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RESUMEN/SUMMARY

RESUMEN

Las infecciones provocadas por mnematodos gastrointestinales
representan un grave inconveniente para el sector ganadero de pequefios
rumiantes. A estas infecciones se le atribuyen importantes pérdidas econdmicas
debido a que afectan negativamente a los parametros productivos y
reproductivos, ocasionando descenso de la produccién de leche y lana y la
reduccién del crecimiento y de la fertilidad, por lo que la realizaciéon de un
control efectivo incrementaria lo beneficios producidos por cada animal. En
pequefios rumiantes, las especies que provocan mayores pérdidas econémicas
son Teladorsagia circumcincta, Haemonchus contortus y Trichostrongylus spp. En
condiciones naturales, las infecciones son mixtas y estan provocadas por
diferentes especies de nematodos. En zonas templadas las especies mas
prevalentes son T. circumcincta y Trichostrongylus spp, mientras que en climas

tropicales predomina H. contortus.

Hasta el momento, los programas de control se han basado en la
administracion de farmacos antihelminticos debido a su buena relacién coste-
beneficio, y a eliminacién/reduccién de la carga parasitaria y de la excrecion fecal
de huevos. No obstante, su uso indiscriminado ha favorecido el desarrollo de
resistencias antihelminticas, por lo que el efecto de los farmacos se ve reducido.
La expansion de la resistencia ha hecho inviable el uso de estos tratamientos a
largo plazo, por lo que en los tltimos afios han surgido nuevos enfoques en el
desarrollo de métodos alternativos o complementarios al control quimico. El
control a través de la seleccién de animales se ha postulado como una alternativa
de control sostenible, debido a que la adaptacion de los helmintos a los
mecanismos inmunitarios del hospedador se desarrolla lentamente. Ademas, no
se favoreceria la seleccion de resistencias, ni generaria residuos quimicos. Cabe
destacar que el cambio climatico estd provocando cambios en la distribucién de
estas especies, por lo que desarrollar métodos de control que eviten los

tratamientos farmacologicos y que sean sostenibles en el tiempo es de vital
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importancia. No obstante, la relacién huésped-parasito es sumamente compleja
y resulta necesario realizar mas estudios para poder profundizar en los
mecanismos inmunitarios que intervienen que puedan proporcionar

informacién para poder identificar los animales capaces de controlar la infeccion.

Para abordar esta problematica, la presente Tesis Doctoral se centra en
la exploracion de los mecanismos inmunitarios de ovejas adultas de raza Churra
con fenotipo resistente y susceptible que habian sido infectadas
experimentalmente con T. circumcincta. Ademas, se evaluaron los posibles
efectos de la infecciéon en la composiciéon de la microbiota. Asimismo, se han
estudiado los niveles del anticuerpo IgA como indicador molecular de la

infeccion por NGI en condiciones naturales.

Bajo este contexto, el Capitulo I se centra en la busqueda de diferencias
en la respuesta inmunitaria a nivel humoral y celular de ovejas adultas de raza
Churra con fenotipo resistente o susceptible a la infeccion por T. circumcincta.
Los datos de IgA medidos en suero sanguineo frente al antigeno somatico de L
de T. circumcincta mostraron diferencias significativas el dia 3 post-infeccion (pi),
y cercano a la significancia el dia 21 pi. Tras desparasitar a los animales, estos
fueron infectados en una segunda infeccién experimental y sacrificados 7 dias
después. Los datos de recuento de L4 mostraron una diferencia del 68% de carga
larvaria entre grupos. Por su parte, el grupo resistente mostré un incremento en
las poblaciones caracteristicas de la respuesta inmunitaria tipo Th2; los linfocitos
T v§, los linfocitos T CD4* y los leucocitos globulares, aunque sin diferencias
significativas. Igualmente, se detectd una correlacion positiva entre el ntimero de
linfocitos T y8 y el numero de eosindfilos, pero tan solo en el grupo resistente.
Estos datos respaldan la hipdtesis de variabilidad intraespecifica de la raza
Churra que permitiria la seleccion de animales usando los parametros

adecuados.

Debido a que las infecciones naturales suelen estar causadas por varias

especies de nematodos gastrointestinales y que la respuesta inmunitaria del
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hospedador es muy variable, y no solo depende de las condiciones fisioldgicas,
edad y raza, sino también de la especie de nematodo, es necesario el desarrollo
de métodos de seleccién mas sencillos, rapidos y fiables. Bajo este contexto se
desarrolld el Capitulo II de esta Tesis Doctoral. Se tomaron muestras de heces,
sangre, saliva y secreciones nasales de 582 ovejas hembra (193 menores de un
ano y 389 adultas mayores de un afio) de raza Assaf, Castellana y Churra.
Mediante ELISA se midieron los niveles de IgA especifica presentes en suero
sanguineo, saliva y secreciones nasales, frente al antigeno somatico de Ls y un
fragmento de la proteina disulfuro isomerasa, con el fin de buscar una asociacién
con el nimero de huevos con gramo de heces. El modelo desarrollado verificd
que las tres razas presentaban el mismo comportamiento respecto a la
eliminacidn de heces, por lo que fueron tratadas como tnico grupo, y tan solo se
diferenciaron los animales por edad. Ademads, a través de un modelo se
demostro que la edad influye en el riesgo de infeccion, siendo las ovejas jovenes
las que presentaban mayor riesgo que las adultas, con la excepcién de la raza
Castellana, cuyo riesgo de infeccidn era similar independientemente de la edad.
Asimismo, la asociacion entre los niveles de IgA medidos en secreciones nasales
y en suero con la eliminacion de huevos en heces fue la mas significativa. Los
resultados obtenidos en este trabajo indican que las infecciones en campo
podrian comportarse de manera contraria a las infecciones experimentales, por
lo que seria interesante estudios en otras razas con el fin de comprobarlo.
Ademas, parece que los niveles de IgA presentes en las secreciones nasales en
animales jovenes Assaf, Castellana y Churra, podria ser un buen candidato como
método de seleccion de corderos menores de un afio para su cria o incluso su

reproduccion.

El Capitulo III de la presente Tesis Doctoral se centré en la
caracterizacion de la composicion de la microbiota del contenido gastrico y de la
mucosa gastrica del abomaso de los animales del Capitulo I. Cada vez existen
mas evidencias que respaldan la hipdtesis de que la microbiota del huésped

puede jugar un papel clave en la relacién parasito-hospedador y que las

5
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alteraciones de composicion estan asociadas a las infecciones por nematodos
gastrointestinales, incluso se especula con que la microbiota podria resultar un
objetivo prometedor en el desarrollo de nuevas estrategias destinadas a reducir
el impacto de estas infecciones. Para ello, se secuenci6 la regién V3-V4 del gen
16S del ARN ribosomal, utilizando tecndloga Ilumina, de muestras de mucosa
gastrica y de contenido gastrico. Aunque la riqueza y la diversidad de especies
no cambiaron entre grupos, si se detectd mayor abundancia en especies
bacterianas productoras de butirato, un acido graso de cadena corta con efecto
antiinflamatorio, como Clostridium sensu stricto-1 y Turicibacter, en la mucosa
gastrica. El contenido gastrico mostré diferencias significativas en Serratia spp
un género bacteriano reconocido por producir compuestos con accion
nematocida. Estos datos apoyan la hipotesis de que la composicién de la
microbiota tiene un importante papel en el desarrollo de las infecciones

gastrointestinales.
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SUMMARY

Gastrointestinal nematodes (GIN) infections are a serious problem in the
small ruminant sector worldwide. These infections cause significant economic
losses, mainly because they affect the productive and reproductive parameters,
which has led to a reduction in milk and wool production, and growth and
fertility. For this reason, effective control would increase the benefits produced
by each animal. In small ruminants, the main species are Teladorsagia
circumcincta, Haemonchus contortus, and Trichostrongylus spp. In natural
conditions, the infections are varied and are provoked by different nematode
species. In temperate regions, the most prevalent species are T. circumcincta and
Trichostrongylus spp. while in tropical climates H. contortus is the most

predominant.

The control programs have been based on the use of anthelmintic drugs
due to a good cost-benefit relationship and the elimination/reduction of the
parasitic burden and the fecal excretion of eggs. However, their indiscriminate
use has favoured the development of anthelmintic resistance that reduces the
drug effect. This increase in resistance makes impracticable the use of these
treatments long-term. For this reason, the development of alternative or
complementary methods to chemistry control has emerged. The control using
breeding selection has been raised as a sustainable alternative on account of the
time that helminths take to be adapted to the host immune mechanism is slow.
Besides, the method would not promote the selection of resistance, and would
not generate chemical residues. It is important to say that climate change is
modifying the nematode species distribution, hence developing control methods
which avoid pharmacological treatments and are sustainable in time is vital.
Nevertheless, the relationship between host-parasite is extremely complex and
itis needed to carry on more research deep into immunological mechanisms that
intervene and to obtain information to identify animals that are able to control

the infection.
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To address this dilemma, this Doctoral Thesis is focused on the
exploration of immunological mechanisms in ewes Churra breed sheep with
resistant or susceptible phenotype that have been previously experimental
infected with T. circumcincta. Besides, the possible effect caused by the infection
on microbiota composition in gastric content and mucosa content has been
evaluated. Likewise, it has been studied that IgA levels as infection marker by

GIN in natural conditions.

Under this context, Chapter I is focused on the lookup of the differences
in the immune response in Churra ewes previously classified as resistant or
susceptible phenotype according to the fecal egg count (FEC) after a first
experimental infection with T. circumcincta. IgA in serum against the L4+somatic
antigen of T. circumcincta showed significant differences the day 3 post-infection
(pi) and approaching significance the day 21 pi. After being dewormed, the
animals were challenged with a second experimental infection and then were
slaughtered the day 7 pi. The larval count showed a reduction of 68% in the
between groups. The resistant group showed an increase in cellular populations
characteristic of immune response type II; y5 T cells, CD4* T cells, and globule
leukocytes but without significant differences. At the same time, a positive
correlation was found between the number of yd T cells and the number of
eosinophils in the resistant group. These data could indicate that the Churra
breed has intra-specific variability that could allow selecting animals to use

appropriate parameters.

Since natural infections are usually caused by several species of
gastrointestinal nematodes and the immune response is highly variable,
depending, not only on physiological conditions, age, and breed but also on the
species of nematode too, it is imperative to develop simpler, faster, and more
reliable selection methods. In this context, the second chapter of this Doctoral
Thesis was developed. Samples of blood, saliva, and nasal secretions were taken

from 582 female ewes (193 younger than one age and 389 older than one year
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old) of the Assaf, Castellana, and Churra breeds as they are the most common
breeds in this area which this study was carried out. IgA levels in serum, saliva,
and nasal secretions were measured against Ls somatic antigen of T. circumcincta
and a fragment of protein disulfide isomerase using ELISA, in search of an
association between IgA levels and FEC. The intercept model verified that all the
breeds had the same behaviour in the ranks of FEC and were studied as the only
group being the age the only variable. Besides, this model demonstrated that age
influenced the infection risk, being young sheep the ones with a higher risk to
be infected than adults, except for the Castellana breed, whose infection risk was
similar, regardless the age. Likewise, the association between IgA levels
measured in nasal secretions and serum with FEC was the most significant. Our
results indicated that infections in natural conditions could have different
behaviour from experimental infections, so it would be interesting to study other
breeds to verify it. In addition, it seems that the IgA levels in the nasal secretions
of young Assaf, Castellana, and Churra animals could be a good candidate as a

selection method for young sheep for breeding or even reproduction.

Chapter III of this Doctoral Thesis focused on searching for differences
in the microbiota composition of the gastric content and the gastric mucosa of
the abomasum from the animals mentioned as the first chapter. There is more
evidence that supports the hypothesis that the host microbiota may play a key
role in the host-parasite relationship and that compositional changes are
associated with infections by GIN, or even that the microbiota could be a
promising goal in the development of new strategies aimed at reducing the
impact of these infections. For this, the V3-V4 of the 16S ribosomal RNA gene
was sequenced, using Illumina technology, from samples of gastric mucosa and
gastric contents. Although species richness and diversity did not change
between groups, a greater abundance was detected in butyrate-producers-
bacteria. Butyrate is a short-chain fatty acid with anti-inflammatory effects, such
as Clostridium sensu stricto-1 and Turicibacter, in the gastric mucosa. The gastric

content showed significant differences in Serratia spp, a bacterial genus
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recognized for producing compounds with nematocidal effect. These data
support the hypothesis that the composition of the microbiota plays an

important role in the development of gastrointestinal infections.

10



Introduccion







INTRODUCCION

1. La produccion ganadera

1.1 Contexto histdrico

La actividad ganadera comenzé hace aproximadamente 11.000 afios en una
region conocida como el Creciente Fértil (actual Iran, Turquia, Irak y Siria),
cuando el ser humano domesticéd las primeras ovejas (Figura 1) [1,2]. La
domesticacion de animales salvajes y el cultivo de especies vegetales provocaron
un cambio fundamental en el desarrollo de la humanidad, dando inicio al
periodo neolitico [3]. Este proceso desencadend una relacion simbidtica en la que
el animal recibia alimentos y protecciéon por parte de los humanos y estos
accedian facilmente a los productos necesarios para su supervivencia (leche,
carne, lana, desplazamiento...) [4]. Debido a esta cooperacion, el estilo de vida
de ambos cambid significativamente; los humanos pudieron asentarse
permanentemente, mientras que los animales sufrieron modificaciones de
algunas de sus condiciones, tales como su fenotipo, su crecimiento o su
reproductibilidad, perdiendo aquellas capacidades que no necesitaban en
cautividad [4]. Los individuos fueron seleccionados en funcién de las cualidades
mas adecuadas para los seres humanos; redujeron su tamano, disminuyeron las
dimensiones de sus cuernos y se seleccionaron aquellos que tenian un caracter

mas docil [5].

Figura 1. Origen y dispersion de la domesticacién de ganado en el Creciente Fértil (actual
Iran, Turquia, Siria e Irak), hace aproximadamente 11.000 afios. Fuente: Hancock (2022).
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Los datos arqueoldgicos de la Edad de Hierro y del periodo romano
indican que la distribucion de las especies dependia de las condiciones de la
region y del estilo de vida. Por ejemplo, el ganado ovino predominaba en las
costas holandesas debido a que las condiciones saladas del suelo protegian a los
animales de infectarse por el parasito Fasciola hepatica [3].

Durante la Edad Media, los sistemas de manejo y produccién ganadera no
difirieron de los siglos anteriores. A pesar de que lentamente se fueron
produciendo mejoras, estas se vieron frenadas por hambrunas y plagas [6]. La
devastadora peste bovina de mediados del siglo XVIII impulsé la creacion de las
primeras Escuelas Veterinarias en Europa, lo que facilit6 la cria y tuvo como
consecuencia un aumento en el niumero de cabezas de ganado. El incremento en
la productividad agricola contribuy¢é al desarrollo de los sistemas de manejo
intensivo, ya que la mejora de la calidad de los forrajes permitia alimentar a un
mayor niumero de animales durante los meses de invierno. Asimismo, surgieron
los primeros tratados sobre bienestar animal que se centraban en el disefio de
establos con condiciones adecuadas de temperatura, luz y aireacion, lo que
contribuy6 a la mejorar la salud del ganado. Desde mediados del siglo XX hasta
la actualidad, los sistemas de produccién animal se han intensificado y
especializado, lo que significa que una gran parte de las explotaciones estabulan
a sus animales durante parte del afio en espacios pequefios, con poca aireacion
y luz natural, criando tUnicamente una especie animal y adaptando y
mecanizando las instalaciones, lo que permite obtener productos a muy bajo
precio en el mercado. Sin embargo, en términos sociales, la ganaderia intensiva
ha adquirido connotaciones negativas, asi como numerosos detractores, cada
vez mas preocupados por el bienestar animal, la reduccién del uso de
antibidticos y farmacos, la seguridad alimentaria, la contaminaciéon ambiental y
los sistemas ganaderos sostenibles. Después de la Primera Guerra Mundial y
hasta 1970, el nimero de explotaciones y cabezas de ganado aumentd debido a
la introduccion de nuevos métodos de manejo, cria y produccién intensiva.

Desde principios del siglo XXI hasta el dia de hoy, los informes evidencian una
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reduccién del ndmero de explotaciones existentes, aunque sefialan un
incremento en el nimero de cabezas de ganado por explotacién, es decir, hay

menos explotaciones, pero son mas grandes [6].

1.1.Produccion ganadera ovina en Espafia

La Organizacion de Naciones Unidas (ONU) estima que la poblacion
mundial alcanzara los 9.700 millones de personas en el afio 2050 [7]. En las
ultimas décadas, la demanda de alimentos para satisfacer a una poblacién
mundial en pleno crecimiento ha obligado a la agricultura y a la ganaderia a usar
métodos de produccion a gran escala, sin control y poco sostenibles para el
medio ambiente [8,9]. La produccién animal es inevitable y la ganaderia de
pequenos rumiantes es fundamental para cubrir la demanda mundial. Ademas,
juega un papel clave en la sostenibilidad econdémica, especialmente en paises en
vias de desarrollo y en zonas rurales [10].

Tras la salida de Reino Unido de la Unién Europea, Espafia se alza como
el primer pais en niumero de cabezas de ganado ovino con 15 millones de
efectivos en el 2021, aportando un 25 % del censo total de la UE-27 [11-13]. En
las ultimas décadas, la evolucion de la cabafia ovina ha ido en descenso, pasando
de 24 millones de cabezas en 1999 a 15 millones en el afio 2019, lo que supone un
descenso del 37,5% aunque, desde el afio 2014, el censo se mantiene

relativamente estable (Figura 2) [12,13].

