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RESUMEN

Se realizd un estudio en un rastro de ovinos en Tabasco, México para determinar parametros inmunoldgicos en ovinos,
mediante muestras de sangre, saliva, heces y mucosa de intestino delgado y abomaso de n=60. Se determino el volumen
celular aglomerado (VCA), proteina plasmatica (PP) y conteo diferencial de leucocitos. A partir de las heces se obtuvo el
numero de huevos de nematodos por gramo (HPG) y contabilizaron parasitos adultos de abomaso e intestino delgado.
Se determind el nivel de inmunoglobulina A (IgA) contra Haemonchus contortus y Trichostrongylus colubriformis, y
estimaron correlaciones entre las variables. Los borregos que tuvieron la mayor cantidad de nematodos adultos (534),
presentaron mayor eliminacion de huevos de (2401 a 12501 HPG). Los promedios del VCA y PP fueron mayores, 34.5% y
7649 darh respectivamente, en ovinos que se habian estabulado en comparacion con aquellos en pastoreo, 32.3%y 7.1 g
dLt respectivamente. Los mayores conteos de linfocitos y eosinofilos periféricos (7812 y 124 respectivamente) ocurrieron
en los ovinos en pastoreo. El VCA fue mayor, 36.9%, en aquellos animales que estaban libres de nematodos y menor en
los parasitados (31.1%). La actividad de la IgA fue mayor en mucosa de abomaso, 1.33+0.92 y correlaciond de manera
significativa con la IgA en suero. Por la variabilidad de los ovinos para abasto, los IgA de mucosa y eosinofilos tuvieron

poca relacion con los parametros parasitologicos y hematologicos.

Palabras claves: Haemonchus contortus, Trichostrongylus

colubriformis, inmunidad local, Inmunoglobulinas, leucocitos. e,

ABSTRACT
A study was carried out in a sheep slaughterhouse in
Tabasco, México, to determine immunological parameters

in sheep, through blood, saliva, feces and mucous samples

from small intestine and rennet of n=60. The cell agglomerate
volume (VCA), plasma protein (PP), and leukocyte differential count

were determined. The number of nematode eggs per gram (HPG) was
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obtained from feces, and adult parasites from rennet and small intestine
were counted. The level of immunoglobulin A (IgA) was determined
against Haemonchus contortus and Trichostrongylus colubriformis,
and the correlations between variables were estimated. The sheep that
had the highest number of adult nematodes (534) presented greater
elimination of eggs (2401 to 12501 HPQ). The average VCA and PP
were higher, 34.5% and 7.6 g aL=t respectively, in sheep that had been
stabled compared to those in grazing, 32.3% and 7.1 g dLT, respectively.
The highest counts of lymphocytes and peripheral eosinophils (7812
and 124, respectively) were present in grazing sheep. The VCA was
higher, 36.9 %, in those animals that were free from nematodes and
lower in those with parasites (31.1%). The activity of the IgA was higher
in rennet mucous, 1.33=0.92, and correlated significantly with IgA in
serum. Because of the variability of sheep for supply, the IgA from
mucous and eosinophils had scarce relation to the parasitological and

hematological parameters.

Keywords: Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis,

local immunity, immunoglobulins, leucocytes.

