de control, la atencion adecuada y
las condiciones de alimentacién y transporte
son fundamentales para prevenir epidemias
ademas de prevenir los rendimientos reducidos.
En comparacion con otros poxvirus; este
patégeno se debe investigar exhaustivamente
debido a su amplia gama de receptoras, el
potencial de zoonosis y la capacidad de crear
una reinfeccion que evite el sistema inmunitario
(1). Aunque varios estudios inmunoldgicos
(1,3,7,13,16) fueron realizados; el nuestro es
el primer estudio que investiga los parametros
bioquimicos junto con la respuesta de citocina
dominante en el ectima contagioso.

Este estudio comparé los parametros
bioquimicos del suero en los animales de
control sin enfermedad y los animales con
ectima positivo. En los animales infectados,
ALT, BUN, CRE y GGT fueron mas altos mientras
que GLU y TP fueron mas bajos. Los valores
de ALB, CHOL y TBIL no difirieron entre los
grupos. Asl y col. reportaron hallazgos similares
para los parametros bioquimicos del suero en
cabras con ectima infeccioso. En los animales
domeésticos, la actividad del suero GGT se deriva
Unicamente del higado. Los niveles elevados
pueden indicar dafio a las células epiteliales
biliares. A diferencia de los hallazgos de nuestro
estudio; Asl y col. reportaron valores de GLU
mas altos en los animales infectados que en
los animales de control, pero no hay diferencia
significativa en TP. El valor elevado de GLU
puede estar relacionado con el estrés (17). El
nivel mas bajo de GLU en animales infectados
en nuestro estudio puede estar relacionado
con una ingesta insuficiente de alimentos una
vez que aparecieron los sintomas en estos
animales. Ademas, los niveles altos de creatina
sérica y BUN causaron pérdida de proteinas
en animales infectados, lo que es consistente
con niveles mas bajos de TP en los animales
infectados en nuestro estudio.

Kataria et al (18). reportaron hallazgos
similares - a los hallazgos del presente estudio
- del analisis bioquimico sanguineo de los
animales sanos y los animales infectados con
Peste de pequefios rumiantes, que progresa
con llagas en la boca y causa una tasa de
mortalidad mas alta que el ectima (18). Del
mismo modo, Narnaware et al (19). evaluaron
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los parametros bioquimicos séricos en camellos
infectados con ectima contagioso y encontraron
un aumento de ALT pero una disminucién de TP
y GLU (19); mientras que Gameel et al (20),
detectaron hipoproteinemia y aumento de ALT
en corderos infectados con ectima infeccioso.
Ellos concluyeron que; la ALT elevada en la
sangre puede estar directamente relacionada
con el alcance del dafo tisular, los niveles de
mediadores inflamatorios en la sangre y las
lesiones cutaneas graves (20). Del mismo
modo, Asl et al (17) sugirieron que los cambios
en los parametros bioquimicos pueden estar
asociados con desnutricion, pérdida de peso,
estrés oxidativo, inflamacion e infeccion
bacteriana secundaria (17).