DISTRIBUCION DEL CENSO DE OVINO POR PAISES EN LA UE-27
Fuente: Eurostat, 2021
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Figura 2. Distribucién del censo ovino por paises de la UE-27 en el afio 2021. Fuente:
MAGRAMA 2021.
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La distribucién del censo ovino en Espafa es desigual, concentrandose
principalmente en aéreas desfavorecidas y contribuyendo significativamente a
la economia de la zona. En el afio 2022, el 80% del censo se localizaba en
Extremadura (24,3%), Castilla y Ledn (16,3%), Castilla-La Mancha (15,6%),
Andalucia (15%) y Aragon (10,1%) [14]. Estos territorios cuentan con extensas
superficies que permiten el mdaximo aprovechamiento de los recursos
disponibles, especialmente de los pastos comunales, permitiendo la aplicaciéon
del sistema de manejo semiextensivo la mayor parte del afio y siendo necesario
administrar alimentacion complementaria solamente durante los meses mas
frios. Ademas, los efectivos son, en su mayoria, razas autéctona mas adaptadas
al entorno, lo que favorece el mantenimiento genético y el uso racional de los
recursos, protegiendo el medio ambiente [12].

Durante el afio 2022, el censo total ovino en Castilla y Leon fue de 2.2
millones de activos, siendo Zamora la provincia con un mayor namero (537.513),
seguido de Leodn (381.086), Salamanca (311.470) y Valladolid (245.264) [15].
Desde el punto de vista econémico, esta comunidad es lider nacional en ovino
de leche y de carne, principalmente gracias a la Indicacion Geografica Protegida
de lechazo de raza Churra. Por lo que se convierte en la segunda en cuanto a
censo ovino total, que consolida al sector como un pilar fundamental para la

sostenibilidad del medio rural (Figura 3).

DISTRIBUCION DEL CENSO OVINO POR PROVINCIAS, ANO 2022
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Figura 3. Distribucién del censo ovino por provincias. Afio 2022. Fuente MAGRAMA
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1.2.La produccion ovina en términos economicos

El sector ovino-caprino de carne y leche represento en el afio 2021 el 4%
de la Produccién Final Agraria de Espafa, con un valor estimado de 2.266,4
millones de euros. En términos de Produccion Final Ganadera, el sector ovino-
caprino represent6 el 10,8% de la produccion [12].

El sector carnico alcanzé los 1.359,9 millones de euros, experimentando
un crecimiento econdémico del 14% respecto al afio anterior [12]. Durante el afio
2021, se sacrificaron 9,730.152 cabezas de ganado, generando 120.618 toneladas
de carne. E176% de los sacrificios se concentran en las CCAA de Castilla y Leon,
Castilla-La Mancha, Catalufa, Aragén y Murcia. Del total de sacrificios, el 92%
correspondian a corderos, mientras que el 8% fueron animales que habian
finalizado su vida reproductiva [12].

El valor econémico de la produccion lechera de oveja se ha estimado en
524 millones de euros, suponiendo un 26% del valor de la produccion lactea
nacional (leche procedente de vaca, cabra y oveja) [13]. La modernizacién del
sector ha provocado un aumento de la productividad, obteniendo mayor
rendimiento de cada animal. A esto se le afiade la introduccion de razas
mejoradas, sustituyendo a las autdctonas en sistemas intensivos con
estabulacion permanente. En el afio 2021 se produjeron 529 millones de litros de
leche de oveja. La distribucion fue desigual, siendo Castilla y Leon (57%) y
Castilla-La Mancha (28%) las CCAA con mayor numero de explotaciones y

produccion lechera (Figura 4) [13].

LITROS DE LECHE DE OVEJA DECLARADOS POR COMUNIDAD
AUTONOMA (millones de litros — 2021)

Figura 4. Litros de leche de oveja
declarados por CCAA en el ano 2021.
Fuente MAGRAMA.
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Los sistemas de manejo de las explotaciones ganaderas ovinas en Espana se
pueden clasificar segun el sistema de manejo en sistemas de manejo intensivo,
semiextensivo o extensivo. El sistema de manejo intensivo es aquel en los que
los animales estan estabulados, no salen al exterior, necesitan aporte externo de
alimento y lactancia artificial. Por ello, requieren de un nivel alto de
mecanizacidon para obtener una elevada productividad en el menor tiempo
posible. El sistema de manejo extensivo se basa en la cria de especies ganaderas
capaces de aprovechar eficazmente los recursos naturales mediante el pastoreo.
Este sistema de manejo permite el aprovechamiento de unos recursos naturales
que de otro modo se perderian, ademas de reducir al minimo la mano de obra,
lo que las convierte en explotaciones con elevada rentabilidad. En un punto
intermedio se encuentran los sistemas de manejos semiextensivo, que
aprovechan los recursos naturales disponibles, pero se apoyan en la
administracion de forrajes que se ponen a disposicion del animal durante la
estabulacion. En los sistemas de manejo extensivos y semiextensivo, en los que
los animales pastan, es habitual que los animales adquieran infecciones de
etiologia parasitaria, que disminuyen notablemente la productividad de la

explotacion [16,17].

2. Nematodosis gastrointestinales

Los nematodos gastrointestinales (NGI) son un grupo de endoparasitos
que habitan a lo largo del tracto digestivo de su huésped. Se trata de una de las
infecciones mas frecuentes en ganado ovino en régimen de pastoreo,
especialmente en individuos jovenes [18]. Su distribuciéon geografica es
cosmopolita, con mayor prevalencia en zonas tropicales y templadas donde

puede alcanzar el 100 % de prevalencia [19,20].
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En algunas areas de Castilla y Ledn se dan elevados niveles de
prevalencia, aunque la carga parasitaria es variable y depende de la localizacion,

el manejo de los pastos y el control veterinario [19-21].

2.1.  Etiologia de las nematodosis gastrointestinales

Aunque existe una gran variedad de especies de NGI que parasitan al
ganado ovino, aquellos que causan problemas veterinarios son los
pertenecientes a las superfamilias Trichostrongylidae y Strongyloidea [22]. Son
parasitosis de curso crénico que producen trastornos digestivos y que presentan
signos clinicos como inapetencia, pérdida de peso, retraso del crecimiento,
diarrea, disminuciéon en la produccion de leche y lana o problemas de
reproductibilidad [23,24].

Las especies de nematodos mas frecuentes pertenecen a la Superfamilia
Trichostrongyloidea, familia Trichostrongylidae compuesto por los géneros
Trichostrongylus, Teladorsagia, Ostertagia, Haemonchus, Marshallagia, Cooperia y
Nematodirus. La superfamilia Strongyloidea incluye los géneros Chabertia y
Oesophagostomum. Otro género presente, aunque menos comun, es el género
Ancylostoma, perteneciente a la supefamilia Ancylostomatidae [21,25]. En la
superfamilia Trichuridae se encuentra un género Trichuris, ampliamente
distribuido en ovino [26].

Los géneros mas importantes en términos de enfermedad y pérdidas de
produccion en ganado ovino son Teladorsagia, Trichostrongylus, Haemonchus y
Nematodirus. Los géneros Cooperia, Chabertia, Oesophagostomum y Marshallagia
también pueden llegar a ser importantes, pero como parte de una infeccion mixta
[27]. Trichuris ovis, que parasita el intestino y colon de los rumiantes, es bastante
frecuente, sin embargo, este no suele causar infecciones graves en animales
adultos, aunque si en animales jovenes [26]. Normalmente las infecciones
naturales son mixtas, es decir, suelen estar producidas por diferentes especies
que conviven dentro del hospedador, coincidiendo en ocasiones con otros

parasitos helmintos como los Trematodos o Cestodos. En términos generales,
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, aunque las mas
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todas ellas reciben el nombre de gastroenter

frecuentes son las producidas por tricostrongilidos [18,28,29]. En la tabla 1 se

expone la clasificacion taxondmica de los géneros que parasitan a rumiantes.
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3. Familia Trichostrongylidae

3.1. Morfologia

Las especies que pertenecen a la familia Trichostrongylidae son largos y
estrechos (variando entre 2-30 mm) con morfologia filiforme, cilindrica y con
eutelia. La capa mas externa es la cuticula (Figura 5.A), una capa celular flexible
compuesta por fibras de colageno entrecruzadas con funcién antagénica a la
capa muscular y cuya funcién principal es la proteccién. Ademas, la cuticula de
los tricostrongilidos presenta el synlophe, una estructura modificada y elevada
que interviene en la locomocion (Figura 5.B) [30]. Bajo ésta se encuentra la
epidermis sincitial, con cuatro invaginaciones donde se localizan los cordones
nerviosos. A continuacién, se encuentra la capa muscular, compuesta
unicamente por fibras longitudinales, y tras ésta el pseudocele, que contiene el
resto de érganos y un fluido con funcién hidrostatica [31].

El aparato digestivo es completo, la apertura oral se encuentra en la
parte anterior y presenta capsula bucal que, en el caso de los tricostrongilidos,
es pequena, rudimentaria, en ocasiones ausente, y sin dientes. La apertura oral
esta seguida por el esofago, el intestino y el ano, ubicado en el extremo terminal
[18,31].

Se trata de especies dioicas que presentan dimorfismo sexual; los
machos son mas pequefios que las hembras y tienen testiculos, tubo deferente,
conducto eyaculador y cloaca. Cabe destacar el extremo posterior curvado, con
espiculas y bolsas copuladora trilobuladas y cuya morfologia se usa para la
determinacion morfoldgica (Figura 5.C). Las hembras poseen ovarios, oviducto,
utero y vagina, que conecta al exterior a través de la vulva [18,31].

En general los huevos de tricostrongilidos son indiferenciables entre
especies [32]. Presentan morfologia eliptica, asimetria en los polos y cubierta
externa muy delgada. Miden entre 70-98 x 30-50 um. La excepcién es el género
Nematodirus que mide aproximadamente 150-180 x 67-77 um y en su interior se

puede observar la moérula bien definida [18].
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Figura 5: A) Fotografia de larvas de T. circumcincta donde puede observar la cuticula y los
synlophes (Fuente: Brown et al. [33]. B) Seccidn transversal de un synlophe de H contortus
(Fuente: Vongnady et al. [34]. C) Bolsa copuladora y espicula de T. circumcincta (Fuente:
Ashrafi et al. [35].

3.2.  Ciclo bioldgico

El ciclo biologico de los tricostrongilidos es monoxeno y esta dividido en
dos fases: una fase exdgena de vida libre y otra fase enddégena de vida parasita
[18]. A pesar de la cercania evolutiva y de las similitudes morfoldgicas, existen
claras diferencias en los ciclos de vida de cada especie que influyen en la
inmunidad y en la inmunopatologia de cada especie. Estas diferencias estan
relacionadas principalmente con el nicho ambiental y con la alimentacion de la
forma adulta [22].

La fase exdgena comienza con la eliminacién de los huevos al medio junto
con las heces de un hospedador infectado. El nimero de huevos eliminados con
las heces depende de las condiciones del hospedador y de la prolificidad de la
especie (T. circumcincta y Trichostrongylus spp tiene una prolificidad media de
100-200 huevos hembra/dia, mientras que H. contortus tiene una prolificidad
muchos mas elevada, pudiendo alcanzar los 10.000 huevos hembra/dia) [36]. En
el suelo y en condiciones favorables de temperatura, humedad, y oxigeno, las
larvas se desarrollan en el interior del huevo y eclosionan, saliendo al exterior el
primer estadio larvario (L1) que se alimenta de otros microorganismos que se
encuentran en las heces. La L1 muda y se convierte en larva de segundo estadio
(L2), que se convierte en larva de tercer estadio (Ls), siendo esta la fase infectante
del parasito. Esta etapa retiene la cuticula de la fase anterior, lo que produce una

doble cuticula que la hace muy resistente a las condiciones ambientales adversas,
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pero la impide alimentarse [23]. Si las condiciones ambientales son éptimas, el
tiempo de desarrollo desde huevo hasta L3 oscila entre 5-14 dias dependiendo
de la especie. Sin embargo, cuando las condiciones ambientales no son las
adecuadas, este proceso puede demorarse hasta los 2-3 meses [23].

Tras la ingestion de las Ls comienza la fase endégena. Las L3 pierden su
cuticula en respuesta a estimulos del hospedador, como cambios en el pH,
temperatura o concentracién de COsz. El desenvainado es especifico de especie y
ocurre normalmente en la region del tracto gastrointestinal anterior a la
localizacion final del adulto (H. contortus y T. circumcincta se desenvainan en
rumen mientras que Trichostrongylus axei se desenvaina en el abomaso) [22]. Tras
desenvainarse, entran en contacto con la mucosa digestiva, penetran
profundamente en las glandulas o en las vellosidades intestinales y forman un
nodulo donde se transforman en larvas de cuarto estadio (L4); tras unos dias
emergen de la mucosa y mudan a formas juveniles conocidas como larvas de
quinto estadio (Ls) o preadultos, que se convierten en adultos al madurar
sexualmente. La reproduccion es sexual y, tras la copula, las hembras comienzan
a eliminar huevos, cerrandose de esta manera el ciclo biologico (Figura 6). Al
tiempo que transcurre desde la infeccion hasta que comienza la eliminacion de
huevos se le conoce como periodo de prepatencia y aunque es especifico de cada

especie, se sittia alrededor de los 21 dias de media [37].

Aunque la mayoria de las especies de NGI se ajustan a este ciclo, existen
algunas excepciones, por ejemplo Nematodirus spp que se desarrolla
completamente en el interior del huevo y es la Ls quien lo abandona al eclosionar

[38-40].
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Figura 6. Esquema del ciclo biolégico de tricostrongilidos de rumiantes.

3.3. Epidemiologia

La prevalencia y la tasa de infeccién de los NGI estan estrechamente
relacionadas con el clima y las condiciones ambientales [41]. Los estadios
parasitos experimentan condiciones relativamente estables dentro del
hospedador, por lo que la epidemiologia de la infeccién depende en gran medida
de las formas de vida libre, principalmente a través de su desarrollo,
supervivencia y movilidad de las Ls [42]. Conocer los estadios del parasito y su
epidemiologia es fundamental para poder disefiar programas de manejo de

pastos para el control de las parasitosis [42].

Las formas de vida libre estan expuestas a variaciones en las condiciones
ambientales. Es por ello que, cualquier alteracion climatica lleva implicita una

modificacion de la abundancia y distribucion de las especies. Los factores
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ambientales que mdas importancia presentan son la temperatura, la humedad

relativa y la radiacidn ultravioleta (UV) [23,42,43].

Los huevos de la mayoria de las especies de tricostrongilidos inician su
desarrollo por encima de los 4 °C, a excepcion de H. contortus cuyo umbral de
desarrollo se sittia alrededor de los 8 °C [42]. Sin embargo, aunque un aumento
de la temperatura supone un aumento en el desarrollo del nimero de huevos,
temperaturas extremadamente altas (entre 30-36 °C segun la especie) también
suponen un aumento de la mortalidad larvaria. Cada especie tiene su rango
optimo de temperatura, por ejemplo H. contortus se desarrolla en zonas
tropicales (25-38 °C), mientras que T. circumcincta o Trichostrongylus spp habitan
zonas templadas (16-30 °C) [42]. Las etapas larvarias L1 y L2, son especialmente
vulnerables a la temperatura y a la desecacién, mientras que las L3 soportan
condiciones climdticas mucho mas extremas gracias a la cuticula protectora que

las envuelve, aunque no son resistentes a la congelacion [42,44].

La radiacion UV ha sido propuesta como otro factor determinante en la
epidemiologia de la infeccién, ya que a medida que aumenta la radiacion
también lo hace la mortalidad de la L3 [43]. En consecuencia, los pastos con
forrajes elevados protegen a las larvas de la radiacién UV, mientras que los
pastos bajos las dejan expuestas. En climas calidos, como es el caso de Espafia, a
menudo se registran temperaturas elevadas y dias soleados en épocas secas, lo
que aumenta la tasa de mortalidad de las formas de vida libre, por lo que es
importante considerar la temperatura y la radiacién juntas para estimar la

mortalidad.

Aunque menos estudiada, la humedad también es un factor importante
en el desarrollo del huevo hasta Ls de los NGI. Las L1 y L2 se desarrollan en el
interior de las heces y el nivel de desarrollo larvario esta en gran medida
determinado por la humedad de la materia fecal, del suelo y de las
precipitaciones [23]. Asi, es razonable suponer que las épocas de sequia tienen

impacto en el desarrollo del parasito, no obstante, en regiones secas con sistemas
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de regadio se ha observado que H. contortus prolifera con facilidad [45]. La
migracion de las Ls a través de las heces depende de la humedad y de la lluvia,
que favorece la disgregacion de las heces y por lo tanto la liberacion de las larvas
de la materia fecal [46,47]. Las Ls presentan movimientos ondulatorios y pueden
desplazarse vertical y horizontalmente, aunque su desplazamiento se ve
afectado por la humedad relativa del ambiente. La mayoria de las larvas de H.
contortus migran hasta 10 cm desde las heces, pero en condiciones ambientales
favorables una pequefia parte pueden llegar a desplazarse hasta a 90 cm de
distancia de la materia fecal en tan solo 24 horas. Las larvas de NGI también
migran verticalmente, pero no pueden desplazarse a mas de 5 cm del suelo. Esta
limitacién tiene importantes implicaciones en la epidemiologia debido a que los
animales que se ven forzados a pastar en pastos bajos presentan una mayor tasa
de infeccién y, por consiguiente, una mayor eliminacion de huevos [23].
Relacionar la supervivencia de las larvas con la exposicion a la radiacion UV, la
temperatura y la humedad resulta interesante para disefiar un programa

adecuado de manejo de pastos [43].

Las Ls sobreviven en el pasto durante el invierno y comienzan su
desarrollo al llegar la primavera, aumentando su abundancia en el pasto. Esta
época coincide con el periparto, por lo que los corderos recién nacidos y
especialmente susceptibles, son infectados mas facilmente. Ademas, los
hospedadores adultos previamente infectados, eliminan mas huevos junto con
las heces, contribuyendo a la contaminacion de los pastos [48]. Sin embargo,
cuando las condiciones climaticas durante el invierno han sido adversas y la
supervivencia de las Ls se ha visto comprometida, las larvas entran en estado de
hipobiosis —ver apartado 3.4- y adquieren un papel importante en la transmisién
ya que las larvas reanudaran su desarrollo de forma sincrénica al llegar la
primavera, contribuyendo de esta manera a la contaminacién de los pastos,
infectando a los corderos de poca edad y con el sistema inmune ain no

desarrollado [23].
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Dado que el desarrollo, la supervivencia y la dinamica poblacional de los
NGI esta vinculado al medio ambiente, el cambio climatico puede tener un
profundo impacto sobre la epidemiologia de cada especie [49]. Se ha sugerido
que el cambio climatico puede alterar los patrones de desarrollo de las etapas de
vida libre de los parasitos. Por ejemplo, H. contortus, puede verse beneficiado por
el aumento de la temperatura en el norte de Europa, aumentando su presion de
infeccién y ampliando su distribucién [50,51]. Por otra parte, se esperan tasas de
infeccién mas elevadas para T. circumcincta debido a que el aumento de la
temperatura en invierno favorecera la supervivencia de L3, aumentando su

disponibilidad los primeros meses del afio [48-50].