INTRODUCCION
N el sureste de México la ovinocultura tiene un potencial productivo
por la abundancia de recursos que se producen. Sin embargo, tam-
bien proliferan las enfermedades parasitarias, entre las que desta-
can los nematodos gastrointestinales (NGI; Torres-Acosta y Hoste,
2008). Estos son muy importantes porgue afectan la productividad
de los ovinos en pastoreo y los efectos negativos en la salud pueden llegar
a provocar la muerte de los animales susceptibles (Esteban-Andrés et al,
2013). Actualmente el control se ha basado en el uso de antihelminticos co-
merciales (Papadopoulos, 2008). Sin embargo, debido al uso constante de
estos medicamentos, los nematodos han desarrollado resistencia (Rialch et
al, 2013). Una de las alternativas para el menor uso de antinelminticos es la
identificacion de animales que puedan desarrollar tolerancia hacia los nema-
todos (Morteo-Gomez et al,, 2003; Esteban-Andrés et al, 2013); ya que se ha
encontrado que después de varias infecciones, el sistema inmune se vuelve
mas fuerte (Bowdridge et al., 2013) y los ovinos son capaces de resistir el ata-
gue de los parasitos y ser productivos, por lo que surge la necesidad de iden-
tificar aquellos animales denominados resistentes y resilientes. El diagnostico
e identificacion de los ovinos resistentes se ha realizado de manera tradicio-
nal mediante el conteo de huevos por gramo de heces (HPG) (Thienpont et
al, 1986). Sin embargo, es importante determinar su relacion con algunos
parametros hematologicos y de inmunidad innata y humoral, que permitan
utilizarlos como biomarcadores, y de esta manera identificar aquellos anima-
les que presentan de manera natural respuestas inmunologicas que eviten o
reduzcan la infeccion con NGI. Estas relaciones ya se han medido en razas
de lana (Prada et al, 2014; Martinez-Valladares et al, 2005); mientras que
en ovinos de pelo hasta el momento se sabe que hay individuos con una
alta respuesta del sistema inmunologico contra NGI (Bowdridge et al., 2013),
pero este solo se ha evaluado mediante la cuantificacion del HPG (Dominik,
2005). Por lo anterior, la presente investigacion se planted con el objetivo
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evaluar algunos parametros de la
inmunidad a nivel local contra ne-
matodos gastrointestinales y su re-
lacion con los parametros parasito-
logicos y de salud en ovinos de pelo
al sacrificio.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizd en un rastro
privado de ovinos en la localidad
de Jolochero, municipio de Cen-
tro, Tabasco, México (18° 04" 37" N
y 92° 51' 48" O). Cada quince dias
se tomaron muestras de 10 ovinos
destinados al abasto durante tres
meses. Momento antes del sacri-
ficio se registro el género, estado
fisiologico y se estimo la edad de
los animales a través de la dentadu-
ra mediante la descripcion indicada
por Luengo et al. (1991). De cada
animal se recolectaron muestras
de heces, sangre y saliva, y poste-
rior al sacrificio se colectd mucus
de abomaso e intestino delgado. En
el estado fisiologico se incluyeron
tres categorias: machos, hembras
vacias y hembras gestantes. Los sis-
temas de produccion consideraron
dos tipos: los animales provenientes
de pastoreo y los ovinos engorda-
dos en estabulacion. Tambien se
generd una clasificacion de excre-
cion de huevos con las siguientes
categorias: animales sin eliminacion
(HPG=0), los animales con conteos
mayores a 50 hpg y menores de
640 HPG, los animales entre 640
y 2400 HPG, y aquellos animales
con >2400 HPG, de acuerdo a la
media menos tres errores estandar.
Para la recuperacion de NGl adultos
se siguio el procedimiento descrito
en Lopez-Ruvalcaba et al. (2013). El
mucus del abomaso y el intestino
delgado se obtuvo raspando el te-
jido con una cuchara y colocando
2 ml de la fraccion obtenida en tu-
bos con 10 ml de un buffer (pH 7.1,
0.1 M de fosfato de sodio dibasico,
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0.05 M de NaClL, mM de azida de
sodio, 1 mM de floururo metil sul-
fonil (PMSF) y 5 mM de azida de so-
dio). Las muestras se conservaron a
—20 °C hasta su procesamiento en
el laboratorio de Sanidad Animal de
la Unidad Regional Universitaria Sur-
sureste (URUSSE) de la Universidad
Autonoma de Chapingo.

Procesamiento de muestras

Con las muestras de sangre se de-
termind el volumen celular aglo-
merado (VCA) por el método de
microhematocrito (Benjamin, 1991).
Por otra parte se utilizo un refracto-
metro para determinar la proteina
plasmatica (PP) y se expreso en g
dL™t. También se determind el nu-
mero de leucocitos por mm?® de
sangre y el numero de eosinofilos
con una solucion de colorante Car-
pentier de acuerdo a Dawkins et al.
(1989). Por otra parte, se realizaron
frotis sanguineo para determinar el
conteo diferencial de leucocitos, vy
para ello se tifleron los frotis, con
hemocolorante rapido (Hycel, Mé-
xico) y se calculo el numero de cé-
lulas de cada tipo leucocitario ul_l
de sangre. Una segunda muestra
de sangre se centrifugd a 3000 rpm
durante 20 minutos para obtener el
suero, el cual se congeld a —20°C,
para su posterior utilizacion en los
ensayos de ELISA. También se to-
maron muestras de saliva de los
animales y se procesaron con la
metodologia propuesta por Shaw et
al. (2012).

