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La IgA especifica frente los NGl se asocid positivamente con los valores de HGH en ovejas
infectadas de forma natural, siendo las secreciones nasales de animales jovenes las muestras
en las que esta asociacion fue mas fuerte, por lo que podrian utilizarse como marcador de
infeccion. Ademas, se mostré que los animales jévenes tienen un mayor riesgo de infecciéon

que los adultos.
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En los paises templados, la alta
prevalencia de las infecciones por
nematodos gastrointestinales (NGI)
en pequenos rumiantes es una limi-
tacion importante en los sistemas de
produccion ovina, ya que reduce la
produccién de leche, carney lana en las
explotaciones y afecta su rentabilidad
econdmica. Segun numerosos estudios,
Teladorsagia circumcincta es la especie
de NGI mas prevalente en ovejas en
las regiones templadas, seguida de
Trichostrongylus spp., Haemonchus
contortus, Oesophagostomum spp.
y Chabertia ovina. Los antihelminti-
cos de amplio espectro se utilizan
desde hace mas de 40 afos para
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controlar eficazmente las infeccio-
nes. Sin embargo, su administracién
inadecuada ha provocado la aparicion
y desarrollo de las resistencias a los
antihelminticos. Debido a la progre-
sion de la resistencia a nivel mundial,
ha sido necesario desarrollar méto-
dos de control alternativos, como el
tratamiento selectivo, el manejo del
pastoreo o el control bioldgico, entre
otros, para reducir el uso de farmacos
t, Uno de los métodos alternativos mas
prometedores es la seleccién de ovejas
resistentes a las infecciones por NGCl,
ya que permite un control duradero
y regular de la infeccion 1. A falta de
marcadores fiables para identificar

animales resistentes o susceptibles,
el numero de huevos por gramo en
heces (HGH) ha sido el método mas
utilizado para la identificacion de ovejas
resistentes. De hecho, nuestro grupo de
investigacion encontrd una correlacion
positiva entre los HGH y el nimero de
parasitos adultos de 7 circumcinctaen
el abomaso de las ovejas Bl En Australia
ya se han desarrollado programas de
seleccidn genética basados en los HGH
en la raza Merina . Sin embargo, el uso
de los HGH para la seleccién de ani-
males estd limitado por varios factores,
como la variabilidad en la eliminacién
de huevos de las diferentes especies
de NGI, la raza ovina, la alimentacion



o el estado inmunitario del animal [5].
Debido a estas desventajas, numerosos
estudios han sugerido la actividad de
inmunoglobulina IgA como un mar-
cador de infeccidn mas conveniente
que los HGH B9l La IgA interviene en
la eliminacion inmunitaria de algu-
nos patdgenos, entre ellos los NGI.
Un aumento de la actividad de la
IgA, especifica frente a los NCl, se ha
asociado con un menor recuento de
HGH en corderos y ovejas de diferentes
razas 7% Sin embargo, la mayoria de
estos estudios se han realizado bajo
condiciones experimentales de infec-
cién o en animales muy jévenes.

Con el fin de evaluar la respuesta IgA
especifica frente a infecciones natu-
rales por NGl en diferentes razas de
ovejas -Assaf, Castellana y Churra- en
este estudio se analizaron muestras de
saliva, secreciones nasales y sangre en
ovejas menores de un ano de edad y
en adultas pertenecientes a diferen-
tes rebanos del noroeste de Espana.
A continuacion, los niveles de IgA se
relacionaron con el nivel de la infeccion
tras analizar el nUmero de HGH.
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MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizdé en 195 ovejas
menores de un ano y 394 ovejas adul-
tas, es decir, 589 ovejas en total. Las
ovejas pertenecian a las razas Assaf,
Castellana y Churra y procedian de
15 rebanos. Todos los rebanos esta-
ban en régimen de pastoreo, y no
habian recibido ningun tratamiento
antihelmintico durante al menos los
tres meses anteriores al muestreo.

El muestreo de los animales consistio
en la recogida de heces, directamente
del recto, para determinar el nimero de
HGH mediante la técnica de McMaster.
También, por cada rebarno, se realizd un
coprocultivo para la identificacion de
las especies de NCI que infectaban a los
animales. Simultdneamente se tomaron
muestras de sangre de la vena yugular
para obtener suero. Las secreciones
nasales se recogieron introduciendo
dos hisopos de algoddn en cada orificio
nasal; por lo tanto, se tomaron cuatro
hisopos por animal que se incluyeron
en un tubo de vidrio con 4 ml de PBS.
Para las muestras de saliva, también
se utilizaron cuatro hisopos por animal

Animales con los
que se realizé el
estudio.

para recoger la muestra. Tanto las secre-
ciones nasales como las muestras de
saliva se mantuvieron en el PBS durante
24 horas, para posteriormente quitar
loshisopos, centrifugar la muestra, y
quedarnos con el sobrenadante para
el andlisis posterior de las IgA B!