3.4. Hipobiosis

Bajo circunstancias aun desconocidas, una porcién de larvas de
determinadas especies de NGI cesan su desarrollo durante periodos de tiempo
prologados para posteriormente reanudarlo. Durante este tiempo, el
metabolismo de las larvas se encuentra reducido al minimo, no se alimentan y
tampoco se desplazan. Este fendémeno se conoce como hipobiosis, y puede
ocurrir en diferentes estadios del ciclo bioldgico del parasito dependiendo de la
especie. A pesar de que el momento en el que se produce la hipobiosis es
caracteristico de cada especie, la mayoria de los NGI que afectan a rumiantes
entran en hipobiosis ya dentro del hospedador, como larva de estadio Ls, de
estadio L4+ o de estadio Ls, dependiendo del género involucrado. Por ejemplo,
Trichostrongylus spp entra en estado de hipobiosis en estadio L3, mientras que en
T. circumcincta, H. contortus y Cooperia curticei ocurre en estadio Ls y Dictyocaulus
viviparus como Ls o preadulto. Nematodirus battus y Nematodirus filicollis son casos
inusuales ya que pueden entrar en hipobiosis tanto en etapas parasitas como en
la etapa de huevo [52,53].

Los mecanismos responsables de este fendmeno atin no se comprenden
totalmente o no se han identificado. Se han propuesto varios factores que

podrian influir en la detenciéon del desarrollo. Las primeras hipdtesis apuntaban
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a la interacciéon parasito-hospedador, en particular a la resistencia que este
presentaba a la infeccion. Sin embargo, esta hipdtesis ha sido descartada debido
a que hospedadores susceptibles presentan larvas que no habian continuado su
desarrollo [54]. Actualmente, se reconoce que la hipobiosis es un fenémeno
fundamentalmente relacionado con factores ambientales estacionales que acttian
anticipAndose a condiciones ambientales adversas y garantizando la
supervivencia de las subsiguientes fases externas [52,53]. Existen varios factores
que favorecen la hipobiosis y que se cree interaccionan entre ellos. Estos factores
se tienden a clasificar en tres categorias diferentes; factores relacionados con el
hospedador, factores ambientales que actdian sobre el hospedador y factores

relacionados con el parasito [52,53].

Los mecanismos responsables de la reanudacion del desarrollo que ponen
fin al periodo de hipobiosis tampoco se conocen completamente. Este fenémeno
parece ser sincronico, y existen diversas hipotesis que tratan de explicar cual es
el estimulo principal que lo desencadena. Se ha detectado la reanudacién del
desarrollo larvario en ovejas gestantes y tras el parto, lo que apoyaria la hipdtesis
de que la hipobiosis es un fenémeno que facilita la transmisién cuando hay
disponible un mayor nimero de hospedadores susceptibles, en este caso los
corderos recién nacidos. Otro factor clave en la reanudacion del desarrollo de las
larvas en estado de hipobiosis parece ser la aplicacion de farmacos
antihelminticos, ya que las larvas hipobioticas retomarian su desarrollo a medida
que se reduce la densidad poblacional de parésitos adultos. La eliminacion de
las formas adultas, bien por eliminacién natural o bien por uso de tratamientos,

permitiria entonces el desarrollo de las larvas inhibidas [52,53].

Signos clinicos y patologia

Las infecciones por NGI provocan alteraciones importantes en el sistema
digestivo del hospedador. Los signos clinicos asociados varian segtn la carga

parasitaria, la especie de parasito o el estado inmunitario del hospedador. La
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forma aguda de la enfermedad es mas comuin en animales jovenes y cursa con
gastroenteritis, diarrea, debilidad, deshidratacion, pérdida del apetito e en casos
extremos la muerte del animal [55,56]. Las infecciones crénicas son mas comunes
en animales adultos y se caracterizan por depresion voluntaria del consumo de
alimento, pérdida de peso progresiva y desnutricién; cuando las cargas
parasitarias son elevadas pueden llevar a la muerte del hospedador [31]. H.
contortus es un parasito hematéfago que cursa con anemia y edema
submandibular, lo que lo convierte en una especie mas patdgena y con indices

de mortalidad mayores [57].

Durante la necropsia de animales infectados se puede observar
macroscOpicamente un engrosamiento de la mucosa, hiperplasia de las
glandulas gastricas, ulceracion superficial y la presencia de parasitos [58]. En
infecciones por T. circumcincta es comun la presencia de lesiones superficiales
ulcerosas de color violeta con unas erosiones mas profundas y hemorragicas que
presentan una zona central deprimida, coincidiendo con el orificio por donde
sali6 la larva al lumen [59]. MicroscOpicamente se evidencia la presencia de
inflamaciéon y células inmunitarias como eosindfilos, linfocitos, leucocitos

globulares o mastocitos [60,61].

La fisiopatologia de la infecciéon va a diferir segtin la especie. Aquellas
especies, como T. circumcincta, cuyas larvas penetran en las glandulas gastricas
del abomaso, provocan hipertrofia e hiperplasia de las células productoras de
moco, erosiéon de la mucosa y disminucion del nimero de células parietales
funcionales encargadas de la secrecién de acido clorhidrico (HCI). En contacto
con el HCl del contenido gastrico, la proenzima pepsindgeno se activa
transformandose en pepsina activa, una enzima que hidroliza las proteinas en
péptidos de menor tamafio para su digestion. La disfuncionalidad en la
producciéon de HCl provoca un aumento en el pH reduciendo la conversion a
pepsina, lo que da como resultado niveles elevados de pepsindgeno en plasma

y una reduccion en la digestion proteica [61]. La disminucidn de la concentraciéon
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de HCI se ha asociado a un incremento de las poblaciones bacterianas,
produciendo hipergastrinemia, lo que a su vez provoca un aumento de
peristaltismo y afecta al proceso de activacion del pepsindgeno [62]. Ademas, el
aumento de gastrina frecuentemente se ha asociado con la inapetencia,
posiblemente para evitar la ingesta de alimento durante la reparacién de la

mucosa [61].

Estas infecciones tienen consecuencias indirectas sobre el metabolismo del
hospedador, principalmente relacionado con el metabolismo proteico. El
hospedador debe reparar los dafios producidos por el parasito y generar una
respuesta inmunitaria que comporta significantes costes nutricionales y un
aumento de demanda nutricional. Sin embargo, la respuesta a la infeccién es una
reduccién de la alimentacién y por consiguiente la reduccién de los niveles

proteicos disponibles [63,64].

4. Respuesta inmunitaria frente a la infeccion por

nematodos gastrointestinales

El desarrollo de nuevos métodos de control de las nematodosis
gastrointestinales basados en la respuesta del hospedador, como las vacunas,
parte de la necesidad de comprender en detalle los complejos mecanismos
envueltos en la respuesta inmunitaria frente a los NGI. Los nematodos son
parasitos obligados totalmente adaptados a su hospedador, cuya supervivencia
depende de encontrar un equilibrio con la respuesta inmunitaria que les permita
desarrollarse produciendo enfermedades subclinicas y crénicas [65].
Generalmente, estas infecciones no son graves, y solo unos pocos hospedadores
presentan cargas parasitarias elevadas y compatibles con la muerte del animal
[65]. Los nematodos representan un gran desafio para el sistema inmune del

huésped al estar protegidos por una gruesa cuticula externa que el sistema del
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complemento o los linfocitos T no pueden destruir. Para poder eliminar la
infeccidn, el sistema inmune debe utilizar células que puedan perforar y destruir
la cuticula o bien atacar a través de los puntos débiles, como el tracto digestivo
del parasito [65].

Cuando un parasito penetra en el organismo del hospedador, se
desencadena la respuesta inmunitaria. Se trata de una repuesta compleja en la
que tiene tanta importancia la respuesta inmunitaria innata, constituida por
células de respuesta rapida que carecen de memoria, como la respuesta
inmunitaria adquirida, que se hace efectiva tras varios dias [65]. La tasa de
desarrollo de la inmunidad es un proceso tan complejo como variable, que se
basa en interacciones que involucran diversos factores intrinsecos como el nivel
de nutricién, la edad, el sexo, la raza del hospedador, el estado hormonal o
reproductivo, asi como factores extrinsecos como la especie de NGI o la
intensidad de la infeccién [61,66-68]. En corderos, la inmunidad empieza a
desarrollarse a partir de los 2-3 meses de edad, momento en el cual comienzan a
demostrar competencia inmunitaria tras ser expuestos regularmente a
infecciones larvarias [69]. Sin embargo, esto ocurre de manera desigual para cada
parasito, por ejemplo la capacidad de controlar la infecciéon por N. battus se
desarrolla durante los primeros meses de vida, mientras que la inmunidad frente
a T. circumcincta se desarrolla lentamente y alcanza su punto maximo alrededor
de los 12 meses de edad [70,71]. Las ovejas adultas permanecen relativamente
resistentes a la infeccién, presentando cargas bajas, aunque requieren
exposiciones regulares para conservar la inmunidad [72]. De especial interés es
la capacidad que tienen algunas ovejas para resistir la infecciéon por NGI o no
sufrir signos clinicos graves. De hecho, se ha descrito en repetidas ocasiones la
capacidad que presentan algunas razas ovinas de ser mas resistentes a la
infeccion que otras. Incluso, se ha sugerido que las razas de pelo, en vez de lana,
presentan un mayor nivel de resistencia a infecciones por NGI [73,74]. La
competencia inmunolégica puede dirigirse de diferentes maneras; el

hospedador puede presentar la capacidad de expulsar al parasito en sus etapas
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mas tempranas, puede provocar un acortamiento del tamafo del parasito y, por
lo tanto afectar a su fecundidad, o puede tratarse de una combinacién de ambas

[68].

Cuando un parasito penetra en el organismo se desencadenan una serie
de reacciones en el sistema inmune del huésped. Primero entran en juego los
componentes de la respuesta inmunitaria innata, cuyo papel principal es la
deteccion de los NGI, la evitacion de su establecimiento y la orientacién de la
respuesta hacia la respuesta inmunitaria adquirida [68]. En el apartado 4.1 se
expondran los componentes que intervienen en la respuesta inmunitaria frente

a NGI mas relevantes para esta Tesis Doctoral.

4.1. Componentes del sistema inmune

4.1.1. Eosinéfilos

Los eosindfilos son células polimorfonucleares cuyas caracteristicas mas
relevantes son su nucleo bilobulado y la presencia de unos granulos en el
citoplasma que se tifien con colorantes acidos, como la eosina [22,65]. Se trata de
células efectoras del sistema inmune, que se originan en la médula 6sea y
permanecen en sangre periférica alrededor de 30 minutos antes de llegar a los
tejidos, principalmente al tracto gastrointestinal, donde se establece una
poblacién relativamente uniforme [22,65]. Presentan dos tipos de granulos; los
granulos primarios que contienen arilsulfatasa, peroxidasa y fosfatasa acida, y
los granulos cristaloides, que contienen una proteina basica rodeada por una
matriz que contiene la proteina catidnica del eosinofilo, peroxidasa del eosinofilo
y neurotoxina derivada del eosindfilo [65]. Durante una infeccion causada por
nematodos, el nimero de eosindfilos en sangre y en tejido aumenta
drasticamente [75-77]. Estos presentan una migracién direccional muy evidente,
dirigiéndose hacia objetivos concretos del parasito, donde liberan el contenido
de sus granulos directamente sobre la cuticula de los vermes [22]. La proteina

catidénica y la neurotoxina de los eosindfilos son letales para los helmintos.
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Algunos parasitos de rumiantes como H. contortus y T. circumcincta producen
factores quimiotdcticos que atraen a los eosinoéfilos. Esto ha hecho cuestionarse
la funcién protectora de los eosinofilos, sugiriendo que algunos NGI fomentan
el reclutamiento celular porque el dafio tisular que provocan estas células en la

pared gastrointestinal facilita la invasion parasitaria (Figura 7) [65,78].

Eosinéfilo Proteina cationica del eosindfilo

Peroxidasa del eosindfilo
Neurotoxina

Arilsulfatasa
Peroxidasa
Fosfatasa acida

Figura 7. Algunas de las moléculas liberadas por los eosindfilos causan dafio en la cuticula
de los parasitos helmintos. Modificado de Tizard., (2009).

La movilizacion de los eosinoéfilos desde la medula dsea y su activacion
esta estimulada por la presencia de varios factores quimiotacticos como la IL-5,
producida por los linfocitos Th2 y los mastocitos, a la vez que son atraidos hacia
el sitio de desgranulacion de los estos dltimos [65]. Los eosinoéfilos activados
producen metabolitos toxicos derivados del oxigeno y sintetizan una variedad
de mediadores de lipidos, que incluyen prostaglandinas y leucotrienos, que
causan dafo a las larvas de los parasitos al producirse la desgranulacion sobre
su superficie [22]. Los eosinofilos también sintetizan muchas citoquinas distintas
que inhiben la respuesta tipo Th1, y aseguran la respuesta Th2 en las zonas de
acumulacién de eosinofilos [65]. Aunque la principal funcién de los eosindfilos
es citotoxica, estos también desempefian un papel crucial en la recuperacion del

tejido dafiado [22].

4.1.2. Mastocitos/ leucocitos globulares

Los mastocitos son una poblacion de leucocitos que derivan de células
hematopoyéticas y se encuentran en el tejido conjuntivo, mucosas, piel y

alrededor de los nervios. Miden entre 15-20 um de diametro y presentan un

33



INTRODUCCION

nucleo grande y arrifionado con un citoplasma repleto de granulos. Se originan
en la médula dsea y desde ahi migran a los tejidos donde maduran y sobreviven
durante meses. Segun el tejido donde se encuentran, se distinguen dos
poblaciones diferentes: los mastocitos del tejido conjuntivo y los mastocitos de
la mucosa, que difieren principalmente en su tamafo, vida media y composicién
de los granulos. A su vez, los mastocitos de la mucosa pueden encontrarse en la
lamina propia o bien en el epitelio. Son estos tltimos los que reciben el nombre

de leucocitos globulares (LG) [22,65].

La activacion de los mastocitos/LG esta estimulada predominantemente
por la interaccion de los antigenos helmintos con el anticuerpo IgE unido al
mastocito a través de los receptores FceRI (Figura 8), pero también existen otras
vias de activacién, por ejemplo a través de la via alternativa del complemento o
de los PRR [65,79]. Con la degranulacion se libera al ambiente citoquinas,
proteasas, moléculas vasoactivas y quinasas que estimulan la reaccién de
hipersensibilidad tipo 1. Esta reacciéon produce la degradacion de la cuticula de
la larvas, provoca el aumento de la contraccion muscular del sistema digestivo,
la permeabilidad vascular, el aumento del moco y el reclutamiento de células
efectoras, lo que contribuye a la eliminaciéon temprana del parasito, que ocurre
antes de que las larvas se implanten en el tejido [22,65,68,80]. Los productos
expulsados durante la desgranulacién provocardn la polarizacion de los
linfocitos T inmaduros hacia una respuesta Th2 que conducira a la secrecion de
IL-4 y, en consecuencia, al aumento de los niveles de IgE, lo que derivara en la
activacion de mas mastocitos. También es importante la produccion de IL-10, que

lleva a la proliferacion de nuevos LG en la lamina propia [65,68,79].
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Transduccion
de sefal

Figura 8. Unién del anticuerpo IgE con el receptor FceRI en la superficie de los
mastocitos/leucocitos globulares. Fuente: Tizard., (2009).

4.1.3. Linfocitos T CD4*y T v

Los linfocitos T son células pequefas con un ntcleo redondo y de gran
tamafio. Se localizan en todo el organismo (6rganos linfaticos, sangre, y
superficies mucosas), aunque se originan en la médula 6sea y se diferencian en
los 6rganos linfoides primarios como el timo [65,81]. Los vertebrados presentan
una gran diversidad de subpoblaciones de linfocitos, conocido como
inmunofenotipo, que se diferencian por las moléculas de su superficie [81]. La
molécula CD4* es uno de los receptores mas comunes capaz de reconocer
antigenos exdgenos procesados a través de interacciones con las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (CHM)- tipo II de las células
presentadoras de antigenos (CPA) [65].

Cabe destacar una subpoblacién de linfocitos T que se caracteriza por
expresar receptores TCR con cadenas yd [81]. Las células T y§ circundantes
representan entre el 30-60% de las células mononucleares en sangre periférica en
rumiantes [82,83]. La elevada proporcidon de esta subpoblacion en rumiantes
respecto a otras especies, se atribuye a la expresion de la molécula workshop

cluster 1 (WC1+) [81]. Las células T y5/WC1+ se encuentran principalmente entre
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los enterocitos del abomaso y una de las principales caracteristicas de esta
poblacion es la velocidad de respuesta ante una infeccién, ya que son las
primeras en responder. Se ha observado que los linfocitos T y6/WC1+ de
rumiantes directamente responden a los patrones moleculares asociados con
patogenos (PMAP) a través de la expresion de estos receptores. Aunque su papel
no se ha clarificado totalmente, se ha llegado a la hipotesis de que desempenan
una funcion relevante en la respuesta inmunitaria innata y se ha propuesto que
pueden actuar como un ligando entre las respuestas inmunitarias innata y

adaptativa [65,81,84,85].

4.1.4. Anticuerpos

Las infecciones por helmintos activan una respuesta protectora de tipo
Th2 productora de anticuerpos. La inmunidad se ha asociado principalmente a
elevados niveles del isotipo IgA, pero también a un incremento en los niveles de
IgE e IgG1 [86]. Mientras que la IgA y la IgE suelen estar presentes en la
superficie de las mucosas, la IgG1 se detecta predominantemente en el suero de
animales infectados [68,87].