Determinacion de
inmunoglobulinas por ELISA

Los antigenos se prepararon de
acuerdo a Bowdridge et al. (2013)
y la concentracion de proteinas se
estimo por el método de Bradford
(1976). Posteriormente, se fijaron los
antigenos a las placas de poliesti-
reno (Nunc Polysorb, USA) durante

toda la noche a 4 °C, a una concentracion de 2.5 ug por ml en solucion de
carbonatos. Después se realizaron tres lavados de cinco minutos cada uno
con PBST (PBS-Tween 20 al 0.05% a pH 7.2) y se procedidé a bloquear los
lugares libres de las placas con leche descremada al 5% en PBS-T, incuban-
dola a 37 °C durante una hora. Posteriormente se realizaron tres lavados de
la misma forma que los anteriores, y se aplicaron los sueros (1:100), la saliva
(1:20), el mucus de abomaso (1:1) o el mucus de intestino delgado (1:10), a
los pozos. Se colocaron 100 ul por pocillo por duplicado, y se incubd duran-
te una hora a 37 °C. Se repitio el proceso de lavado de la placa. El revelado
de la reaccion se llevd a cabo mediante la adicion de 100 ul por pocillo de
una solucion de conjugado rabbit anti-sheep IgA (Bethyl Laboratories, Mont-
gomery, AL, USA) a una dilucion de 1:5000 en PBS-T incubando durante
una hora a 37 °C. Después se repitio el proceso de lavado de las placas, se
procedio a aplicar el conjugado mediante la adicion de 50 ul por pocillo de
tetrametil bencidina (TMB, Sigma Aldrich, St Louis Missouri, EE.UU.), después
se detuvo la reaccion con 50 ul por pocillo de una solucion de acido sulfuri-
co IMy se llevo a cabo la determinacion de la densidad Optica a una longitud
de onda de 450 nm. Elvalor final se obtuvo restando a cada pozo la densidad
optica resultante de los pozos sin suero lo cual representd la union inespeci-
fica del conjugado. Los datos fueron sometidos a un analisis de varianza con
el paquete estadistico SAS (SAS, 2004). El conteo de nematodos y el HPG se
transformaron a Log (variable+1), para reducir la varianza y aproximarlos a
una distribucion normal para después aplicar el siguiente modelo:

Y,'jk[m=,u+S/D,‘+EF,'+/\//;<+Of[+EF*/\//ﬂ<+/\//*Ol’k[-l-E,j/{[m

Donde: Yjm=Variable respuesta (IgA, eosindfilos, PP, VCA, HPG, conteo
de adultos). u=Media general. SP,,=Efecto del i-ésimo sistema de produc-
cion (m=pastoreo, estabulacion). (EF)=Efecto del j-ésimo estado fisioldgico
(j=ovejas gestantes, vacias y machos). NL,=Efecto del k-ésimo nivel de infec-
cion (0, 1-640, 641-2400, 2401-12550 HPG). Or;=Efecto del (-ésimo origen
(I=municipios y comunidades de Tabasco). EF*N/=Efecto conjunto del es-
tado fisiologico y el nivel de infeccion. NI*Ory=Efecto conjunto del nivel de
infeccion y el origen. Ejjym=Error experimental

También se calcularon las correlaciones entre IgA en mucosa gastrica, suero
y saliva con cargas parasitarias, HPG y las variables hematoldgicas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Variables parasitolégicas

En los ovinos finalizados en estabulacion pero previamente infectados en pas-
toreo, el conteo de HPG vy el total de nematodos adultos de T. colubriformis
fue mayor (2350 y 154 respectivamente) que aquellos animales que se en-
contraban en pastoreo (1104 y 27), mientras que el total de parasitos y el total
de H. contortus fue igual en ambos tipos de animales (Cuadro 1).

A diferencia de lo que se esperaba, el mayor HPG se obtuvo en los ovinos
estabulados porque previamente habian estado en pastoreo, ademas gene-
ralmente los animales engordados son machos, los cuales poseen mas sus-
ceptibilidad que las hembras, tal como se ha observado en estudios previos
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Sistema de produccion

Nivel de infeccion (HPQ)

Estabulado “ 1-640 641-2400 2401-12550

HPG? 2350+627° 11041338b 0°
Total HcP 136+52° 104+58?
Total Tc® 1544582 27+15° 0?
Total P4 290+73° 131+65°

10+10°

10+10°

256139bc 12831126b 6945+864°
89+45P 43+16° 377+155°
71+36° 142+98° 156+77°

160£54° 186+96° 533+172°

Letras diferentes en la fila representan diferencias significativas (P<0.01). HPG: Huevos por gramos de heces, Hc: Conteo de H.

contortus, Tc: Conteo de T. colubriformis, P: Conteo de parasitos.