La determinacion de los niveles de IgA
especifica frente a la infeccidn por NGl
se llevd a cabo mediante la técnica de
inmunoensayo enzimatico o ELISA,y
utilizando dos antigenos diferentes,
antigeno de larvas de 7. circum-
cinctay una proteina recombinante
gue nuestro grupo de investigacion
habia identificado, clonado y produ-
cido previamente, un fragmento de
la proteina disulfuro isomerasa de
7. circumcincta (PDI-Tc). Ambos méto-
dos ELISA, utilizando los dos antigenos,
los habiamos desarrollado con ante-
rioridad en nuestro laboratorio ©. Los
resultados se expresan como densidad
optica (DO).

Tras la determinacién de los niveles

de IgA, y del numero de HGH para
cada animal, se realizé en andlisis

Evino



estadistico de los datos. Se empled
la prueba de Kolmogorov-Smirnov
para determinar si los datos se ajusta-
ban a una distribucion normal. Todas
las ovejas se clasificaron segun sus
niveles de HGH en cuatro grupos
diferentes (G1: 0-14 hgh; G2: 15-100
hgh; G3:115-300 hgh; G4: >300 hgh)
y tras ello se calculdé la proporcion
de animales de cada grupo y raza; la
prueba de Kruskal- Wallis se utilizd
para determinar si existian diferencias
significativas entre estos cuatro gru-
pos. Las asociaciones de los niveles
de los HGH y los resultados de las IgA
(DO), para cada muestra, se midieron
mediante el coeficiente de correlacion
de Spearman. El nivel de significacion
se fijé en p < 0,05. Debido al elevado
porcentaje de ovejas con O HGH, se
midio el riesgo de estar infectado en
funcion de distintas variables (edad,
raza, tipo de pasto) mediante un
modelo multinivel que incluia la raza
(Assaf, Churra y Castellana), la edad
de los animales (joven <12 meses;
adulto > 12 meses) y las interacciones
como efectos fijos.
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Figura 1. Proporciéon de animales Assaf, Castellana y Churra clasificados seguin su recuento

individual de huevos por gramo en heces (HGH) en funcién de los cuatro grupos.

RESULTADOS

Tras medir el nivel individual de infec-
ciones en todas las ovejas muestreadas
(n =589), se eliminaron los datos extre-
mos y el tamano final de la muestra
fue de 193 ovejas jovenes y 394 ovejas
adultas (n =582 en total). Los valores

de los HGH oscilaron entre Oy 975 en
funcion de la edad y la raza ovina. El
porcentaje de ovejas con un valor de
0 para los HGH representé el 64,66%
de las ovejas muestreadas (20,58%
de las ovejas jévenes y 44,08% de las

Razas | Ovejas en total | Ovejas jovenes | Ovejas adultas

Assaf Media + DE | 132 £180 | 122 +159 | 128 +181
Intervalo | (0-975) | 0-825 | 0-975
% HGH positivo | 64,97% | 62,22% | 65,79%
N | 197 | 45 | 152

Castellana Media + DE | 108 £162 | 99 +140 | N3 +164
Intervalo | 0-915 | 0-735 | 0-915
% HGH positivo | 67,06% | 58,76% | 75,19%
N 255 126 129

Churra Media + DE 151+181 155 +157 151£181
Intervalo | 0-945 | 0-735 | 0-945
% HGH positivo | 59,68% | 81,81% | 54,63%
N 129 22 108

Ovejas en total Media + DE N3 £173 108 +164 N3 +173
Intervalo | 0-975 | 0-825 | 0-975
% HGH positivo | 64,43% | 85,50% | 54,24%
N | 582 | 193 | 389

Tabla 1. NUmero de ovejas (N), media, desviacion estandar (DE) e intervalo de los valores de los huevos por gramo en heces (HGH), asi como
porcentaje de positivos para cada raza, edad y total de ovejas.
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Ovejas jovenes (N =193) Ovejas adultas (N = 389)