LaIgA es el isotipo que predomina en la luz gastrointestinal de mamiferos
y durante mucho tiempo ha sido reconocida como un importante componente
en la defensa contra las nematodosis gastrointestinales [24,57,88]. Se sintetiza en
las células plasmaticas de las mucosas y atraviesa las células epiteliales por
difusién hacia las secreciones externas. Por esa razén se encuentra en cantidades
significativas en saliva, liquido intestinal, secreciones nasales y traqueales,
lagrimas, leche, calostro, orina y secreciones del tracto urogenital. En el sistema
digestivo, la IgA migra a través de los enterocitos, donde se combina con los
receptores pIgR. El complejo IgA-pIgR es transportado en vesiculas hasta la
superficie celular y una vez en el lumen, el receptor pIgR se escinde del enterocito
y permanece unido a la IgA, protegiéndola de la degradacion por parte de las

proteasas. A este complejo se le denomina IgA secretora (IgAs) (Figura 9) [65].
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Figura 9. La inmunoglobulina A (IgA) es secretada por las células plasmaticas de las
mucosas y se combina con los receptores pIgR en el interior de los enterocitos, formando
el complejo IgA-pIgR. Fuente: Tizard et al. [65].

La mayor parte de la inmunoglobulina IgE se encuentra unida a los
receptores Fce de los mastocitos, donde tienen una vida media de unos 11-14
dias. La IgE es secretada por los linfocitos B previamente estimulados por las
citoquinas IL-4, IL-5 e IL-13 producidos por los linfocitos Th2. Esta
inmunoglobulina presenta elevada afinidad por los receptores FceRI presentes
en la membrana de los mastocitos, a los que se une de manera irreversible.
Cuando esto ocurre, el mastocito queda sensibilizado para poder responder ante
un antigeno presente en el tejido. En ese momento, el mastocito se activa de
inmediato eliminando el contenido de sus granulos. A su vez, los mastocitos
estimulados también producen IL-4, IL-5 e IL-13, incrementando la
diferenciacién de linfocitos Th2, que a su vez, estimularadn la diferenciacion de
nuevos linfocitos que producirdn IgE, dando lugar a una actividad inmunitaria
excesiva, y generando la inflamacién aguda caracteristica de la reaccién de

hipersensibilidad tipo I [65].

La IgG se sintetiza en las células plasmaticas del bazo y de la médula dsea
y se encuentra predominantemente en el suero sanguineo, representando el 80%
del total de inmunoglobulinas presentes en suero. Se trata de la

inmunoglobulina de menor tamafo, y se extravasa facilmente desde los vasos
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sanguineos a los tejidos y fluidos corporales, especialmente al calostro donde se
encuentra en concentraciones muy elevadas. La IgG presenta una alta afinidad
con los receptores Fc a los que se une irreversiblemente. La subclase IgGies la
mas relacionada con las infeccion por helmintos y su secrecion esta regulada
principalmente por las citoquinas IL-4 de la respuesta Th2 [68,87]. En infecciones

por NGI, la concentracion de IgG aumenta 14 dias tras la infeccién [68].

4.2.  Respuesta inmunitaria innata

La superficie interna del tracto gastrointestinal esta cubierta por una capa
de moco producido por las células del abomaso, y que actia como la primera
linea de defensa, junto con el pH acido [68,89]. El moco esta compuesto
principalmente por mucina, pero tras un periodo de 3-5 dias pi, se han detectado
otras biomoléculas como la galectina-11 y la galectina-14. Estas lecitinas,
presentes inicamente en rumiantes, modifican la densidad del moco haciéndolo
mas viscoso, lo que dificulta el desplazamiento y alimentacién de las L4+ de H.
contortus y Trichostrongylus spp [90-93]. La galectina-11 presenta la capacidad de
fijarse sobre la superficie de las L4 y de los adultos inhibiendo su crecimiento y
desarrollo, mientras que la galectina-14, liberada por los eosinofilos, se relaciona
con la expulsién de los vermes [91,94]. Otro mecanismo propio de la inmunidad
innata es la contraccion involuntaria del musculo liso, que facilita y la

eliminacion de los vermes [22].

En el caso de que el parasito supere estas primeras barreras, tratard de
establecerse en la mucosa gastrointestinal. Entonces, adquieren gran
importancia los PRR, que se expresan en las células CPA, células dendriticas y
en los macrofagos, y que identifican patrones moleculares asociados a patogenos

dando lugar a la respuesta inflamatoria [68,95].

En el lugar de la infeccidn, las células de la respuesta inmunitaria innata

reclutan y activan a los mastocitos. Tal y como se explicd anteriormente, los

38



INTRODUCCION

mastocitos que se encuentran en el epitelio se denominan leucocitos globulares-
ver apartado 4.1.2-. Esta poblacién presenta granulos de mayor tamafo y son
considerados como el estadio efector final de los mastocitos [22,95,96]. Los LG se
encuentran dispersos en el tejido y su activacion se produce mediante la union
de IgE con el receptor de membrana FceR1, aunque también presentan otra via
de activacién a través de interaccion directa con los PRR. El principal rasgo de
los LG es la presencia de granulos en su interior, los cuales contienen potentes
mediadores como heparina, histamina y proteasas. Tras una estimulacién
primaria, también producen IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 que son
liberados a los tejidos circundantes cuando se produce la desgranulacion
[22,68,92]. La liberacion de estos mediadores tiene como proposito la eliminacion
del parasito y a reduccion de la fecundidad mediante el reclutamiento de células
efectoras como los eosindfilos, la sintesis de moco o incluso al aumento de

contracciones musculares [22,65] .

El aumento en el niimero de eosindfilos también es caracteristico en las
infecciones provocadas por NGI. El desarrollo de los eosindfilos es promovido
por la presencia de IL-3 e IL-5. Los eosinofilos maduros se activan a través de la
union de IgA o IgG a sus receptores de superficie y migran direccionalmente
hacia dianas concretas del parasito [22,97]. Los eosindfilos producen dafos en
las larvas L4+ mediante la desgranulacién y ademas participan en la recuperaciéon
del tejido dafiado [68]. Aunque la informacion disponible parece indicar que los
eosinofilos desempenan un papel relevante en el mecanismo de resistencia a
parasitos como H. contortus y T. colubriformis, parece que en las infecciones por
T. circumcincta no hay consenso; hay autores que asocian una fuerte eosinofilia
durante la infeccion por T. circumcincta con una mayor susceptibilidad por parte
del hospedador [75,76,98,99]. De hecho, se ha comprobado que T. circumcincta
produce factores quimiotacticos que atraen a los eosinofilos fomentando su
reclutamiento, lo que sugiere que el dafo tisular local provocado por estas

células genera el ambiente adecuado para el establecimiento larvario [65].
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43. Respuesta inmunitaria adaptativa

Paralelamente, las células CPA y los macréfagos tienen un papel
fundamental en la activaciéon de la respuesta inmunitaria adaptativa. Estas
células captan los antigenos del parasito, los procesan y migran a los ganglios
linfaticos regionales para presentar los antigenos a las células T inmaduras, lo
que inicia la respuesta inmunitaria adaptativa que tiene como resultado final la
diferenciaciéon de los linfocitos T y la proliferacién de nuevos [68,95]. Existen
diversos tipos de células T, entre los que se encuentran los linfocitos Th, que son
los que mas relevancia tienen en la respuesta inmunitaria frente a una infeccién
por helmintos. Estas células expresan la proteina de superficie CD4*y generan
senales que inician la maduracién de los linfocitos B, linfocitos Tc y macrofagos.
Asimismo, los linfocitos Th se pueden diferenciar en Thl, Th2, Th17 y T

reguladores (T reg) segtin las citoquinas que producen [68,95].

Las células presentadoras de antigeno interaccionan con los linfocitos T
CD4+ a través de los receptores CMH-II, en ese momento la respuesta se dirige
hacia Th1, Th2 o Th17 [68,95,100]. Las infecciones por helmintos desencadenan
una fuerte respuesta protectora tipo Th2, caracterizada por la elevada
produccion de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, produciendo el reclutamiento de los
eosinofilos y mastocitos en la mucosa abomasal y la produccién de las
inmunoglobulinas IgA, IgE e IgG por parte de los linfocitos B activados
[65,68,95]. Sin embargo, en determinadas ocasiones el hospedador desarrolla
una respuesta de tipo Thl. Esto se ha estudiado extensamente en ratones
infectados con Trichuris trichura. Los ratones que eran capaces de controlar la
infeccién secundaria tras una primo infeccién presentaban una respuesta tipo
Th2, mientras que los que no la pudieron controlar mostraron una respuesta tipo
Th1 [65,101]. No se conoce completamente el motivo de que un animal desarrolla
una respuesta tipo Th1 o Th2, pero parece estar determinado por la forma en que
las células dendriticas procesan y presentan los antigenos [65]. La respuesta
promovida por los linfocitos Th17 esta relacionada con la respuesta a hongos y

bacterias, aunque en los tltimos afios se han relacionado estos linfocitos con la
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inflamacion aguda promovida por el reclutamiento de neutrofilos en el sitio de
la infeccidn. Los linfocitos T reg suprimen la actividad de los otros linfocitos

permitiendo la tolerancia inmunitaria y evitando la autoinmunidad [68,102].

La principal caracteristica de la respuesta Th2 es la presencia de IL-4, que
induce la activacion de macréfagos que cicatrizan y reparan tejidos [92,103]. La
IL-13 promueve la reparacién de tejidos, induce la produccion de moco y
colabora junto con la IL-9 en el reclutamiento y activacién de mastocitos [68]. Por
su parte, la IL-5, ademas de desencadenar la eosinofilia, también fomenta la
secrecion de anticuerpos por parte de las células B [104]. Las sefales quimicas
de los linfocitos Th2, junto con la unién de anticuerpos sobre la superficie de las
células B inmaduras, estimula su diferenciacion en células plasmaticas
productoras de anticuerpos de alta afinidad contra la molécula especifica que
han reconocido [95]. En la respuesta inmune de ovejas a infecciones por NGI, se
han detectado los anticuerpos IgA, IgE e IgG1. El anticuerpo IgA parece jugar
un papel mas importante en infecciones por NGI, especialmente en la resistencia
a la infeccion por T. circumcincta, mediante la limitacion del crecimiento de las L4

y su fecundidad [95,98,105-107] (Figura 10).
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Figura 10. Respuesta inmune a la infeccién de nematodos gastrointestinales en oveja.

Modificado de McRae et al. [68].
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5. Métodos de control

51  Control quimico

Entre las décadas de 1960 y 1980, se desarrollaron y salieron al mercado
los primeros farmacos antihelminticos (AH). Desde ese momento y a lo largo de
los ultimos sesenta afios, han sido empleados como métodos de control con el
fin de minimizar las pérdidas econémicas [108,109]. Los primeros AH se
aplicaban durante las épocas de pastoreo y se recomendaba repetir el
tratamiento con relativa frecuencia, sobre todo para controlar a H. contortus, un

NGI hematéfago que provoca elevadas pérdidas productivas [23,110].

Los AH pueden definirse como farmacos que reducen la carga parasitaria
en el huésped a un nivel tolerable; matan a los parasitos (vermicida), inhiben su
crecimiento o los paralizan (vermifugo). También reducen la acumulacion de

huevos en el medio ambiente y la consecuente presencia de larvas [109].

Los AH mas importantes que se encuentran actualmente en el mercado

podemos agruparlos en las siguientes familias;

- Benzimidazoles (BZD): Fueron lanzados al mercado en la década de
1960. Los primeros BZD comercializados actuaban frente a formas adultas y
larvarias. Con el tiempo se desarrollaron nuevos farmacos con mayor espectro
de accion (albendazol, fenbendazol y oxfendazol), que también tienen efecto
frente a larvas en hipobiosis y huevos. Ademas, se describiéo un aumento en la
eficacia de estos nuevos farmacos, lo que se tradujo en una reduccion de la dosis
terapéutica [111,112]. Su mecanismo de accidon consiste en la unidn selectiva de
los BZD a la subunidad {3 de la tubulina del parasito. Esto inhibe su
polimerizacién y por lo tanto la formacién de los microtiibulos que conforman
una importante fraccion proteica del citoesqueleto provocando la destruccion de

la célula y la consiguiente muerte del parasito [25,111].
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- Lactonas macrociclicas (LM): La primera LM comercializada fue la
ivermectina, lanzada al mercado en 1981. Desde su aparicidn, esta familia de
farmacos se popularizo6 siendo el grupo mas utilizado en medicina veterinaria
debido principalmente a la alta seguridad que ofrecen unido un amplio espectro
de accién, que no solo incluye NGI sino también artropodos, ademas de un
efecto prolongado en el tiempo [109,113]. Las LM se dividen en avermectinas y
mibemicinas. Las primeras son productos de fermentacién de la bacteria
Streptomyces avermitilis e incluyen la abemectina, la ivermectina, la doramectina
y la eprinomectina. Al segundo grupo de farmacos pertenecen la mibemicina D,
la moxidectina y la selemectina y se obtienen a partir de la fermentacion de
Streptomyces hygroscopicus y Streptomyces cyanogrisum. Dentro de este grupo, el
farmaco mas utilizado es la moxidectina, debido a que presenta larga
persistencia en el organismo, por lo que es el farmaco de elecciéon en
formulaciones de accién prologada o frente a cepas resistentes [114]. Las LM son
antagonistas selectivas e irreversibles de los canales de cloro (Cl-) activados por
glutamato, los cuales estan presentes en nematodos y artropodos, pero ausentes
en mamiferos. Esta interaccion provoca un incremento de la permeabilidad de
Cl-que da lugar a una hiperpolarizacion celular y a una paralisis de los musculos
del parasito, entre ellos los faringeos, por lo que el parasito muere de inanicién
[115].

- Imidazotiazoles (IM): Esta familia presenta su mecanismo de accion
frente a adultos y larvas de NGI y nematodos pulmonares, pero pierden eficacia
frente a larvas hipobidticas y carecen de actividad frente a huevos de cestodos y
trematodos [109,116]. Los IM actian como agonistas colinérgicos en los
receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) de las células neuromusculares
del nematodo. El ligando bioldgico de estos receptores es la acetilcolina, que
encarga de controlar el flujo de sodio (Na?) y potasio (K*) al interior y exterior
de la célula, para activar una cascada de reacciones que lleva a la contraccion
muscular. La accion de los IM despolariza el sistema neuromuscular del

nematodo, provocando una contraccion y pardlisis muscular espastica. El
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parasito, por lo tanto, no es capaz de moverse libremente, alimentarse, ni
reproducirse, lo que conduce a su muerte y expulsioén al medio externo [117,118].

- Derivados de aminoacetonitrilo (AAD): Durante mas de 25 afios no se
lanz6 ningtn farmaco AH al mercado, hasta que en el afio 2010 la empresa
Novartis Animal Health sacd al mercado australiano el monepantel, un nuevo
farmaco antihelmintico con accién nematocida frente a Ls de H. contortus, T.
circumcincta, Trichostrongylus spp, Cooperia spp, Nematodirus spp, Chabertia ovina

y Oesophagostomum venulosum en una dosis tnica de 2,5 mg/kg [119]

Los AAD son compuestos sintéticos de bajo peso molecular que han
demostrado tener actividad antihelmintica efectiva contra NGI, incluyendo
cepas resistentes a otros farmacos, motivo por el cual la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) recomendd su uso en estos casos [120]. Estos farmacos
provocan hipercontraccidon de los musculos del parasito que conduce a paralisis
corporal, contracciones espasmodicas de la faringe y finalmente la muerte. Esto
se debe a que la subunidad Hco-MPTL-1, presente tnicamente en los
nematodos, se ve forzada a abrirse ante un estimulo, pero ha perdido la
capacidad de cierre, lo que provoca un flujo constante de iones que llevan a la

despolarizacién celular y la consecuente paralisis muscular [121].

- Espiroindoles: El derquantel fue el primer farmaco de esta familia
lanzado al mercado bajo el nombre de STARTECT®en el afio 2010. Se trata de un
compuesto semisintético elaborado a partir de la parahercuamida, obtenida tras
la fermentacion de Penicillium simplicissimum [122]. Este farmaco no es efectivo
frente a todos los géneros de NGI, por lo que se ha formulado en combinacién
con una LM, mas concretamente la abamectina. Su aplicacion individual como
tratamiento antihelmintico solo es eficaz frente adultos y L4 de Trichostrongylus
spp. y C. curticei, asi como frente a adultos de H. contortus y N. spathiger. Presenta
baja eficacia frente a T. circumcincta y escasa frente a Oesophagostomum
columbianum y T. ovis. Sin embargo, en combinacién con la abamectina (2 mg/kg

derquantel + 0,2 mg/kg abamectina) su espectro de acciéon aumenta y es eficaz
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frente a las L4 y adultos de todos los géneros de NGI con importancia veterinaria.
El derquantel actia inhibiendo los canales 45-pS de los receptores de nAChRs
del subtipo B, provocando la paralisis muscular del parasito y facilitando su

expulsion al hospedador [123].

Aunque los BZD, LM e IM son los farmacos mas utilizados para el
control de las nematodosis gastrointestinales, existen otros de uso menos comutn
como las tetrahidropirimidinas (pirantel), salicilanilidas (closantel), fenoles
halogenados (nitroxinil). Estos fAirmacos presentan menor espectro de accién y
efecto que los tres anteriores, por lo que se usan, generalmente en combinacién

con otros farmacos [122,124].

5.2 La resistencia antihelmintica

Desde que comenz¢ su comercializacion hasta la actualidad, los farmacos
AH han sido la base para el control de las infecciones por NGI en medicina
veterinaria y probablemente lo seran durante los proximos afios debido a la falta
de vacunas [125,126]. El control realizado mediante la aplicacion de tratamientos
con farmacos AH ha sido exitosa debido fundamentalmente a su elevada eficacia
y su gran margen de seguridad. Sin embargo, en la mayor parte de los casos
estos tratamientos se han aplicado sin la realizacién de un diagnoéstico previo, de
manera profilactica, incorrecta, indiscriminada y/o subdosificada, lo que ha
derivado en la apariciéon de parasitos resistentes [127]. El primer caso de
resistencia antihelmintica (RA) fue descrito en H. contortus frente a los BZD en
1964 y desde entonces se han publicado numerosos informes de resistencia a las
diferentes familias de farmacos de varias especies de tricostrongilidos a lo largo
del mundo [128-132]. Para 1990, la RA ya no era un potencial problema futuro y

se convirtioé en una preocupacion real [133].

