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ABSTRACT

Objective. This study describes the influence of endoparasites and diet on biochemical variables
in sera of brown laying hens. Materials and methods. Biochemical parameters (seric levels of
cholesterol, triglycerides, total protein, uric acid, albumin, and alanine aminotransferase activity) were
assessed in blood samples of poultry. Three populations of laying hens of different properties (n=20
each) represented our experimental design, from which blood (serum) and feces were collected for
biochemical and parasitological analyzes, respectively. Results. From 60 feces samples evaluated 49
were positive for the presence of parasites and 11 were negative. Among the positive samples, 23
had infection with Eimeria spp and the other 26 samples had mixed parasitism with Eimeria spp and
Heterakis gallinarum, which influenced (increasing) the levels of total protein and globulin. However,
when parasites were analyzed separately, it was observed that the infection by Eimeria spp affected
parameters such as cholesterol (which increased, p=0.001) and triglycerides, showing lower results
than when the hen was parasitized by Eimeria spp. (p=0.01). Significant (p<0.05) difference was
observed in all biochemical variables when the three diets were compared. Conclusions. Our results
allowed concluding that the parasitic infection and diet in laying hens influenced the results of serum
biochemical parameters evaluated. The main conclusion we found that parasitism caused an increase
in total protein and globulin (ie immune response), and there was a negative correlation between
parasite load and albumin, uric acid and ALT.

Key words: Biochemical variables, Eimeria, Heterakis gallinarum, poultry (Source: CAB, MeSH).

RESUMEN

Objetivo. Este estudio describe la influencia de la dieta sobre los endoparasitos y variables bioquimicas
en el suero de las gallinas ponedoras marrones. Materiales y métodos. Los parametros bioquimicos
(niveles séricos de colesterol, triglicéridos, proteinas totales, acido urico, albumina, y la actividad
de la alanina aminotransferasa) se evaluaron en muestras de sangre de las aves de corral. Tres
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poblaciones de gallinas ponedoras de distintas propiedades (n=20 cada uno) representan nuestro
disefio experimental, de la que se recogieron la sangre (suero) y las heces de bioquimica y analisis
parasitoldgico, respectivamente. Resultados. De 60 muestras de heces evaluadas, 49 fueron positivos
para la presencia de parasitos y 11 fueron negativos. Entre las muestras positivas, 23 tenian infeccion
con Eimeria spp y las otras 26 muestras tenian parasitismo mezclado con Eimeria spp y Heterakis
gallinarum, que influyé (aumentando) los niveles de proteina total y globulina. Sin embargo, cuando se
analizaron por separado los parasitos, se observo que la infeccion por Eimeria spp afectd parametros
tales como el colesterol (el cual se incrementé p=0.001) y los triglicéridos, que mostraron resultados
mas bajos que cuando las gallinas fueron parasitadas por Eimeria spp. (p=0.01). Se observo diferencia
(p<0.05) en todas las variables bioquimicas, cuando se compararon las tres dietas. Conclusiones.
Nuestros resultados permitieron concluir que la infeccion parasitaria y la dieta de las gallinas ponedoras
influyeron en los resultados de los parametros bioquimicos séricos evaluados. La principal conclusion
gue se encontrd es que el parasitismo causé un aumento de la proteina total y la globulina (es decir,
la respuesta inmune), y hubo una correlacion negativa entre la carga de parasitos y albumina, acido
urico y ALT.

Palabras clave: Aves de corral, variables bioquimicas, Eimeria, Heterakis gallinarum. (Fuente: CAB,

MeSH).

INTRODUCTION

Sanity and nutrition are essential factors for
the proper animal development, especially in
production systems. Improper handling may
be responsible for the occurrence of various
diseases, including those caused by parasites,
such as coccidiosis (1). Coccidiosis is caused
by several species of the genus Eimeria, a
protozoan. These intracellular parasites usually
infect the cells of the digestive tract, causing cell
disruption and tissue injury due to the parasite
multiplication, causing, consequently occurs
bleeding, leading to malabsorption of nutrients
and being a gateway to other pathogens (1,2).
Broilers, layers and breeders in general are
subjected to contamination with Eimeria spp.,
mainly because in different breeding systems
the animals are infected by ingesting sporulated
oocysts in water and laying bed. Several species
of Eimeria can infect chickens, but the most
commonly found are E. acervulina, E. brunetti, E.
maxima, E. mitis, E. necatrix, E. praecox and E.
tenella (3). Ascaris galli and Heterakis gallinarum
are also endoparasites commonly observed
infecting chickens. These nematodes normally
infect the large intestine of these animals,
causing weight loss, diarrhea and intestinal
mucosal lesion (2,4). This infection usually leads
to irreparable intestine damage, affecting the
absorption of nutrients (2).