Muestras Antigeno de larvas PDI-Tc Antigeno de larvas PDI-Tc
Suero Rho = 0,306 ** Rho = 0,107 Rho=0,123 ** Rho = 0,091

p =0,000 | p=0159 | p=0,000 | p=0,077
Secrecién nasal Rho = 0,504 ** Rho = 0,498 ** Rho = 0,031 Rho =0,179 **

p =0,000 p = 0,000 p = 0,554 p = 0,000
Saliva Rho = 0,058 | Rho = 0,295 ** | Rho = 0,059 | Rho = 0,001

p=0,137 | p =0,000 | p=0,246 | p = 0,989

Tabla 2. Correlacién Spearman entre el recuento de huevos por gramo en heces (HGH)y los niveles de IgA para cada antigeno y grupo

de animales. N: numero de ovejas.
** Correlaciones significativas (p < 0,000)

ovejas adultas) (Tabla 1). El porcentaje
de ovejas pertenecientes a cada grupo
segun el numero de HGH se muestra
en la figura 1. Tras la identificaciéon de
las especies de NGI, la mayoria se clasi-
ficaron como 7. circumcincta (21-100%)
y Trichostrongylus spp. (15-85%). En
porcentajes inferiores al 10% se identi-
ficaron otras especies como Chabertia
ovina u Oesophagostomum spp.

Se utilizé un modelo muiltinivel para
predecir la influencia de la raza y edad
en el riesgo de infeccion. Segun este
modelo, la raza no es un factor influ-
yente en este estudio. Sin embargo,
la edad se considerd un factor sig-
nificativo, ya que la probabilidad de
infeccion fue 2,39 veces superior en
los animales jévenes, aunque no de
la misma forma en todas las razas.
Mientras que las razas Churra y Assaf
mostraron esta diferenciacion entre
ovejas jovenes y adultas, la edad no
afectd a la probabilidad de infeccion
en la raza Castellana. El tipo de pasto
(comunal o en propiedad) se incluyd
como posible factor -influyente en la
probabilidad de infeccion. Este modelo
demostrd que los animales que pasta-
ban en pastos comunales tenian una
mayor probabilidad de infeccidn que
los que no compartian los pastos.

Dado que el modelo multinivel
demostrd que la raza no afectaba a la
probabilidad de infeccién, no se tuvo
en cuenta este factor para el andlisis
de las IgAy su posible asociacion con

los HGH (Tabla 2). La IgA detectada en
muestras de suero mostré una corre-
lacion positiva significativa con los
HGH utilizando el antigeno de larvas
en ambos grupos, con una asociacion
mayor en las ovejas jévenes (Rho =
0.306; p = 0,00) que en as adultas
(Rho = 0,123; p = 0,00); utilizando el
antigeno PDI-Tc, no se detectaron
correlaciones significativas en esta
muestra. La asociacion entre los HGH
y las IgA en las secreciones nasales de
ovejas jovenes fue positiva y significa-
tivamente alta para ambos antigenos,
antigeno de larvas (Rho = 0,504; p
= 0,00) o la proteina recombinante
PDI-Tc (Rho =0,498; p =0,00). En las
ovejas adultas, solo se observd una

Toma de muestras.




correlacion significativa entre estas
variables utilizando el antigeno PDI-Tc
(Rho =0,179; p = 0,00). En cuanto a las
muestras de saliva, se encontrd una
asociacion entre los niveles de los
HGH y las IgA en el grupo de ovejas
jovenes (Rho = 0,295; p = 0,00) cuando
se utilizé el antigeno PDI-Tc.

DISCUSION

El desarrollo de métodos de control
mas sostenibles para el control de
las infecciones por NGI se ha con-
vertido en una necesidad urgente
debido al aumento de la resisten-
cia a los farmacos antihelminticos.
Como punto de partida es esencial
comprender el mecanismo a través
del cual algunos animales pueden
controlar las infecciones resultando
resistentes a la infeccion. La respuesta
inmunitaria frente a los NGl implica la
produccién de inmunoglobulina IgA,
y su aumento se ha relacionado con
ovejas mas resistentes en condiciones
experimentales, especialmente frente
a 7. circumcinctay H. contortus. De
hecho, en ovejas infectadas experimen-
talmente, el aumento de los niveles
de IgA en ovejas adultas de la raza
Churray en corderos pertenecientes a
las razas Scottish Blackface y Canaria
de Pelo, se ha asociado con parasitos
mas cortos y, en consecuencia, con un
menor numero de HGH [9,10].

La salivay las secreciones nasales son
muestras bioldgicas mas facilmente
accesibles que la sangre y menos inva-
sivas para los animales. Ademas, el
analisis de los niveles de anticuerpos
puede realizarse en el laboratorio a
gran escala en muy poco tiempo,
superando las dificultades de las
técnicas convencionales, como los
métodos coproldgicos.