Los datos actuales muestran que la prevalencia de la RA es desigual y
varia por regiones, siendo Australia una de las areas geograficas mas afectadas.

En este pais, se ha detectado resistencia a la ivermectina en el 91% de las
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explotaciones muestreadas, y al fenbendazol en el 93%, en explotaciones donde
T. circumcincta o Trichostrongylus spp. eran la especie predominante [134]. La RA
a la avermectina también ha aumentado considerablemente en los tltimos afios

en T. circumcincta y H. contortus llegando a valores cercanos al 80% [134]

En Europa, la prevalencia de la RA es menor que en otras dreas del
mundo, aunque con tendencia alcista. Las especies comtiinmente asociadas a la
RA son H. contortus y T. circumcincta, aunque también se ha detectado en
Trichostrongylus y Nematodirus [135]. En un estudio realizado entre 1980 y 2020,
se ha confirmado la tendencia alcista de la RA para todas las clases de AH,
describiendo un 48% de resistencia a los BZD, un 29% a las LM y hasta el 32% al
Levamisol, aunque no de manera uniforme en todos los paises. En paises como
Irlanda, Reino Unido, Eslovaquia y Republica Checa, se ha detectado la
presencia de RA a los BZD hasta en el 98-100% de las explotaciones muestreadas
[136-138]. A pesar de que en los paises mediterraneos la prevalencia de la RA es
menor, Italia ha informado de niveles de RA a los BZD cercanos al 80%, aunque
la moxidectina sigue siendo eficaz [139,140]. Los datos recopilados en Grecia
revelan un incremente significativo de la resistencia a los AH respecto a los
estudios previos, que informaban de un 16% de explotaciones con RA alos BZD,
en comparacion al 96% de RA informado recientemente [141,142]. A pesar de
que el monepantel y el derquantel han salido al mercado hace tan solo 15 afios,
ya se han detectado casos de resistencia a estos farmacos en algunos paises como
Suiza, Reino Unido, Brasil o Australia [134,143,144]. Sin embargo, la situacion
comenzd a ser verdaderamente critica a comienzos del siglo XXI, cuando se
detectaron las primeras especies que presentaban resistencia a multiples familias
de farmacos, denominadas cepas multirresistentes, principalmente H. contortus,

T. circumcincta 'y Trichostrongylus spp [128,132,145-149].

En el caso de Espafia, la situacién no ha sido evaluada en todas las

regiones y los estudios de prevalencia se enfocan principalmente en el norte de
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la peninsula (Figura 13), por lo que seria conveniente realizar una actualizacién

MJ\ :

///

de la situacion.

Figura 13. Mapa politico del territorio espafiol. Coloreado se muestran los
territorios donde se han realizado estudios de resistencia.

En 2006 se publicé el primer informe de RA llevado a cabo por nuestro
grupo de investigacion entre los afios 1999-2003 en Castilla y Ledn, en el que se
detectd un 12,7% de rebafios resistentes al albendazol, un 15,7% a la ivermectina
y un 34,61% al levamisol. No se detecté multirresistencia en ningtin caso [150].
En el afio 2013, se repitio el estudio, con el fin de actualizar el estado de la RA en
la zona, detectando resistencia al levamisol en el 59,0% de las explotaciones
muestreadas, a la ivermectina en el 27,3% y albendazol en el 13,6%. Ademas, por
primera vez en esta CCAA, se detecté un 27% de rebafios multirresistentes, es
decir, resistentes a mas de una familia de farmacos y siendo ademas uno de ellos
resistente a todos los farmacos testados, incluyendo la moxidectina de accion
prologada. Estos datos mostraron que la resistencia a los BZD y LM se mantuvo
estable en el tiempo, mientras que la resistencia al levamisol aumento
significativamente [151]. En el afio 2020, se publicaron los tultimos datos

disponibles hasta el momento, en un estudio realizado entre los afios 2015-2016,
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que revel6 un porcentaje de resistencia al albendazol del 35%, lo que supone un

incremento de mas del doble en la misma area en 15 afios [25].

En el afio 2008, un informe realizado en Galicia detecté de un total de 72
rebafios un 18% de resistencia a los BZD y tan solo un 3% a las LM; sin embargo,

no se encontr6 ningun rebano con multirresistencia [152].

En la CCAA de Aragon, se publicd en el ano 2012 un informe realizado
sobre 107 rebafios comerciales, en el que se detectd la presencia de RA a BZD en
el 11% de los rebanos mediante técnicas in vitro, aunque se sospeché de animales

infectados por cepas resistentes en el 98% de los rebafios [153].

La RA ha sido descrita como la capacidad que presenta un organismo para
sobrevivir a una dosis de fdrmaco que normalmente mataria a todos los individuos de su
misma especie y estadio [118,127]. En términos practicos, la RA esta presente
cuando la eficacia de un farmaco esta por debajo de lo esperado, relativo al

momento en el que se inicid la comercializacion del farmaco [23].

Los farmacos actuales tienen una eficacia cercana al 99% sobre cepas
susceptibles [126]. Cuando en una poblacién de parasitos hay individuos con
genes de resistencia a una familia de farmacos, estos sobreviven al tratamiento y
sus huevos seran eliminados junto con las heces. En consecuencia, la proporcion
de huevos con genotipo resistente disponibles en el medio serd mayor,
favoreciéndose su expansion en el rebafio [146]. Los parasitos nematodos
presentan una serie de caracteristicas bioldgicas que favorecen el desarrollo de
la RA como sus cortos ciclos de vida, altas tasas de reproduccién y poblaciones
grandes que permiten tener una elevada diversidad genética [154]. Estas
caracteristicas hacen que el tiempo medio de desarrollo de la RA frente a un AH
sea menor de 10 afios [133]. La RA se desarrolla mas rapido cuando el rebario se
somete a una elevada frecuencia de tratamiento [155,156]. La aplicaciéon del
tratamiento somete a los parasitos a una intensa presion de seleccion,
sobreviviendo solo aquellos que presentan con genotipo resistente y eliminando

aquellos con genotipo susceptible (Figura 11). Este hecho, ofrece a los parasitos

49



INTRODUCCION

resistentes una ventaja reproductiva y de replicacion sobre las cepas susceptibles

de entre 2-3 semanas después de la administracion del farmaco [126].

. ‘ . Genotipo susceptible
0000 ___.® __ .¢000
0000 L% G000 0 —

Figura 12. Seleccién de parasitos con genotipo resistente al ser tratado todo el rebafio con
AH.

Otro factor que parece favorecer la selecciéon de parasitos resistentes es
la administracion de una dosis incorrecta del farmaco, generalmente por
subdosificacion. Esto puede ocurrir por un calculo incorrecto de la dosis, un mal
uso/estado de los medios para realizar la desparasitacion o por la presencia de
infecciones mixtas con cepas resistentes a diferentes familias de farmacos AH
[125]. La falta de alternancia en la aplicacion de los farmacos también puede
contribuir a la seleccion de parasitos resistentes.

Para evitar la transmision de parasitos con genotipo resistente entre
explotaciones hay autores que recomiendan mantener en cuarentena los
animales recién adquiridos [125]. Sin embargo, esto entra en conflicto con el
concepto refugio (ver apartado 6.1), que ha tomado fuerza en los tltimos afios y
se ha reconocido como fundamental en el control de las cepas resistentes. Este
concepto hace referencia al mantenimiento de ciertas poblaciones de parasitos,
evitando tratar a todos los animales del rebafio, y por tanto reduciendo la presién
de seleccidn a la que estan sometidos. Para ello, tan solo se tratan selectivamente
los animales con mayores cargas parasitarias, es decir, lo que verian su
productividad mas afectada. De esta forma, el resto del rebafio se convierte en
un reservorio de genes susceptibles que compiten con los resistentes por el
mismo nicho, conservando los dos genotipos, y evitando la seleccién del

genotipo resistente (Figura 12) [157,158].

50



INTRODUCCION

‘ Genotipo suscephible

‘ Genotipo resistente

Figura 12. Concepto de refugio. Resultado de desparasitar la mitad del rebafio. Ambos

genotipos se conservan.

El sistema de manejo y la época del tratamiento también son factores
fundamentales. Comunmente los animales eran desplazados a pastos no
contaminados tras el tratamiento, lo que provocaba que, en el caso de rebafos
resistentes, los pastos se contaminaran exclusivamente con huevos de parasitos
con genotipo resistente [125]. Por esa razon, solamente se aconseja mover a los
animales a “pastos limpios” en aquellos casos donde se haya confirmado la

eficacia del farmaco.

6. Métodos alternativos de control

La evolucién de la RA a lo largo del mundo ha hecho evidente la
necesidad de desarrollar nuevos métodos de control alternativos, enfocados no
solo en eliminar nuestra dependencia de uso de AH, sino también de mantener
la eficacia de los farmacos actuales. Los métodos alternativos se basan en
tratamientos controlados (tratamiento selectivo/dirigido) o alternativos (control
bioldgico), limitacion del contacto del huésped con la fase infectante del parasito
(manejo de pastos, rotacion de pastos, uso alternativo de pastos) o seleccion de
huéspedes capaces de controlar la infeccidon (seleccion genética) [159]. Aunque
todos ellos son métodos alternativos, la seleccion genética se tratard como un

epigrafe individual al tener especial interés en esta Tesis Doctoral.
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6.1.  Tratamiento selectivo y dirigido

El tratamiento dirigido o Targeted Treatment (TT), tiene como objetivo el
uso sostenible de los farmacos AH y la reducciéon de la RA mediante la
disminucion de la frecuencia de desparasitacion. El tratamiento se administra a
todo el rebafio en el momento mas adecuado en funcion de parametros que
cuantifican la infeccién, como puede ser la carga parasitaria, teniendo en cuenta
la necesidad de mantener los refugios [160]. El enfoque de los TT es reducir la
cantidad de tratamientos totales administrados a un rebano, aumentando el
tiempo entre tratamientos, y por lo tanto, minimizando la contaminacién de los
pastos tinicamente con parasitos de genotipo resistente, ya que los parasitos con
genotipo susceptible tienen tiempo suficiente para contaminar los pastos, diluir
la poblacion de larvas resistente en el ambiente, reproducirse dentro del
hospedador y generar descendencia heterocigdtica [158]. Los tratamientos
dirigidos pueden mejorarse aplicando tratamientos selectivos dirigidos o
Targeted Selective Treatment (TST), que consisten en la desparasitacion
individual de los animales con, tedéricamente, mayores cargas parasitarias segtin
paradmetros como la carga parasitaria, el rendimiento productivo, la ganancia de
peso o una combinaciéon de ambos, dejando parte del rebafio sin tratar. En
pequefios rumiantes, tan solo el 20% de los animales de un lote presentan
elevadas cargas parasitarias aportando mas huevos al pasto que el resto del
rebafio. El TST esté dirigido a estos animales que contaminan mas los pastos, y
que se beneficiarian mas del tratamiento, manteniendo al resto de NGI en

refugio al no entrar en contacto con los AH [158,160].

6.2.  Control bioldgico
El crecimiento de una especie esta limitado tanto por factores abidticos
(especialmente el clima, alimentacién y disponibilidad de agua) como por
factores biéticos (bacterias, virus, hongos y depredadores). Los nematodos son

un grupo filogenético amplio con gran cantidad de depredadores [161,162]. De
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entre sus depredadores, el hongo nematéfago Duddingtonia flagrans ha sido el
candidato mas prometedor para controlar la poblacién de NGI gracias a su
habilidad para reducir el nimero de larvas infectantes en el pasto [161,163]. Las
esporas se suministran junto con el alimento, pasan a través del sistema
digestivo del rumiante donde se activan, y una vez en el pasto tienen la
capacidad de atrapar las Ls en las heces evitando que estas migren a la vegetacion
[162]. La eficacia de este hongo ha sido demostrada en ovinos, bovinos y equinos
con valores de reduccién de Ls in vitro entre el 60-99% [164,165]. En algunos
estudios el efecto antihelmintico mejora cuando se combina con otras especies
como Monacrosporium gephyropagum o Harposporium helicoides, pero con
resultados dispares [166,167]. Sin embargo, la aplicaciéon en campo ha arrojado
resultados variables y una serie de inconvenientes, como la necesidad de
administrar esporas regularmente a los animales, ya que durante la digestion se
pierde gran parte de estas. A pesar de ello, ya existe un producto comercializado
en Australia, BloWorma®, que ha presentado resultados prometedores, con
disminucion del nimero de Ls en el pasto, o una menor eliminacién de huevos,
en explotaciones caprinas, bovinas, ovinas y equinas, ademas de en animales

salvajes como alpacas y ciervos.

6.3.  Manejo de pastos

Las estrategias basadas en el manejo de pastos se han estudiado y descrito
desde los afios 60. Estos métodos pretenden reducir el contacto entre el ganado
y las larvas infectantes presentes en la vegetacion, intentando mermar el niimero
de larvas presentes en el pasto [168]. Para poder aplicar estas estrategias es
crucial conocer la epidemiologia del pardsito y sus interacciones con el
hospedador, el clima y el tiempo de supervivencia de la larva en la vegetacién
[169].

Basandose en la tasa de muerte natural del parasito, se han disefiado
diferentes métodos de manejo de pastos, uno de los mas comunes es el sistema

de rotacion de pastos, que consiste en dividir el area total del pasto en diferentes
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subdivisiones, de manera que el ganado ira rotando por cada parcela en periodos
cortos de tiempo (alrededor de 7 dias) evitando al maximo el contacto con la
etapa infectante del parésito, ya que las larvas sobreviven durante un tiempo
limitado [162,169]. A partir de este modelo se ha disefiado una variante
denominada cell grazing system; en este sistema el area total se divide en celdas
aun mas pequefias y un gran numero de cabezas de ganado permanece en cada
una como maximo 2 dias. Asi, el intervalo de tiempo de descanso de una celda
es mucho mayor que en el sistema de rotacion clasico (Figura 14) [162,170]. Estos
métodos, ademas de ser costosos, no siempre logran disminuir el contacto entre
las larvas y el ganado, especialmente en zonas templadas, donde las larvas

infectantes sobreviven mas tiempo en el pasto que en las zonas tropicales [169].

Figura 15. Esquema representativo de los sistemas de manejo de pastos. A)
Representacion del sistema de manejo convencional. B) Representacion del sistema cell
grazing system.

El pastoreo mixto es otro método cuyo fin es reducir las larvas presentes
en la vegetacion. Este método consiste en la alternancia de diferentes especies
ganaderas basandose en la especificad que presentan los NGI por ciertos
hospedadores. No obstante, existen especies de nematodos que afectan a varias
especies huésped, como T. axei, capaz de infectar a caballos, ovejas y vacas, por
lo que es importante intentar prevenir la acumulacion de estas larvas en el pasto

[159,161,169].

54



INTRODUCCION

7. Seleccion genética

La seleccion de animales genéticamente resistentes a la infeccién por NGI
supone un enfoque atractivo para el control parasitario, ya que ademas de
minimizar el uso de AH, también resulta una solucion sostenible a largo plazo
al seleccionar animales con rasgos heredables relacionados con la resistencia a
las infecciones por NGI [74,171]. La respuesta del hospedador frente a una
infecciéon por NGI engloba dos mecanismos de proteccion, la resistencia a la
infeccion y la resiliencia a los efectos de la infeccion [172]. Se considera que un
animal es resistente cuando presenta la habilidad de controlar el desarrollo del
parasito mediante mecanismos como la reduccion del establecimiento larvario,
el retraso del crecimiento del pardsito en su interior, la disminucién de la
fecundidad de las hembras adultas y/o la expulsion de los parasitos adultos con
las heces. En contraposicion esta la resiliencia, que se define como la capacidad
del huésped para resistir o limitar los efectos patogénicos de la infeccion en el
sistema digestivo, manteniendo los pardmetros productivos durante la infeccion
[19,162,173,174]. La resistencia a la infeccion es hereditaria y esta determinada
por numerosos genes (muchos de ellos atin no identificados), cada uno con un
efecto relativamente pequefio, lo que supone una elevada variabilidad entre
razas, asi como entre individuos de la misma raza [171,175,176]. La seleccion
genética se basa en la heredabilidad de los caracteres como herramienta en la
selecciéon de individuos [162]. En particular, las razas ovinas de pelo como la
Red-Massai, Canaria de Pelo, Florida Native y la Barbados Blackbelly, han
demostrado tener mayor resistencia a las infecciones por NGI bajo condiciones
experimentales en comparacion con las ovejas de lana como la raza Canaria, Ille

de France y Suffolk [74,177-181] .

La resistencia a los nematodos es un rasgo poligénico, lo que confiere una
ventaja frente a los métodos de control quimicos, ya que los parasitos se
encuentran bajo una presion de seleccién menor al tener que adaptarse a un

mayor nimero de dianas. Es por ello que la seleccion genética se convierte en
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una alternativa interesante debido a que brinda una solucion sostenible a largo
plazo [74,171]. Por este motivo, se estan implementando programas de seleccion
genética basados en resistencia, resiliencia o una combinacién de ambos segin
si el objetivo es reducir la transmision o si es reducir los signos clinicos [182].
Aungque se han realizado varios estudios al respecto, atin no se han identificado
claramente que gen o genes podrian ser de interés para la selecciéon de animales
resistentes a la infeccién, por lo que se ha recurrido a otras herramientas de

seleccién que se expondran a continuacion.

Se han aplicado una serie de valores fenotipicos como indicadores de
resistencia para estudiar la variabilidad entre razas y entre individuos dentro de
la misma raza. Algunos de estos caracteres fenotipicos mas utilizados son el
numero de huevos en heces, los niveles de anticuerpos especificos o el impacto
en la productividad [182-184]. De todos ellos, el principal valor utilizado hasta
el momento es el numero de huevos por gramo de heces (HGH), ya que es un
caracter con una heredabilidad moderada (h?= 0,2-0,35), que puede evaluarse
mediante métodos relativamente sencillos y que estd relacionado con la carga
parasitaria del hospedador, por lo que puede ser usado como indicativo del nivel
de contaminacion de los pastos [185]. Sin embargo, este caracter presenta
considerables limitaciones, como la necesidad de que el huésped esté expuesto
a los parasitos para poder manifestar la resistencia, y la influencia de factores
como la raza, la edad o el tiempo de exposicion del huésped al parasito durante
el pasto, por lo que algunos autores han sugerido que no se utilice como método
de seleccion de resistencia [74,182]. A pesar de todo, la seleccién de animales
basandose en los HGH esta ampliamente extendida y se ha incluido este rasgo

para disefnar programas comerciales de cria [171].