(Gonzalez et al, 2011). El valor fenotipico de la presen-
cia de nematodos se registra en vivo con el numero de
HPG, y esta eliminacion como era de esperarse depen-
dio del numero de parasitos adultos. Los borregos que
presentaron la mayor cantidad de nematodos adultos
de H. contortus (377) y también del total de nematodos
(534) fueron los que tuvieron mayor eliminacion de hue-
vos (2401 a 12501 HPG) ya que en general la prediccion
de la cantidad de parasitos adultos presenta un alto co-
eficiente de correlacion en especies altamente prolificas
como es H. contortus o Mecistocirrus digitatus (Gonza-
lez et al,, 2013).

Variables hematolégicas

Los niveles del VCA y PP fueron mayores en los ovinos
que se habian estabulado, mostrando promedios de
34+0.57%y 76*0.6 g dL? respectivamente. En contras-
te, aguellos animales que provenian de pastoreo mos-
traron menor nivel de VCA 'y PP, con valores de 32*1% y
71x0.5 gdL_1 respectivamente. En contraste, el conteo
de linfocitos y eosinofilos fue mayor en los ovinos de en
pastoreo (Cuadro 2).

El nivel de consumo vy la calidad del alimento han sido
algunos de los factores que influyen en la inmunidad y
se han utilizado para incrementar la resistencia a las in-
fecciones por parasitos gastrointestinales (Rocha et al.,

Sistema de Produccion

2011). Es por ello que se encontraron diferencias en el
conteo entre los animales estabulados y los de pasto-
reo. Los altos conteos de linfocitos y eosinofilos gene-
ralmente ocurren en ovinos infectados con nematodos
gastrointestinales y se trata de una respuesta inmune
celular asociada al estimulo de los parasitos, por lo que
era de esperarse gque los animales que se encontraban
en pastoreo tuvieran mayores valores de eosinofilos por
estar en exposicion continua a los nematodos. El VCA
fue Mas alto en aquellos animales que estaban libres de
parasitos (37+0.5 %) respecto a los que tenian altos con-
teos de H. contortus y por lo tanto, un alto HPG (31x1%),
lo cual es consecuencia de los habitos hematofagos de
este parasito. Este comportamiento es algo habitual y
muy reportado en la literatura para ovinos de lana (Ama-
rante et al, 2004; Bricarello et al, 2004; Cardia et al,
2011). En el caso del género, el VCA y la PP de las hem-
bras vacias (31% y 7.13+0.99 gdL™}) y los machos (34%
y 7.46+0.55 gdL™}) fueron similares (P>0.05), mientras
qgue el conteo de linfocitos y eosindfilos fue menor en
machos con promedios de 5811+371y 176+49, respec-
tivamente, comparados con los de hembras que mos-
traron niveles de 8425+892 y 629236, respectivamen-
te. También el conteo de eosinofilos mostro tendencia a
disminuir (96+42) en los borregos que estaban libres de
huevos de nematodos en comparacion con los infecta-
dos con 641 a 2400 HPG y eosinofilos de 458+196. Res-

Nivel de infeccion (HPG)

Estabulado n 1-640 641-2400 2401-12550

N
VCA (%) 34+0.57° 32:1b 37+0.51° 344;091b 34i108b 31+1.0°
PP(g dL™ 76+0.6° 71+0.5° 74+046° 76+0.61° 71+0.89° 7.3+0.64°
Linfocitos 5364+399° 7812+552° 6521+701° 6527.+490° 6274%1207° 5623+819°
Eosinofilos 124+31° 442+140° 96+42P 293+111% 458+196° 103£32°

N: numero de ovinos, VCA: Volumen celular aglomerado. PP: Proteina plasmatica. HPG: Huevos por gramo de heces. Letras diferentes

en la fila representan diferencias significativas (P<0.01).
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pecto a la PP y el conteo de linfocitos fueron iguales para todos los niveles
de infeccion (Cuadro 2).

Actividad de la IgA

La densidad oOptica registrada de la IgA a nivel local (mucus) fue mayor que
la observada en suero y en saliva con cada uno de los antigenos usados
(Cuadro 3).

Se pudo observar alta variabilidad en la DO de la IgA en el mucus entre los
animales en estudio, lo cual también se ha indicado en otro estudio con
ovinos Santa Ines, Suffolk e lle de France contra H. contortus L3 y adultos
(Amarante et al,, 2005) en la misma raza como como entre diferentes razas.
En los ovinos sin infeccion aparente, la respuesta de IgA en abomaso fue me-
nor (0.69%0.21) que en los ovinos que tuvieron de 1 a 640 HPG (1.59+0.20)
(Cuadro 4). Mientras que aquellos animales con infecciones mayores a 641
HPG la OD de la IgA fue similar entre ellos. Esta misma situacion se observo
en saliva con H. contortus.