Los linfocitos T - que son una parte importante
de la inmunidad - incluyen moléculas auxiliares
de CD4+ (Th) y CD8+ (Tc). Lo importante aqui
es que; las células que presentan antigenos
deben disponer el antigeno a las células
CD4+ Th para formar respuestas inmunitarias
tanto celulares como humorales. Las células
inmunocompetentes Th - que se activan por el
antigeno presentado- comienzan a diferenciarse
y proliferar. Las células Th se diferencian
en células Th1l, Th2 o Th17. En este proceso
se activan muchos genes de citocina. Estos
subgrupos de Th realizan diferentes funciones
con las citocinas que secretan. Las células Thi
luchan contra los virus y la bacteria intracelular
al producir IL-2, TNF-a e IFN-y (efecto
inflamatorio) (21,22,23). La IL-2 secretada
por las células Thl se requiere para activar
las células Tc, que desempefan un papel clave
en la destruccién de las células infectadas por
bacterias y virus. Este efecto indirecto aumenta
aun mas la importancia de la activacion de Thi
en la lucha contra las infecciones. Las células
Th2 generan las citocinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-
13. Asi, estimula la proliferacion de células B y
la secreciéon de inmunoglobulinas de las células
plasmaticas (24). Las células Th2 no tienen
ningun efecto sobre las reacciones mediadas por
células (efecto antiinflamatorio) (25). Haig et al
(26), investigaron la reaccion de citocina de la
linfa aferente después de la inyeccion de virus
inactivado en ovejas preinfectadas con ectima
infeccioso. Las células T CD4+ aumentaron en
ambos grupos en comparacién con otros tipos
de células en la linfa, mientras que también
hubo diferencias en los aumentos de citocinas
individuales en la linfa después de la reinfeccion,
aunque las lesiones del ectima tenian tamafios
y tiempos de curacién similares (26). Anziliero
et al (27) investigaron los efectos del
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parapoxvirus ovis inactivado (iPPOV) en ratones
con vacunacion intraperitoneal en la expresion
de citocina. Se produjo una respuesta compleja
de citocina en la que la respuesta de citocina
Thl fue seguida por la respuesta Th2 (27).
Avci et al (28) administraron iPPOV a ratas por
via intraperitoneal para investigar sus efectos
sobre los niveles de citocina antiinflamatoria
y proinflamatoria. Se tomaron muestras de
suero a intervalos horarios para TNF-a (16 y 24
horas) e IL-6 (12, 16 y 24 horas). Las sintesis
se estimularon provocando ondulaciones
en los niveles de IL-10 e IL-12. Los niveles
aumentados de citocina fueron asociados con
la actividad inmunomoduladora del iPPOV (28).
Wang et al (29) estudiaron la respuesta a las
células objetivo después de la infeccion por
el virus orf en las células de fibroblasto de la
piel de cabra, que es el objetivo principal de la
receptora. La infeccion viral aumento los niveles
de decorina, IL-8 y TNF-a en la etapa temprana,
lo que proporciond los datos importantes sobre
la patogenia de la enfermedad y su interaccién
con la receptora (29). Pachecoa et al (30)
investigaron el equilibrio de Th1/Th2 en tres
grupos de ovejas de 7 meses de edad: estos
grupos son el grupo infectado con Fasciola
hepatica, el grupo vacunado y el grupo de
control. Encontraron una mayor regulacién de
Th2 y una menor respuesta de Thl en 9-18 dias
después de la infeccion en ovejas vacunadas y
no vacunadas con Fasciola hepatica (30).

El equilibrio de Th1/Th2 es importante; porque
puede cambiar la aparicion y el curso de
infecciones agudas y crdnicas, enfermedades
autoinmunes o inflamatorias, alérgicas vy
neoplasicas (24,31,32). Los glucocorticoides -
que son los productos finales de la actividad del
eje HPA - aumentan la produccion de IL-4, IL-
10, IL-13 por las células Th2 mientras inhiben
la proliferacién de linfocitos, la citotoxicidad y
la secrecion de IL-2, TNF-a, IFN-y ( 33). El uso
de glucocorticoides en medicina veterinaria es
bastante comun, particularmente en el campo de
tratamiento para la inflamacion croénica, el dolor
y la curacién acelerada. Sin embargo, es muy
importante a medir el equilibrio de la respuesta
inmune cuando se usan glucocorticoides para
apoyar el tratamiento.

Nuestro estudio tomdé muestras de ovejas
llevadas al hospital para un examen clinico
de rutina, mientras que las ovejas infectadas
naturalmente del mismo grupo de edad y con
lesiones en la misma region fueron utilizados
para la uniformidad y la determinacion de la
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respuesta de citocina. Sin embargo, la respuesta
inmune puede verse afectada por muchos
factores diferentes. Por lo tanto, un estudio
futuro con mayores recursos financieros puede
comparar las respuestas de citocina mientras
que se controlan las condiciones de atencién y
alimentacién, la edad y el tiempo desde el inicio
de la infeccidon. Se pueden realizar diferentes
estudios para comprender las similitudes y
diferencias en la respuesta de citocina mediante
la realizacién de estudios in vivo en ectima o en
diferentes enfermedades.

Nuestro estudio analizd los perfiles bioquimicos
del sueroy los niveles de citocina de las ovejas no
vacunadas, infectadas por primera vez de forma
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natural. Especialmente los hallazgos de citocina
fueron notables. Los hallazgos muestran que;
tanto la respuesta celular como la respuesta
humoral se desarrollan en la respuesta inmune
(efecto antiinflamatorio) donde la respuesta
Th2 es dominante. Los resultados obtenidos
pueden proporcionarnos mas informacion sobre
la patogenia, el prondstico y las opciones de
tratamiento de la enfermedad.
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