El desarrollo de la inmunidad a los
NGl en las ovejas es complejo y muy
variable entre razas, y también entre
individuos pertenecientes a la misma
raza. Por consiguiente, se ha sugerido
gue la raza es un factor importante
en el control inmunitario de la infec-
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cion, a pesar de que la mayoria de las
razas han sido poco estudiadas. Segun
algunos estudios realizados en condi-
ciones experimentales, determinadas
razas se consideran mas resistentes
gue otras, en particular las razas de
ovejas de pelo (raza Canaria de Pelo,
Blackbelly o Pelibuey) en comparacion
con las razas de lana (Suffolk u oveja
Canaria) [11,12]. Segun la base de datos
del Ministerio de Agricultura, Pescay
Alimentacion espaiol, las razas ovinas
mas comunes en la zona de muestreo
del presente estudio son Assafy las
razas autoctonas Castellana y Churra,
todas ellas de lana. En la literatura,
no hay informacién sobre cdmo estas
tres razas son capaces de controlar las
infecciones por NGI en condiciones
naturales de infeccién. Sin embargo,
en este estudio, los resultados mostra-
ron que el riesgo de infeccidén no esta
vinculado a ninguna de estas razas.

Por otro lado, la edad es otra variable
a tener en cuenta en cuanto al riesgo
de infeccidén. Los corderos empiezan
a mostrar competencia inmunitaria
a partir de los 2-3 meses de edad,
alcanzando un pico a los 12 meses,
cuando la capacidad protectora esta
plenamente desarrollada [13]. Como
era de esperar, en este estudio, el
riesgo de infeccion estuvo asociado
a la edad, siendo mayor en las ovejas
jovenes, pero no de la misma forma
para las tres razas, ya que no hubo
diferencias en cuanto al riesgo de
infeccién entre ovejas Castellana
jovenesy adultas.

En infecciones experimentales, se
han descrito correlaciones negativas
entre los niveles de los HGH y las IgA
en muestras de suero recogidas en
ovejas de raza Churra, Blackface y Soay
[3,14-16]. Sin embargo, la relacion entre
estas dos variables cuando se trata de
infecciones naturales aun no esta clara
debido a los pocos estudios que hay
al respecto. De la Chevrotére y cols.
[17] demostréd que los niveles de IgA
medidos en muestras de suero de
cabritos infectados de forma natural

con H. contortus se correlacionaban
positivamente con los HGH, es decir, a
mayor eliminacion de huevos en heces,
mayor el nivel de IgA. En el presente
estudio, todas las asociaciones entre los
HGH y las IgA fueron positivas, siendo
mas significativas en ovejas jovenes para
todas las muestras. En las muestras
de suero y saliva, estas asociaciones
fueron moderadas cuando se utilizé
el antigeno de larvas (Rho = 0,306; p
= 0,000) o la proteina recombinante
PDI-Tc (Rho = 0,295; p = 0,000); sin
embargo, las asociaciones fueron
mayores en las secreciones nasales,
independientemente del antigeno
utilizado, ya fuera el antigeno de larvas
(Rho =0,504; p =0,00) o el PDI-Tc (Rho
= 0,498, p = 0,000).

Estos datos sugieren que las ovejas
jovenes con un nivel de HGH mas
elevado, producen mas IgA en con-
diciones naturales, ya que los animales
en pastoreo estdn continuamente
expuestos a las infecciones por NGI.
En consecuencia, la IgA de las secre-
ciones nasales podria considerarse un
posible marcador de infeccién por
NGl en ovejas jévenes.

CONCLUSIONES

La IgA especifica frente los NGI se
asocio positivamente con los valo-
res de HCH en ovejas infectadas de
forma natural, siendo las secrecio-
nes nasales de animales jévenes las
muestras en las que esta asociaciéon
fue mas fuerte, por lo que podrian
utilizarse como marcador de infec-
cion. Ademas, el modelo predictivo
explicd que la variacidn en el riesgo
de infeccidon no esté afectada por
ninguna de las razas incluidas en este
estudio -Assaf, Castellana y Churra.
Sin embargo, como era de esperar, el
modelo demostré que la edad era un
factor clave y que los animales jévenes
tienen un mayor riesgo de infeccion
que las ovejas adultas, excepto en
el caso de la raza Castellana, en la
gue todos los animales mostraron el
mismo riesgo independientemente
de la edad.®
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