Alternativamente, también se han estudiado valores inmunitarios como
indicadores de resistencia en rumiantes, principalmente los niveles de
anticuerpos, focalizandose en la IgA. Nueva Zelanda junto con Australia, son

dos de los territorios donde la RA se ha convertido en un problema considerable,
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y por ello han comenzado a implementar métodos de selecciéon de animales
capaces de controlar las nematodosis gastrointestinales [186-188]. Este método
se basa en la deteccion de la IgA especifica presente en la saliva de animales
infectados frente a un antigeno de superficie que se encuentra tinicamente las Ls
de T. colubriformis (Carbohydrate Surface Larval Antigen, CarLA). Niveles altos de
IgA se han relacionado con la supresion del crecimiento de las Ls que se
desarrollaran como adultos de menor longitud, lo que afectara a su prolificidad,
ya que cada hembra producira menos huevos [22,106,189]. El test se comercializa
en Nueva Zelanda, como un kit para la seleccion de corderos tras el destete, bajo
el nombre de CARLA SALIVA TEST. Este test correlaciona negativamente una
mayor reaccion IgA-CarLA con una menor ntimero de huevos en heces y
positivamente con un mayor ganancia de peso [182]. Fairlie-Clarke et al. [190]
demostro que, la respuesta de la IgA frente a CarLA presenta una heredabilidad
del 0,16, mientras que frente a HGH fue de 0,08, por lo que podria ser un buen

candidato para medir resistencia.

Ademas de los niveles de IgA, también se han estudiado otros marcadores
basandose en los componentes clave de la respuesta inmunitaria frente NGI. Las
poblaciones celulares estudiadas mas profundamente han sido los eosinofilos,
los leucocitos globulares, y los linfocitos T CD4*y T y3. En las razas resistentes a
H. contortus, como la Canaria de Pelo, se ha descrito un incremento en el niimero
de eosinofilos tisulares, por lo que se le ha otorgado un papel importante en la
respuesta inmunitaria [68]. Sin embargo, esto no esta tan claro en el caso de
infecciones por T. circumcincta, ya que una marcada eosinofilia se ha relacionado
con mayor susceptibilidad en ovejas Scottish Blackface infectadas
experimentalmente [98]. La poblaciéon de LG también ha sido estudiada
detenidamente, especialmente en infecciones por H. contortus. A esta poblacién
se le ha otorgado un papel fundamental en la variacion del nimero de adultos,
ya que se han detectado correlaciones negativas entre el nimero de adultos
presentes en el abomaso y en niimero de LG en infecciones por T. circumcincta y

H. contortus [95,191]. Por otro lado, diversos estudios han detectado un aumento
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de la poblacion de linfocitos Tyd/WC1+ tras infecciones por diferentes especies
de NGI como T. colubriformis y H. contortus en las razas Blackbelly, Merino y
Canaria de Pelo. Estos estudios otorgan a los linfocitos T y3/WC1+ un papel clave
en el reclutamiento de células efectoras, como los eosindfilos, iniciando la
respuesta inmunoldgica antes de que se dé el aumento del niimero de linfocitos

T CD4+ [192-195].

Otro mecanismo utilizado ha sido la conservacion de razas autdctonas, ya
que estan adaptadas a las caracteristicas del entorno, entre ellas las infecciones
por parasitos como los NGI [174]. Sin embargo, la elevada demanda de
productos de origen animal en el mercado ha obligado a introducir nuevas razas
ovinas mas productivas, como la raza Assaf, aunque no estan tan adaptadas al
medio y por lo tanto tampoco a infecciones por NGI [162,171]. Estas razas, han
sobrevivido gracias a los tratamientos con AH, por lo que han transmitido los
genes de susceptibilidad a su descendencia [171]. Actualmente, se intenta evitar
la introduccion de razas no autoctonas y en muchos lugares se esta considerando
el cruce entre razas mas productivas y las locales- como la raza Salz obtenida del
cruce de hembras de raza Rasa Aragonesa y sementales Romanov- para mejorar
los rendimientos productivos y la resistencia del rebafo a la infeccion [161,171].
A fin de preservar las razas autoctonas, también se estan desarrollando métodos

de seleccion de individuos resistentes dentro de una misma raza [162].

Identificar los marcadores genéticos asociados a la resistencia a la
infeccion permitiria determinar el estado de un animal sin necesidad de una
exposicion previa [196]. Sin embargo, todo apunta a que el control genético de la
resistencia a NGI es un sistema complejo que responde a un efecto poligénico, es
decir esta influenciado por una serie de genes en lugar de un tinico gen, que
ademas varia entre razas. Por esa razon, un polimorfismo puede generar un
efecto en una raza, mientras que en otra puede no tener efecto o presentar el
efecto contrario. Hasta el momento se han realizado estudios de rasgos

cuantitativos (Quantitative trait locus- QTL) y de secuencia (Single-nucleotide
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polymorphism-SNP) para determinar que variaciones podrian contribuir a la
resistencia a la infecciéon [196,197]. De esta forma se han identificado gran
variedad las regiones cromosdmicas y QTL que contribuyen a la variacién en la
resistencia a la infeccion en numerosas razas, a diferentes especies de nematodos
y bajo condiciones experimentales o naturales. Estos resultados resaltan la
complejidad de estos caracteres y la dificultad de su identificacién, aunque
algunos estudios han destacado posibles regiones en los genes que codifican
para el CMH-II y en los genes que codifican para el interferén, una citoquina
clave en la diferenciacion de los linfocitos T hacia fenotipo Thl o Th2 [196,197].
En ovejas Churra resistentes y susceptibles a la infeccién por tricostrongilidos,
se identificaron QTL que se expresaban de manera diferente y que influian en el

recuento del nimero de HGH y en los niveles de IgA [73].

La transcriptomica se ha convertido en una herramienta clave en la
identificacién de mecanismos implicados en la resistencia frente a NGI, a través
del estudio del nivel de expresion de ciertos genes en animales resistentes y
susceptibles. Asi, se han realizado estudios comparativos para determinar la
expresion diferencial de genes entre grupos de individuos. Los genes de eleccion
generalmente suelen estar relacionados con los mecanismos involucrados en la
respuesta inmunitaria. Por ejemplo, se detectaron diferencias significativas de
expresion de genes relacionados con la respuesta inflamatoria aguda y la
activacion del complemento en un estudio de transcriptémica de la mucosa
abomasal en oveja Canaria de Pelo (resistente) y oveja Canaria (susceptible), tras
una infeccion experimental con H. contortus [197]. En otro estudio realizado por
nuestro grupo de investigacion, se analizo la transcriptomica de la mucosa
abomasal de ovejas Churras resistentes y susceptibles infectadas con T.
circumcincta detectandose diferencias significativas en la expresion de los genes
TLN2, CLAC1 y galectinas, relacionados con los mecanismos de la respuesta
inmunitaria contra el parasito [198]. Esta informacién podria ayudar a establecer

perfiles asociados a la resistencia genética a la infeccion por NGI que
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posteriormente se puedan aplicar a programas de seleccién dentro de una misma

raza.

8. Microbiota gastrointestinal

8.1.  El concepto de microbiota

El tracto gastrointestinal de los vertebrados esta habitado por una gran
variedad de organismos, la macrobiota y la microbiota [199,200]. El sistema
digestivo de los mamiferos, y en particular de los rumiantes, constituye el habitat
natural de una amplia diversidad de microorganismos, mayoritariamente
bacterias, que comparten el nicho con hongos, arqueas, virus, protozoos y
ocasionalmente con helmintos [199]. La microbiota intestinal estd compuesta por
especies permanentes y otras especies variables que transitan temporalmente
por el tracto digestivo, pudiendo llegar a ser peligrosos para el hospedador [201].
Millones de afios de coevolucion han llevado al desarrollo de una relaciéon
mutualista en la que la microbiota participa en los procesos fisioldgicos del
huésped, a la vez que el huésped le proporciona un entorno protegido y
nutritivo [202]. Algunas de las funciones en las que participa la microbiota son
la digestion y degradacion de fibras vegetales, el metabolismo, la inmunidad del
huésped o incluso acttian como barrera fisico/quimica frente a las especies
patdgenas que puedan colonizar la superficie [203]. Por lo tanto, la microbiota es
un componente imprescindible del sistema digestivo de los rumiantes y esencial
para el bienestar del huésped [204].

Por el contrario, la macrobiota, como los parasitos helmintos que en
ocasiones estan presentes en el sistema digestivo, se consideran perjudiciales
para la salud del huésped, ya que se benefician de los nutrientes, dafa tejidos,
alteran el nicho ecolégico y liberan productos téxicos, comprometiendo la salud
del hospedador [203,205]. Al compartir el mismo entorno, estos parasitos

coexisten con la microbiota intestinal y es plausible que se presenten
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interacciones entre ellos e incluso se han encontrado evidencias sobre la
existencia de relaciones de mutualismo entre ambos grupos. Tal es asi que,
algunas especies de nematodos, como Trichuris muris, requieren de la presencia
de ciertas especies bacterianas de la microbiota intestinal para que los huevos
puedan eclosionar [206,207]. Durante mucho tiempo, las complejas relaciones
entre la microbiota y los helmintos parasitos se han descuidado, pero esto ha
cambiado y durante los tltimos afnos se han establecido lineas de investigacion
que abordan este tema. A pesar de todo, el escaso conocimiento actual se basa

en gran medida en estudios realizados en roedores y humanos [203,208].

8.2.  Ecosistema microbiano abomasal

Los rumiantes se caracterizan por alimentarse de productos vegetales
compuestos por carbohidratos como la celulosa. Esta caracteristica esta asociada
a la estructura del aparato digestivo. Su estémago estd dividido en cuatro
compartimentos  bien  diferenciados tanto  anatomicamente = como
funcionalmente; tres preestémagos (rumen, reticulo y omaso) y un estomago
glandular (abomaso) [209]. El abomaso presenta pliegues que aumentan la
superficie de la mucosa; su mucosa es glandular y se encarga de la secrecion de
mucus, pepsinogeno y HCl, de manera similar al estdémago de los animales
monogastricos. Este compartimento se ocupa de la digestion acida y enzimatica
del flujo continuo de alimentos que provienen de los compartimentos anteriores
[210]. En cada uno de los compartimentos se dan las condiciones apropiadas
para el desarrollo de una amplia gama de microorganismos, es por ello que la
microbiota que habita en cada compartimento depende principalmente de sus
propios requisitos y es muy diversa y variable [202]. Muchos de estos
microorganismos participan en la digestion, aprovechando algunos productos y
transformandolos en otros que constituyen una importante fuente nutricional.
Ademas, la proteina microbiana puede ser utilizada por el huésped
conformando una fuente de proteinas [211].

Hasta el momento, hay poca informacién disponible que describa el perfil
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taxondémico de la microbiota presente en el abomaso de ovejas. Sin embargo, en
los tltimos afos se han llevado a cabo estudios que han permitido identificar y
clasificar una amplia diversidad microbiana aplicando técnicas moleculares
basadas en la secuenciacion y analisis del fragmento de ARNr 165 o mediante la
técnica de pirosecuenciacion 454 [212-215]. De acuerdo con la clasificacion
filogenética, la mayoria de las especies bacterianas del abomaso pertenecen,
habitualmente, a los filos Bacteroidetes (<70%) y Firmicutes (=20%), que juntos
pueden alcanzar el 90% del total de bacterias. El resto de filos se suelen encontrar
en porcentajes menores al 2% y son Fibrobacteres (=2%), Proteobacteria (=1,5%),
Actinobacteria (=<1%) y Lentisphaerae (*1%) [216-218]. Con respecto al nivel de
clase, Bacteroida y Clostridia conforman aproximadamente el 88% del total
bacteriano, seguido por Gammaproteobacteria, que presenta una abundancia
menor al 2% [213]. Las abundancias relativas a nivel de género muestran a
Prevotella, que pertenece al filo Bacteroidetes, como el mas abundante (=20-30%),
mientras que el resto representan porcentajes inferiores suelen ser
Lachnospiraceae no clasificado (#10%), Butyrivibrio (=<10%), Ruminococcus (=1%),
Fibrobacter (=0.5%), Clostridium (=0.1%) [213,217]. Los datos publicados sobre la
composicién de la microbiota abomasal a nivel de especie son limitados, pero
Wang et al. [213] identific6 Ruminococcus flavefaciens (#3%), Butyrivibrio
fibrisolvens (1,5%), Selenomonas ruminantium (0,7%) como las especies mas
abundantes en ovejas.

La unidad empleada para medir la riqueza y diversidad de un nicho
ecologico es la diversidad alfa y depende tanto de la riqueza (nimero de
especies que conforma una poblaciéon) como de la uniformidad (abundancia

relativa de una especie en comunidad) [219].

8.3.  Relacién parasito-hospedador-microbiota

Durante varias décadas, las investigaciones se han centrado en estudiar
la relacion parasito-hospedador. En estos estudios se ha prestado gran atencién

a los mecanismos inmunolédgicos del huésped, pero se han ignorado las
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interacciones entre los nematodos y los microorganismos que habitan el tracto
digestivo [220]. La infeccién por helmintos no solo altera la composicion del
microbioma, sino que indirectamente tiene como resultado la alteracion de los
productos derivados de su metabolismo [221]. A lo largo de los ultimos afos,
diversos estudios han resaltado la importancia de la microbiota intestinal como
posible factor determinante en la relacién parasito-hospedador [222,223].

En el tracto gastrointestinal, la microbiota desempefia un importante
papel en la resistencia a la presencia de otros patégenos mediante un fenémeno
conocido como resistencia a la colonizacién, que involucra mecanismos de
exclusion competitiva entre los microorganismo y los patégenos [224]. La
relacién microbiota-hospedador en animales sanos requiere de una constante
regulacion para evitar la ruptura del delicado equilibrio [225]. Cuando especies
patogenas colonizan el tracto gastrointestinal, se desencadena una relacién de
competencia por los nutrientes y el nicho disponible, que puede llevar a la
disfuncionalidad de la funcién gastrointestinal [226]. Las infecciones por
helmintos causan una alteracion en el equilibrio gastrointestinal que desemboca
en la ruptura de la mucosa, inflamacién y/o modulaciéon de la respuesta
inmunitaria, lo que da como resultado el ambiente adecuado que favorece el
establecimiento del patégeno [225,226]. Los efectos de los parasitos
gastrointestinales no se han estudiado de forma exhaustiva en mamiferos, y
mucho menos en rumiantes, por lo que la mayoria de los datos disponibles se
han obtenido a partir de modelos roedores o humanos. Se han publicado algunos
estudios que informan sobre los efectos de infecciones por NGI, revelando una
serie de alteraciones especificas en la composicion de la microbiota
gastrointestinal del hospedador, independientemente de la especie del huésped
y del parasito [215,218,221,227,228][62,216]. Por ejemplo, en ratones infectados
experimentalmente por los nematodos Heligmosomoides polygyrus, T. muris o
Nippostrongylus brasiliensis se ha detectado un aumento en las poblaciones
microbianas de la familia Lactobacillaceae; esta familia tiene un papel

importante en el metabolismo de los carbohidratos, pero también se han descrito
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funciones inmunomoduladoras en el huésped, principalmente al promover la
diferenciacion de células T reguladoras [229-232]. La presencia de H. polygyrus
en ratones infectados experimentalmente también se ha asociado a un
incremento en la abundancia de la familia Enterobacteriaceae. A pesar de que se
desconoce el motivo de esta alteracion, se cree que probablemente se deba a la
aparicion de la inflamacion intestinal, ya que ambas familias toleran niveles de
estrés oxidativo muy elevados [233]. Las modificaciones de la composicion
microbiana en el abomaso han sido poco estudiadas, probablemente debido a la
dificultad técnica del acceso a las muestras y su elevado costo. Sin embargo, un
estudio reciente ha revelado la disminucién en la abundancia relativa de la clase
Clostridia en el abomaso de cabras en la etapa temprana (7 dias pi) de una
infeccion experimental por H. contortus [234]. Curiosamente, esta clase de
bacterias se ha asociado con el control de la inflamacién a través de la liberacion
de butirato, un acido graso de cadena corta resultado de la fermentacion [235].
La alteracion de la abundancia en el género Prevotella en abomaso y heces de
ovejas es caracteristica de las infecciones por T. circumcincta, H. contortus y
Trichostrongylus spp. sin embargo, los resultados de los estudios son
contradictorios, mientras que algunos autores describen un aumento en la
abundancia, otros detallan una disminucion de las poblaciones [62,216,218,228].

Hasta la fecha, los mecanismos que utilizan los helmintos para modificar
la composicion de la microbiota del huésped no se conocen en su totalidad, pero
se sabe que estan relacionados con algunos parametros como la produccién de
metabolitos con accidon antimicrobiana, la competicion por los nutrientes
intestinales como la glucosa, y la excesiva produccién de moco que puede afectar

al nicho de algunas especies bacterianas [236,237].