The analysis of biochemical variables can assist
in a rapid diagnosis. Among these variables,
the most relevant to chickens is alanine
aminotransferase (ALT), a catalytic enzyme that
has the function of transaminase and acts in
the catabolism of amino acids and transport of
nitrogen among organs (5). In this sense, ALT
activity is an indicator of liver and muscle injuries,

INTRODUCCION

La higiene y la nutricion son factores esenciales para
el desarrollo adecuado del animal, especialmente en
los sistemas de produccion. El manejo inadecuado
puede ser el responsable de la aparicion de algunas
enfermedades, incluyendo aquellas causadas por
parasitos, como es el caso de la coccidiosis (1).
La coccidiosis es causada por varias especies del
género Eimeria, un protozoario. Estos parasitos
intracelulares generalmente infectan las células
del tracto digestivo, causando trastornos celulares
y lesiones en los tejidos debido a la multiplicacién
de los parasitos, presentandose como consecuencia
hemorragia, lo que conduce a la mala absorcion de
nutrientes y se convierte en una puerta de entrada
para otros patdgenos (1,2). Los pollos de engorde,
las ponedoras y las reproductoras, estan sometidos
en general a la contaminacién con Eimeria spp.,
principalmente porque en los diferentes sistemas
de cria los animales se infectan por la ingestion de
ooquistes esporulados presentes en el agua y en los
nidos. Algunas especies de Eimeria pueden infectar
a las gallinas, pero las que se encontraron mas
comunmente fueron E. acervulina, E. brunetti, E.
maxima, E. mitis, E. necatrix, E. praecoxy E. tenella
(3). El Ascaris galli y el Heterakis gallinarum son
también endoparasitos que cominmente infectan a
las gallinas. Estos nematodos normalmente infectan
el intestino grueso de estos animales, causando
pérdida de peso, diarrea y lesion de la mucosa
intestinal (2,4). Esta infeccién por lo general
conduce a un dafo irreparable del intestino, lo que
afecta la absorcién de nutrientes (2).

El andlisis de las variables bioquimicas puede ayudar
a un diagnéstico rapido. Entre estas variables, la
mas relevante para las gallinas es la alanina
aminotransferasa (ALT), una enzima catalitica que
tiene la funcién de la transaminasa y actua en el
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especially when it is significantly increased
(6). Other relevant metabolites that can be
assessed are the levels of total protein, albumin
and globulin, proteins that can be influenced by
the type of diet and creation system, as well as
by the different infectious diseases due to the
involvement of globulins in the inflammatory
response (2,7). Yet, the levels of cholesterol and
triglycerides may reflect eating disorders, often
derived from the diet (8).

Considering that the levels of some blood
biochemical variables are linked to the
physiological condition and nutritional profile of
the animal, as well as it is known that eimeriosis
may influence directly the functional animal
homeostasis (4,9), this study aimed to evaluate
the effects of parasitic diseases and diet on blood
biochemical parameters of laying hens.

MATERIAIL AND METHODS

Ethical aspects. The project was approved
by the ethics committee on animal research at
the Universidade do Estado de Santa Catarina,
protocol number, 01.24.14.

Study sites. Samples were collected from three
commercial poultry farms located in different
towns of western Santa Catarina State, southern
Brazil. The hens were housed collectively in a
shed, and the animals were laying eggs in nests.

Animals and collection of samples. Our
experimental design used 60 laying hens of Hy
Line lineage, aging between 17 and 23 weeks.
From each property it was collected a total of 20
blood and faeces samples.

For collect the samples the laying hens were
manually contained. By brachial vein route,
using a 5.0 mL syringe and needle 25x7, it was
collected an average of 2.5 mL of blood, from
which sera samples were obtained through
blood centrifugation at 3500 rpm for 10 minutes.
Serum samples were identified and stored at
-20°C until the biochemical analyzes.

Samples of feces were collected immediately
after collection of blood through the direct collect
of cloacal feces (2 to 4 g). They were stored in
plastic containers and kept under refrigeration
(10°C) until laboratorial processing.

Biochemical variables. Seric levels of
cholesterol, triglycerides, total protein, uric
acid, albumin and alanine aminotransferase (ALT)
activity were assessed using a semi-automated
analyzer (Bioplus 2000%), and used specific kits

catabolismo de los aminoacidos y en el transporte
de nitrogeno entre los 6rganos (5). En este sentido,
la actividad de la ALT es un indicador de lesiones
hepaticas y musculares, en especial cuando
aumenta significativamente (6). Otros metabolitos
relevantes que se pueden evaluar son los niveles
de proteina total, albimina y globulina, proteinas
que pueden ser influenciadas por el tipo de dieta y
el sistema de creacidn, asi como por las diferentes
enfermedades infecciosas debido a la participacion
de las globulinas en la respuesta inflamatoria (2,7).
Sin embargo los niveles de colesterol y triglicéridos
pueden reflejar trastornos en la alimentacion, a
menudo derivados de la dieta (8).