Aungue se esperaba que los valores de IgA fueran superiores conforme se
incrementa la infeccion, tal como lo ha indicado Cardia et al. (2011), en otro
estudio en ovinos de pelo de las cruzas Dorset, Finnsheep y Rambouillet
se observo que después de la infeccion con larvas L3 de H. contortus, los
niveles de IgA en suero llegan a un punto maximo, y después descienden
(Bowdridge et al.,, 2015). Asimismo, factores de nutricion, edad y raza influyen
en el incremento de nivel de las proteinas del sistema inmune, tales como
las inmunoglobulinas. En cuanto al género del animal se detectaron mayo-
res niveles de IgA en la saliva de las hembras (P<0.05) respecto a los niveles
obtenidos en los machos. Mientras que la respuesta en mucosa y suero no

Cuadro 3. Densidad dptica de IgA contra antigeno crudo de H. contortus y T. colubriformes

en diferentes fluidos corporales.

H. contortus* T. colubriformis**

Fluido corporal

Mucus de tejido 1.33+0.92° 0.96+1.00°
Saliva 0.50+0.50° 0.27+0.259
Suero 076+0.67° 0.16+0.32f

Letras diferentes en la fila representan diferencias significativas (P<0.01). *en mucus de abo-
maso, ** en mucus de intestino delgado.

Cuadro 4. Efecto del nivel de infeccion y

mostraron diferencias entre sexos
(P<0.05) (Cuadro 4), que coincide
con lo registrado por Hohenhaus et
al. (1995), quienes no observaron di-
ferencias significativas en la respues-
ta de IgG, contra T. colubriformis y
H. contortus en hembras y machos.

Correlaciones entre variables
parasitolégicas, inmunolégicas

y de salud

El volumen celular aglomerado
(VCA) se correlaciond de manera
positiva con la proteina plasmatica
(r=0.36) y de manera negativa con
el HPG (r=-0.36), el nimero de H.
contortus (r=—0.50) y con el to-
tal de parasitos (r=—0.38). Por otra
parte el HPG se correlaciond de
manera positiva con el conteo de
H. contortus y de T. colubriformis,
asi como con el total de parasitos
adultos (r=0.4). Estas correlaciones
fueron de igual tendencia pero mas
bajas que las indicadas por Ama-
rante et al. (1999) quienes reportan
una correlacion de 0.7 en corderos
nativos de Florida y también por
Bricarello et al. (2004). Se observo
una correlacion positiva en los nive-
les de IgA presentes en mucus de
abomaso respecto al nivel de IgA en
suero contra H. contortus (r=0.34)
y también contra T. colubriformis
(r=0.33). Los valores de IgA en saliva
y suero tuvieron con coeficiente de
correlacion alto (r=0.64).

género sobre la respuesta de IgA en los fluidos

Nivel de infeccion (HPG)

Fluido
Mabo 0.69+0.21° 1.59+0.20° 142+0.22%° 1.23+0.26%°
Mide 0.97+0.34° 0.85+0.22° 0.71+0.21° 1.32+0.27°
SaHc 0.27+0.07° 0.64+0.13 0.58+0.12%° 0.31+0.07%
Salc 0.28+0.15° 0.29+0.05° 0.23+0.06° 0.28+0.05°
SuHc 0.69+0.22%° 0.99+0.15% 0.64+0.15% 049+0.12°
SuTc 0.28+0.01° 0.20+0.04° 0.08+0.02° 0.28+0.20°

Género

1.53+0.21 1.28+0.14°
0.75+0.24° 0.99+0.15°
0.89+0.16° 0.35+0.04°
042+0.08° 0.20£0.02°
0.76+0.16° 0.75+0.10°
0.06+0.01 0.20+0.06°

Letras diferentes en la fila representan diferencias significativas (P<0.01). Mabo=mucus de abomaso, Mide=mucus de intestino delgado,

Sa=Saliva, Su=Suero Hc: H. contortus, Tc: T. colubriformis.
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CONCLUSIONES

S observo alta variabilidad en los parametros he-
e matologicos e inmunologicos de los ovinos
destinados al abasto. El origen, estado fisiologico vy sis-
tema de produccion influyeron sobre los valores hema-
tologicos y parasitologicos de los ovinos para abasto. La
respuesta inmunologica local de los animales tuvo bajos
coeficientes de correlacion con los indices parasitologi-
COs.
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