Durante la tiltima década, cada vez mas evidencias respaldan la hipétesis
de que el microbioma del huésped puede representar un papel clave en la
relacion parésito-hospedador [238]. Las infecciones gastrointestinales por
nematodos estan asociadas a alteraciones en la composicion y funcion de la

microbiota del huésped, sin embargo, la importancia de estas alteraciones atn
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debe de comprenderse totalmente. Si bien, algunas de dichas alteraciones se han
relacionado con la modulacién de la respuesta inmunitaria del huésped, y la
expulsion del parasito [239]. Por esa razén, existe la hipdtesis de que la
microbiota podria ser un componente prometedor para el desarrollo integrado
de nuevas estrategias destinadas a reducir el impacto de las infecciones por NGI
[238]. Sin embargo, para el desarrollo de aplicaciones practicas, se necesitan
avances significativos en el estudio de las interacciones parasito-hospedador-
microbiota, empezando por la descripcion de la microbiota en diferentes

escenarios de infeccién.
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OBJETIVOS

La elevada prevalencia de las nematodosis gastrointestinales en el
ganado ovino ha generado la necesidad de desarrollar nuevos métodos de
control mas sostenibles con el medio ambiente y que constituyan una soluciéon
duradera a largo plazo. En consecuencia, el Objetivo General de la presente
Tesis Doctoral ha sido explorar los mecanismos mediante los cuales el ganado
ovino es capaz de controlar la infeccion por NGI tanto en condiciones
experimentales como naturales. Para ello, se ha estudiado la respuesta
inmunitaria de ovejas Churra con fenotipo resistente o susceptible a la infeccién
por T. circumcincta tras dos infecciones experimentales, asi como el papel que
juega la composicion de la microbiota abomasal en el control de la infeccion.
Asimismo, se han evaluado los niveles del anticuerpo especifico IgA como
posible indicador de control de la infeccién por NGI en condiciones naturales,

medido en diferentes tipos de muestras bioldgicas.

Por lo tanto, los objetivos especificos de la presente Tesis Doctoral han sido los

siguientes:

M Estudio de la respuesta inmunitaria a nivel humoral y celular de
ovejas adultas de raza Churra con fenotipo resistente o susceptible a la

infeccion por T. circumcincta.

M Estudio de la respuesta especifica del anticuerpo IgA como marcador
de control de la infeccién por NGI en ganado ovino infectado de forma
natural y perteneciente a diferentes edades y a las razas Assaf, Castellana

y Churra.

M Caracterizacién de la composicion de la microbiota abomasal en
ovejas adultas de raza Churra con fenotipo resistente o susceptible a la

infeccién por T. circumcincta.

69






Capitulo I:

Estudio de la respuesta inmunitaria a
nivel humoral y celular de ovejas
adultas de raza Churra con fenotipo
resistente o susceptible a la infeccion

por T. circumcincta.

Doi: 10.1007/s00436-020-06953-4.
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A lo largo del presente estudio, se han descrito algunos de los
mecanismos inmunoldgicos que intervienen en la capacidad de resistencia a la
infeccién por Teladorsagia circumcincta en ovejas de raza Churra. Después de una
primera infeccién experimental con 50 000 Ls, las ovejas fueron clasificadas
seglin su recuento acumulado de huevos en heces (cFEC), donde seis ovejas
fueron consideradas resistentes (GR) y otras seis como susceptibles (GS) a la
infeccién. Durante la primera infeccion, se evalud la actividad del anticuerpo IgA
en suero sanguineo frente al antigeno somatico de L4 de T. circumcincta. Como
resultado, el GR mostré mayores niveles de IgA el dia 3 post-infeccion (pi) (p<
0,05) y cercano al limite de significancia el dia 21 pi (p= 0,06). Asimismo, se
detect6 una fuerte correlacion negativa entre el cFEC y los niveles de IgA el dia
3 pi(r=-0,870; p <0,05) en el GR, que estaba ausente en el GS. Tras un periodo
de 30 dias de infeccion, las ovejas fueron tratadas con moxidectina, para ser
infectadas de nuevo a los 21 dias. En la segunda infeccién, se emplearon 70,000
Lsde T. circumcincta y, tras 7 dias de infeccidn, los animales fueron sacrificados.
Durante la necropsia, se tomaron muestras de mucosa gastrica y de sangre para
medir los niveles de IgA, y se realizo el conteo de L4 presentes en la mucosa. Los
niveles de IgA especifica medida en la mucosa gastrica y suero sanguineo fueron
similares entre ambos grupos y la carga de L4, present6 un 68% de reduccion en
el GR que en el GS. Asimismo, se tomaron muestras de tejido abomasal, para
realizar un estudio histolégico y evaluar la respuesta celular inmune mediada
por linfocitos T CD4, linfocitos T v, eosinofilos, y leucocitos globulares. E1 GR
presentd mayor numero de linfocitos T CD4, linfocitos Tyd y leucocitos
globulares que el GS, aunque sin diferencias significativas. Sin embargo, aunque
el nimero de eosindfilos tampoco presenté diferencias significativas, el GS
presentaba mayores niveles que el GR. Ademads, los eosindfilos mostraron una
correlacion positiva con los linfocitos T yd (r = 0,900; p = 0,037), tan solo en el GR.
Los resultados obtenidos confirman la hipotesis que sostiene que en ovejas de
raza Churra existen dos fenotipos que presentan una capacidad diferente de

respuesta inmune a la infeccién causada por T. circumcincta.
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Capitulo II:

IgA secretora como biomarcador de la
infeccion natural por nematodos
gastrointestinales en  ovejas de

diferentes razas.

Doi: org/10.3390/ani13132189


https://doi.org/10.3390/ani13132189




Se ha demostrado que el anticuerpo IgA desempefia un papel
importante en la resistencia a las infecciones por nematodos gastrointestinales
(NGI) en ovejas, particularmente en infecciones provocadas por Teladorsagia
circumcincta. Algunas razas ovinas presentan asociaciones negativas entre los
niveles de IgA y la carga parasitaria en infecciones experimentales. En el
presente estudio, se ha estudiado la relacién entre los niveles de IgA en ovejas
infectadas de forma natural (582 ovejas en total; 193 menores de un afio y 389
mayores de un afno) y el recuento de huevos en heces (HGH) en ovejas de raza
Assaf, Castellana, y Churra. Se realizaron ensayos ELISA para medir los niveles
de IgA contra el antigeno somatico de T. circumcincta tercer estadio larvario (Ls)
y contra un fragmento de 203 aminoacidos de la proteina disulfuro isomerasa de
la misma especie de NGI en suero sanguineo, saliva y secreciones nasales.
Ademas, se desarrollé un modelo de intercepcion aleatoria multinivel para
predecir el riesgo de infeccion segiin la edad o la raza. Para el analisis estadistico
se utilizé el rango de correlacién de Spearman. El modelo de prediccién mostro
que estas razas no constituyen un factor influyente en este estudio, aunque la
raza Castellana podria considerarse ligeramente mas susceptible que las demas.
La edad influy6 en el riesgo de infeccién, siendo las ovejas jovenes mas
susceptibles a la infeccién que los adultos, excepto en la raza Castellana, cuyo
riesgo de infeccién fue similar en todas las edades. La asociacion positiva mads
significativa se encontrd entre los HGH y la IgA medidas en las secreciones
nasales de ovejas jovenes utilizando ambos antigenos (Rho = 0,5; p= 0,00); la
correlacion de HGH con IgA en suero fue moderadamente significativa (Rho =
0,306; p = 0,00). La proteina disulfuro isomerasa presenté menos reactividad, en
comparacion con el antigeno somatico de Ls. En conclusion, en condiciones
naturales, la IgA especifica contra NGI se asocid positivamente con la FEC en
ovinos, siendo las secreciones nasales de animales jévenes la muestra donde esta
asociacion es mas fuerte, por lo tanto, podria usarse como marcador de infeccion

en futuros estudios.






Capitulo III:

Caracterizacion de la composicion de la
microbiota abomasal en ovejas adultas
de raza Churra con fenotipo resistente o
susceptible a la infeccion por T.

circumcincta.

Doi: 10.1038/s41598-022-21058-x
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Los nematodos gastrointestinales (NGI) son una gran amenaza para la
salud y el bienestar de los pequenios rumiantes en todo el mundo. Teladorsagia
circumcincta parasita el abomaso de pequefios rumiantes, especialmente en
regiones templadas, provocando importantes pérdidas econdmicas. Debido a
que T. circumcincta y el microbioma del huésped comparten el mismo nicho, se
espera la existencia de interacciones entre ellos y el huésped. Aunque se sabe
que, dentro de cada raza ovina, algunos animales son mas resistentes que otros
a la infeccién por NGI, no se conoce si el microbioma influye en el fenotipo de
estos animales. Bajo esta condicion, 12 ovejas fueron clasificadas segiin su
recuento acumulado de huevos en heces (cFEC) al final de una primera infecciéon
experimental, 6 como grupo resistente (RG) y 6 como grupo susceptible (SG) a
la infeccién por T. circumcincta. Posteriormente, todas las ovejas se infectaron
experimentalmente con 70.000 Ls de T. circumcincta y el dia 7 después de la
infeccién se sacrificaron. En la necropsia, se recogieron muestras de mucosa
gastrica y el contenido gastrico del abomaso con el fin de extraer ADN bacteriano
y secuenciar la region V3-V4 del gen 16S rRNA utilizando tecnologia Ilumina.
Tras realizar el bioanalisis, los resultados mostraron que la diversidad a y la
diversidad [3 se mantuvieron similares en ambos grupos. Sin embargo, las ovejas
con fenotipo resistente presentaron un mayor niimero de especies bacterianas
fermentadoras de butirato como Clostridium sensu estricto 1 (abundancia en RG:
1,29% y en SG: 0,069%; p = 0,05), y Turicibacter (abundancia en RG: 0,31% y en
SG: 0,027% p = 0,07) en contenido gastrico, pero también Serratia spp en mucosa
gastrica (abundancia en RG: 0,12% y en SG: 0,041%; p = 0,07), una especie
productora de compuestos con actividad nematocida. También se observé una
tendencia hacia la correlacion negativa entre cFEC y la abundancia de C. sensu
estricto 1 en el contenido gastrico (r = - 0,537; p = 0,08). Estos datos sugieren que
la composicion del microbioma podria ser otro factor asociado al desarrollo del
fenotipo resistente mediante interacciones con el huésped y afectando, en tiltima

instancia al riesgo individual de infeccién.
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DISCUSION

Las nematodosis gastrointestinales son una de las parasitosis con
mayor prevalencia que afectan a los sistemas agropecuarios alrededor del
mundo [18,285]. Estas infecciones generan un impacto negativo en el
bienestar animal y contribuyen significativamente a la merma en la
produccién de leche, lana y carne, a la disminucion de la fertilidad y de
la ingesta de alimentos, y al aumento de los costes derivados de los
tratamientos veterinarios (cercanos al 20%) [135,294,321]. Se estima que
la UE experimenta pérdidas econémicas anuales por valor de 2,1 millones
de euros en rumiantes y que ascienden a 357 millones de euros solamente
en el ganado ovino [294]. Debido a que Espana es el pais que mas cabezas
de ganado aporta a la UE, los gastos derivados de las nematodosis son de
suma importancia [12,19,21].Por otra parte, el abuso de los farmacos AH
ha resultado en la aparicion de la RA, por lo que la comunidad cientifica
se ha visto obligada a disefiar métodos alternativos de control mas
sostenibles y duraderos en el tiempo [68,131,149]. Se han evaluado
diversas estrategias con el fin de ofrecer opciones alternativas a los
farmacos AH. De todos ellos, uno de los mas prometedores es la seleccién
de razas o individuos capaces de resistir la infeccion, lo que reduciria la
frecuencia y costes de los tratamientos veterinarios y retrasaria la
evolucion de la RA [61,74,193]. Bajo este contexto se enmarca la presente
Tesis Doctoral, que se ha enfocado en explorar diferentes mecanismos
mediante los cuales el ganado ovino es capaz de controlar la infecciéon
por NGI tanto en condiciones experimentales como naturales. Para ello,
se ha estudiado la respuesta inmunitaria que presentan las ovejas adultas
pertenecientes a la raza autdctona Churra, con fenotipo resistente y
susceptible a la infeccion por T. circumcincta, asi como en la posible

influencia de la microbiota abomasal en el control de la infeccidn.
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Asimismo, se han evaluado los niveles de inmunoglobulina IgA como
marcador de la infeccién por NGI en ovejas de diferente edad y raza bajo

condiciones naturales de infeccion.

Los efectos clinicos observados en el hospedador estan
determinados por diversos factores que pueden estar relacionados con el
ambiente, la especie de parasito y/o con el huésped. Para poder
identificar estos factores, es esencial una mejor comprension de la
relacion parasito-hospedador entre las ovejas y los NGI [168]. En el
Capitulo I de la presente Tesis Doctoral se ha tratado de identificar los
factores inmunitarios que determinan la resistencia o susceptibilidad a la
infeccion en ovejas adultas de raza Churra infectadas experimentalmente
por T. circumcincta. El desarrollo de la inmunidad completa es un proceso
lento, complejo y variable que se alcanza tras el contacto repetido con los
parasitos presentes en el pasto y que se manifiesta tanto con la reduccién
del nimero de larvas establecidas en el tejido, como con el namero de
larvas que evolucionan hasta su etapa adulta [322]. Por esta razon, los
corderos tienden a presentar mayor susceptibilidad a la infecciéon por
NGI que los animales adultos, que son capaces de controlarla de manera
mas eficiente [91]. En el presente estudio se seleccionaron hembras
adultas que habian permanecido bajo un sistema de manejo
semiextensivo, y, por consiguiente, habian sido expuestas a la infeccion
por NGI en repetidas ocasiones a lo largo de su vida productiva, de modo
que su sistema inmune estaria completamente desarrollado. A pesar de
que los mecanismos a través de los cuales algunos individuos controlan
la infeccién de manera mas eficiente que otros no estan del todo claros, la
resistencia a la infeccion por NGI se ha asociado con una respuesta

humoral mas intensa y temprana en comparacion con los animales
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susceptibles [323]. En ovejas Texel, una raza considerada resistente a la
infeccion por T. circumcincta, la respuesta de la IgA medida en suero y en
mucosa gastrica fue mds intensa y temprana que en los animales de raza
Suffolks, considerada susceptible [301]. El aumento de la IgA en suero
también fue descrito por McRae et al., [251], que observaron un aumento
de la actividad de la IgA especifica en corderos de raza Scottish Blackface
con fenotipo resistente, pero no en el fenotipo susceptible tras una
infeccion experimental con T. circumcincta. Estos mismos autores
describieron que los genes implicados en la respuesta inflamatoria,
principalmente genes relacionados con los linfocitos T, se expresaban
alrededor del dia 7 pi en el fenotipo resistente, mientras que en fenotipo
susceptible la expresion se retrasaba hasta el dia 14 pi. En nuestro estudio,
se infectd a un grupo de ovejas adultas de raza Churra en dos ocasiones
con el parasito T. circumcincta; a lo largo de la primera infeccion
experimental se tomaron periddicamente muestras individuales de heces
con el fin de clasificar a los animales en resistentes o susceptibles de
acuerdo el nimero de HGH. Durante este periodo, también se tomaron
muestras de sangre para medir los niveles de IgA frente al antigeno
somatico de Ls. Durante toda la primera infeccion, los animales con
fenotipo resistente mostraron valores de IgA mas elevados que el grupo
con fenotipo susceptible, aunque con diferencias significativas tan solo el
dia 3 pi (p <0,05). En condiciones experimentales, los niveles elevados de
IgA se han asociado con variables parasitologicas mas bajas, tales como
el numero de HGH, el tamafio de los parasitos, la fertilidad de las
hembras o la expulsion de los vermes, especialmente en las razas
clasificadas como resistentes [24,324]. Ademas, los valores de las IgA el

dia 3 después de la primera infeccion, correlacionaron negativamente con
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el valor acumulado de los HGH en el grupo resistente pero no en el
susceptible (Rho = -0,870; p < 005). Esto nos sugiere que la respuesta
inmunitaria de los animales con fenotipo resistente es mas temprana que

la de los animales con fenotipo susceptible.

Los animales fueron desparasitados el dia 30 tras la primer
infeccion y 21 dias después del tratamiento fueron de nuevo infectados
experimentalmente con 70.000 Ls de T. circumcincta. El dia 7 después de
la segunda infeccion, los animales fueron sacrificados de forma
humanitaria y se tomaron muestras de suero sanguineo y mucosa
abomasal para medir los niveles de IgA frente a antigeno somatico de Ls;
también se tomaron muestras de tejido abomasal para evaluar las
poblaciones de leucocitos globulares, linfocitos T CD4, linfocitos T Y3 y
de eosinofilos, y se contd el numero de larvas en estadio L4 presentes en
la mucosa. En este caso no se observaron diferencias significativas entre
los dos fenotipos en el momento del sacrificio en cuanto al titulo de las
IgA en mucosa gastrica, aunque se aproximaban a la significancia en
suero sanguineo (p = 0,1), siendo mayor el titulo de IgA en el grupo
resistente que en el susceptible. Por otra parte, el grupo resistente
también present6 mayores niveles en el nimero de leucocitos globulares,
linfocitos T CD4"y linfocitos T y aunque sin diferencias significativas. A
los linfocitos T CD4* se les ha atribuido un papel clave en la modulacion
de la respuesta inmunitaria contra los NGI, fundamentalmente debido a
la evitacion del establecimiento del parasito [325]. De hecho, los corderos
de raza Gulf Coast Native resistentes a H. contortus, a los que se les habia
provocado una deplecion de linfocitos T CD4*, mostraron eliminaciones
de huevos en heces significativamente mas elevadas que el grupo control,

lo que demuestra el importante papel protector de esta poblacion celular
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[326]. Acorde a los estudios realizados por Balic et al. [327], los linfocitos
T CD4* estdan estrechamente relacionados con el reclutamiento de
eosinofilos a partir del dia 3 pi. Esta funcion también se ha descrito para
los linfocitos T Y6 en infecciones experimentales con H. contortus y T.
colubriformis, pero el mecanismo es mas rapido y posiblemente ocurra en
las primeras horas post infeccion (1 dpi) [193,328]. Nuestro analisis de
correlaciones entre parametros inmunitarios reveld una asociacion
positiva entre el numero de linfocitos T y3d y de eosindfilos presentes en
la mucosa gastrica tan solo en las ovejas de fenotipo resistente (Rho=
0,900; p =0,04); esta correlacion también ha sido descrita en ovejas de raza
Canaria de Pelo, consideradas resistentes a la infeccion, y en ovejas de
raza Merina, ambas tras una infeccién experimental por H. contortus
[193,249]. Los autores de este tltimo trabajo sugirieron que los linfocitos
T reclutaban eosinofilos tisulares a través de la produccion local de IL-5,
seguida de la destruccidon de las larvas por eosinoéfilos a través de una
respuesta mediada por anticuerpos [193]. Durante el sacrificio de las
ovejas de nuestro estudio se tomaron muestras de nddulos linfaticos
abomasales para realizar un andlisis transcriptomico, y se determiné que
el gen que codifica para la sintesis de IL-5 estaba sobreexpresado en el
fenotipo resistente pero no en el susceptible, hecho que se relaciona con
la observaciones fenotipicas de la presente Tesis [198]. Sin embargo,
Henderson y Stear [98] propusieron que el mecanismo inmunoldgico que
regula las infecciones provocadas por T. circumcincta podria ser diferente
a otras especies de parasitos y sugirieron que elevados niveles de
eosindfilos en las primeras etapas de la infeccidon estaban relacionados
con la susceptibilidad [98]. Esta hipotesis coincide con los datos

obtenidos en el presente trabajo, en el que el grupo con fenotipo resistente
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presentd menor numero de eosindfilos (30 + 24) que el grupo susceptible
(40 £ 31) aunque no de forma significativa (datos no publicados).
Asimismo, Henderson and Stear [29] sefialaron que la variacién en el
tamarnio de los vermes adultos de T. circumcincta se explica mejor cuando
se analiza la cooperacion eosindfilos-IgA, que estudiando cada rasgo de
forma independiente. En cuanto al recuento de L4 reflejaron, se detectd

una reduccion del 68% en las ovejas de fenotipo resistente a la infeccion.

El presente estudio revela la existencia de patrones distintos en la
respuesta inmunitaria entre diferentes individuos de raza Churra en
infecciones experimentales con T. circumcincta. Por lo tanto, la
identificacion y cria podrian resultar ttiles como estrategia para controlar
la infecciéon de manera mas sostenible, apoyando a su vez la conservacion
de esta raza autoctona. Por otro lado, el papel que ejerce la IgA como
mediador en la proteccion parcial contra las infecciones por helmintos
todavia no se ha dilucidado completamente, principalmente cuando se
trata de infecciones naturales. Sin embargo, su asociacion con los
parametros inmunitarios ha llevado a proponer los niveles de IgA como
un buen mecanismo de deteccion de la resistencia a la infeccion por NGI

[86,323].

Por ello, durante el Capitulo II de la presente Tesis Doctoral se
evalud el nivel de IgA presente en diferentes muestras bioldgicas (suero
sanguineo, saliva y secreciones nasales) de ovejas de diferentes razas y
edades que se encontraban bajo un sistema semiextensivo de pastoreo
con el fin de determinar su relaciéon con la carga parasitaria. En este
estudio se compararon los niveles de infeccién con el titulo de IgA
secretora en animales jovenes, menores de un afio de edad, y adultos,

todos ellos pertenecientes a las razas Assaf, Castellana y Churra. La IgA
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secretora es el principal componente humoral de la mucosa
gastrointestinal y acttia como primera linea de defensa frente a posibles
patdgenos entrantes [329]. Es producida por los linfocitos B de la 1Jdmina
propia y aunque la mayor parte se excreta al lumen intestinal, una
pequena proporcion se extravasa y viaja a través de la sangre hasta llegar
a los diferentes fluidos bioldgicos, como saliva, calostro, secreciones
nasales o lagrimas, donde puede ser detectada. [267,268]. El desarrollo de
métodos capaces de detectar la IgA secretora en estos fluidos ofrece una
serie de ventajas en comparacion con los métodos tradicionales, por
ejemplo, se trata de procedimientos menos invasivos, mas rapidos y que
requieren una menor manipulaciéon del animal, por lo que se reduce su
estrés. Sin embargo, aunque la asociacion entre los niveles de IgA y los
parametros parasitoldgicos se ha estudiado en profundidad en
infecciones experimentales, en infecciones naturales no estd
completamente clara su asociacién y los resultados son contradictorios

[188].

La resistencia a la infeccion por NGI ha sido descrita en diferentes
razas ovinas, aunque con variaciones fenotipicas [266]. Existen fuertes
evidencias que sugieren que las razas de pelo presentan mayor
resistencia a la infeccion que las razas de lana [74]. Esta segregacion se ha
comprobado mediante estudios que comparaban los niveles de infeccion
en corderos de diferentes razas, como por ejemplo la raza Canaria de Pelo
frente a la raza Canaria, la raza Santa Inés en comparacién con la raza
Suffolk, Blackbelly frente Columbia o Pelibuey con Katahdin
[177,179,330]. A pesar de que las diferencias entre razas de pelo y lana
han sido ampliamente descritas, también se ha observado diferente grado

de resistencia en cada raza [179]. Segun los datos proporcinados por el
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Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, en Castilla y Leon
predominan las razas Assaf, Castellana y Churra, de las cuales no hay
estudios sobre como controlan la infeccion, excepto de la raza Churra,
sobre la que nuestro grupo de investigacion ha realizado estudios para
determinar diferencias en la resistencia a nivel individual [106,198,271].
En este segundo capitulo de la presente Tesis Doctoral, se ha utilizado
como marcador fenotipico de resistencia el nimero de HGH, y tras el
andlisis comparativo entre las tres razas, los datos revelaron que todas
ellas presentaban el mismo patrén de eliminacion de huevos en heces.
Para ello se utiliz6 un modelo de interseccién aleatoria multinivel que
demostrd que, a pesar de no haber diferencias significativas entre las
razas en cuanto al nimero de HGH, habia diferentes niveles de
susceptibilidad entre ellas, siendo la raza Castellana la mas susceptible a
la infeccion por NGI. Ademas de la raza, es bien conocido que la edad
juega un papel importante en el control de las infecciones por NGI [70].
Diversos estudios han demostrado que la proteccion inmunitaria de los
corderos expuestos a una infeccién por H. contortus o T. colubriformis, no
es igual que la respuesta que presentan los animales adultos [70]. Esto se
debe a que el desarrollo de la inmunidad comienza a partir de los 2-3
meses de edad y finaliza a los 12 meses tras la exposicion regular a los
parasitos, permitiendo que la respuesta inmunitaria desarrolle la
capacidad protectora y que los individuos adultos se mantengan
relativamente resistentes a la infeccion [69,331]. Ademas, se ha sugerido
que los corderos que presentan mayor resistencia a la infeccidon
mantienen esta condicion en su edad adulta [322]. El modelo estadistico
de interseccidon aleatoria multinivel demostré6 que habia diferencias

significativas entre los animales jovenes y adultos en estas tres razas, ya
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que los animales jovenes presentaban mayores cargas parasitarias,
aunque no de igual manera; la raza Assaf y Churra presentaban menores
cargas parasitarias que la raza Castellana, que a su vez no presento
diferencias significativas en la eliminacion de huevos entre animales

jovenes y adultos.

En condiciones naturales, los animales estan expuestos a
infecciones mixtas, es decir, pueden estar infectados por diferentes
especies de NGI [18,28]. Por esta razon, la eleccion de un antigeno que
presente reactividad cruzada entre diferentes especies de NGI podria ser
una ventaja en condiciones naturales de infeccion. Uno de los antigenos
utilizados con mas frecuencia para medir el titulo de IgA en infecciones
por NGI, ha sido el antigeno somatico de Ls. Sin embargo, la produccion
de este antigeno es costoso, complejo y conlleva el sacrificio de varios
animales infectados experimentalmente para la obtencion de las L4
[105,264]. Por esa razon, se ha extendido el uso del antigeno somatico de
Ls ya que se ha demostrado que existe una fuerte correlacion entre las
respuesta de IgA plasmatica medidas frente al antigeno somatico de Lsy
el antigeno somatico de L3[189,246]. Ademas, el antigeno somatico de Ls
es mas sencillo de producir y para ello no es necesario el sacrificio del
hospedador [190]. A su vez, el extracto somadtico es rico en una gran
variedad de componentes antigénicos, como la PDI. En un estudio previo
realizado por nuestro grupo de investigacion, se aislé y produjo un
fragmento recombinante de 203 aminoacidos de la PDI de T. circumcincta
con capacidad antigénica, presente en los estadios Ls, Ls y adulto.
Ademas, presento reacciones cruzada con antigenos de T. colubriformis.
En estos trabajos previos, se utilizé tanto la proteina recombinante PDI-

Tc como el antigeno somatico de L4 para medir los niveles de IgA en
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suero, secreciones nasales y saliva en ovejas adultas de raza Churra con
fenotipo resistente o susceptible a la infeccion. Se detectaron diferencias
significativas entre grupos, siendo mayores al utilizar la proteina PDI-Tc
[271,274]. En esta Tesis Doctoral, se uso el antigeno somatico de Ls y el
mismo fragmento recombinante de 203 aminoacidos de la proteina PDI-
Tc para medir los niveles de IgA en el mismo tipo de muestras, pero en
animales infectados bajo condiciones naturales. La finalidad de este
estudio fue asociar los niveles de la IgA especifica con la carga parasitaria
medida como HGH en animales en jovenes y adultos. A diferencia de lo
esperado, todas las asociaciones significativas entre los HGH y los niveles
de IgA fueron positivas, al contrario de lo que se ha descrito en
condiciones experimentales de infeccion [106,332]. Ademas, las
asociaciones mas fuertes se obtuvieron en secreciones nasales de
animales jovenes para ambos antigenos. Es por ello que, proponemos los
niveles de IgA secretora medidos en las secreciones nasales como posible

indicador de infecciones por NGI bajo condiciones naturales.

La comprension de las interacciones parasito-hospedador son
clave para la identificacion de los potenciales puntos de desarrollo de
técnicas novedosas y sostenibles para el control de las infecciones por
NGI. Hasta el momento, la mayoria de los estudios se han centrado en el
estudio del helminto y del sistema inmune del hospedador para tratar de
comprender las complejas relaciones que se dan entre ellos
[72,105,181,195,249]. Sin embargo, en las tltimas décadas, ha aumentado
la evidencia de un tercer miembro en la ecuacién, la microbiota
gastrointestinal, afiadiendo mayor complejidad a la intrincada red de
interacciones parasito-hospedador-microbiota [218,239,333]. A lo largo

de millones de afios, los helmintos gastrointestinales han compartido su

94



DISCUSION

habitat con comunidades microbianas, estableciendo estrechas relaciones
con el hospedador, incluso desempefiando un papel activo en varios
procesos biologicos clave como el procesamiento de nutrientes y el
desarrollo de la inmunidad innata y adaptativa. Los tltimos estudios
evidencian el posible papel de la microbiota gastrointestinal en la
regulacion del sistema inmune del huésped e incluso que su composicion
puede evitar o favorecer el establecimiento del parasito [221,334]. Es por
ello, que en el Capitulo III se ha estudiado la diversidad y composicion
de la microbiota gastrointestinal de ovejas de raza Churra clasificadas
segun su fenotipo en resistentes o susceptibles a la infecciéon por T.
circumcincta. Este estudio se llevd a cabo con los animales incluidos en el
Capitulo I y cuyas muestras se tomaron tras el sacrificio el dia 7 pi, tras

una segunda infeccion experimental con T. circumcincta.

Los indices de a-diversidad y B-diversidad usados para evaluar
la riqueza y las disimilitudes entre el grupo con fenotipo resistente y el
grupo con fenotipo susceptible revelaron la ausencia de diferencias
significativas en nuestro trabajo. Aunque no hay demasiada informaciéon
publicada sobre los posibles cambios en la microbiota gastrointestinal de
rumiantes tras una infeccién por NGI, los datos disponibles describen la
ausencia de cambios en la diversidad microbiana post-infeccion. Por
ejemplo, Li et al., [62] y Xiang et al., [335] describieron la ausencia de
cambios en la diversidad abomasal entre un grupo infectado y otro grupo
control en un estudio realizado en cabras Alpinas y corderos Ujimgiun,
tras una infeccion experimental con H. contortus. La composicion de la
microbiota de ovejas infectadas por T. circumcincta no ha sido
ampliamente estudiada, aunque Cortés et al,, [218] tampoco detectd

cambios en la diversidad microbiana tras la infeccion de corderos Texel
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con este parasito. Sin embargo, a pesar de la falta de cambios en la
diversidad, si se han detectado alteraciones en la abundancia de varios
taxones, en particular en el género Prevotells, que se ve aumentado
durante las infecciones por NGI en cabras y ovejas [62,218]. A diferencia
de estos trabajos, en la presente Tesis Doctoral no se detectaron
diferencias significativas en la abundancia de este género, probablemente
porque ambos grupos fueron infectados con el mismo nimero de larvas.
En otro estudio, se encontr6 una reduccion de la abundancia del género
Butyrivibrio, productor de acidos grasos de cadena corta (AGCC), en
animales infectados por NGI o en animales susceptibles a la infeccion por
NGI [336,337]. Los AGCC son metabolitos conocidos por tener potentes
propiedades antiinflamatorias, por lo que una reduccion de la
abundancia de estos compuestos puede agravar la inflamacion de la
mucosa, aunque esta hipdtesis ain no se ha demostrado [336,337]. Si
bien, nosotros no hemos detectado diferencias significativas en la
abundancia de este género, si hemos detectado diferencias significativas
en la abundancia otras bacterias productoras de butirato, como
Clostridium sensu-stricto-1, que era mas abundante en el grupo resistente
que en el susceptible. Aunque no se han encontrado muchos datos al
respecto, se sabe que las bacterias de la clase Clostridia contribuyen al
mantenimiento de la homeostasis gastrointestinal a través de la
produccién de AGCC [338]. Ademas, en nuestro estudio, se detecté una
correlacion negativa entre el niumero de HGH y la abundancia de C.
sensu-stricto-1, es decir a mayor abundancia de este microorganismo,
menor es el la carga parasitaria, lo que parece apoyar su papel en el

control de la infeccion a nivel del abomaso. También se detectaron
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diferencias cercanas a la significancia (p= 0.07) en el género Turicibacter,

productor de AGCC, siendo mayor su presencia en el grupo resistente.

El uso de compuestos de origen microbiano con actividad
nematocida ha sido foco de estudio en los ultimos anos. Gu et al. [314]
han demostrado que las bacterias del género Serratia, concretamente
Serratia marcescens, son productoras de compuestos volatiles con una
actividad nematocida de hasta el 100% en ensayos in vitro frente a adultos
del nematodo Bursaphelenchus xylophilus. Mas recientemente, Méndez-
Santiago et al,[315] identificaron y testaron enzimas quitinasas
producidas por Serratia spp., que provocaban una mortalidad del 100%
en Lade H. contortus, posiblemente debido a que tanto las larvas como los
huevos de los nematodos estan recubiertos por una pelicula protectora
compuesta principalmente por quitina [316]. En la presente Tesis
Doctoral, se demostr6é una mayor abundancia relativa del género Serratia
en la mucosa gastrica del grupo resistente que del susceptible (p 0,07).
Estos datos respaldan nuestra hipotesis de que Serratia podria participar
en el control de la infeccion por NGI a través de la produccion de
compuestos nematocidas, aunque seria necesario mas estudios para

confirmar esta hipotesis.

En resumen, un mejor conocimiento de las relaciones parasito-
hospedador-microbiota es fundamental, ya que estas interacciones
podrian ser clave para el desarrollo de nuevos métodos de control mas
sostenibles, a través de la selecciéon de animales o razas que presenten
mayor resistencia a la infeccién. La posibilidad de manipular las estas
relaciones en beneficio del hospedador, por ejemplo modulando la
composicion de la microbiota gastrointestinal a través del uso de

probidticos, podria ser beneficiosa para fortalecer la respuesta
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inmunitaria o establecer un entorno hostil para los parasitos [236]. Los
suplementos dietéticos que promueven el crecimiento microbiano,
conocidos como prebidticos, también han demostrado tener efectos
significativos en las infecciones por helmintos [339]. La administracion
de prebidticos con propiedades antihelminticas es una opcion plausible
para mejorar la resiliencia del huésped o incluso la resistencia a la
infeccion. Dada que la resistencia antihelmintica es una importante
amenaza global, la manipulacién de la dieta, combinada con practicas de
manejo o incluso con un control quimico mas responsable, podrian
representar nuevas lineas alternativas de control de la infeccion por NGI

[236].
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CONCLUSIONS

The conclusions obtained in the chapters carried out during the Doctoral Thesis

are presented below:

1. “Differences within Churra breed sheep in the early immune response to

the infection by Teladorsagia circumcincta”.

Resistant phenotype Churra sheep experimental infected by T. circumcincta
are characterized by higher levels of IgA in serum than susceptible phenotype
after an experimental infection. Besides IgA levels are negatively correlated with
cumulative faecal egg count only in the resistant group at the early onset of

infection.

The cell population of the immune response against gastrointestinal
nematodes, globule leukocytes, ¥ T cells, and CD4* T cells, showed a higher
count in the resistant group than in the susceptible group, but without significant
differences. Besides, a positive correlation was found between y6 T cells and
eosinophils only in the resistant group. These results support the hypothesis that
these cell populations have an important role in the immune control of the

infection.

The multivariable regression linear model highlights the role of IgA in

gastric mucosa and y3 T cells in the Lsburden variation.

2. “Secretory IgA as biomarker for gastrointestinal nematodes natural

infection in different breed sheep”.

Specific IgA against gastrointestinal nematodes was positively associated
with faecal egg count in naturally infected sheep, with the nasal secretions from
young animals providing the samples where this association was stronger,

which could therefore be used as markers of infection.
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The predictive model explained that variation in the risk of infection is
not influenced by any of the breeds included in this study — Assaf, Castellana,
and Churra. However, as expected, the model showed that age was a key factor
and young animals have a greater risk of infection than adult ewes, except for

the Castellana breed, where all animals showed the same risk regardless of age.

3. “Microbial Community in Resistant and Susceptible Churra Sheep

Infected by Teladorsagia circumcincta”.

Experimental infection with T. circumcincta in adult Churra sheep with
resistant and susceptible phenotypes did not cause differences in richness and

diversity in the microbiota of gastric content and gastric mucosa.

The resistant or susceptible phenotype to T. circumcincta infection could
influence the microbiome composition, modifying the interaction with the host

and in the last instance affecting the individual risk of infection.

In the resistant phenotype a higher abundance of genera such as Clostridium
sensu stricto-1 and Turicibacter spp, which are short-chain fatty acids producers,
and Serratia spp, a nematicidal compound producer, were described as possible

components of infections control.
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