Considerando que los niveles de algunas variables
bioquimicas de la sangre estan relacionados con
las condiciones fisioldgicas y el perfil nutricional
del animal, se sabe que la eimeriosis puede influir
directamente en la homeostasis funcional de los
animales (4,9); este estudio tuvo como objetivo
evaluar los efectos de las enfermedades parasitarias
y de la dieta sobre los parametros bioquimicos de
la sangre de las gallinas ponedoras

MATERIALES Y METODOS

Aspectos éticos. El Proyecto fue aprobado por el
comité de ética para la investigacién con animales
de la Universidade do Estado de Santa Catarina,
protocolo niimero 01.24.14.

Sitios de estudio. Las muestras se tomaron
en tres granjas comerciales de aves de corral
localizadas en diferentes pueblos del oeste del
estado Santa Catarina, en el sur de Brasil. Las
gallinas se ubicaron colectivamente en un cobertizo
y estas ponian sus huevos en nidos.

Animales y toma de muestras. En nuestro disefio
experimental se utilizaron 60 gallinas del linaje Hy
Line, con edades entre 17 y 23 semanas. En cada
granja se recogieron un total de 20 muestras de
sangre y de heces.

Para la recoleccion de las muestras las gallinas
ponedoras fueron sostenidas manualmente. Por la
vena braquial, mediante una jeringa de 5.0 ml y
una aguja 25x7, se recogié una media de 2.5 ml de
sangre y se obtuvieron muestras de suero mediante
centrifugacion de la sangre a 3500 rpm durante 10
minutos. Las muestras de suero se identificaron y
se almacenaron a -20°C hasta la realizacién del
analisis bioquimico.

Las muestras de la materia fecal se tomaron
inmediatamente después de la recoleccion de la
sangre mediante toma directa de las heces cloacales
(de 2 a 4 g). Estas se almacenaron en recipientes
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for each test (Gold Analisa Diagndstica® Ltda).
Globulin levels were calculated as the difference
between total protein and albumin (10).

Parasitological of faeces. Fecal samples (1 g)
were processed by the flotation method (centrifugal
flotation technique), using sucrose supersaturated
solution (15 mL). The samples were centrifuged
at 2500 rpm for 10 minutes. The microscopic
evaluation aimed to visualize eggs, cysts and
oocysts of parasites in 100 and 400x, as well
as quantified the number of oocysts per gram
of feces (OOPG) of coccidian in glass slide each.
The helminth eggs were only identified, and not
quantified.

Diet. In each farm, two samples (500 g) of ration
were collected and identified. These samples were
kept under refrigeration condition throughout the
transport from the site of analysis, where they
were stored frozen until analysis. The samples
were ground in @ hammer mill type using sieves
of 1 mm, and then conducted analysis of dry
matter, crude protein, gross energy, ether extract
and mineral matter (11), of the agreement with
the methodology (12).

Statistical analysis. The data from
biochemical analysis: albumin, uric acid, ALT,
cholesterol, triglycerides, total protein and
globulin, as well as the OOPG count were first
analyzed by descriptive statistics for contingency
of the information and for further assumptions
and what is presented as descriptive is the mean
and standard deviation. All above parameters
were tested for normality of variance by Shapiro-
Wilk test, skewness, kurtosis and homogeneity
by Levene’s test previously to ANOVA analysis.
The OOPG, alt, cholesterol, triglycerides, total
protein and globulin were transformed by
{Log,,(x+1)} before linear and variance analysis.
All biochemical parameters were also analyses
for correlation with OOPG count by Kendall rank
correlation. For parametric analysis first type of
diet was analyzed by compering its influence on
biochemical parameter using one-way ANOVA as
well as linear regression model for correlation,
where necessary (statistic difference were
found), Bonferroni ‘s test (13). Finally, it was also
analyzed the influence of parasite infection type
on the biochemical parameters by compering
its influence on biochemical parameter using
one-way ANOVA as well as linear regression
model for correlation, where necessary (statistic
difference were found), Bonferroni s test (13).
It was considered significantly different when
p<0.05. The whole statistical process was carried
out with R-language, v.2.15.2 (R Development
Core Team, 2012).

plasticos y se mantuvieron refrigeradas (10°C)
hasta cuando se procesaron en el laboratorio.

Variables bioquimicas. Los niveles séricos
de colesterol, triglicéridos, proteina total, acido
urico, albumina y de actividad de la alanina
aminotransferasa (ALT) se evaluaron utilizando
un analizador semiautomatico (Bioplus 2000®); se
utilizaron kits especificos para cada prueba (Gold
Analisa Diagndstica® Ltda.). Los niveles de globulina
se calcularon como la diferencia entre proteina total
y albumina (10).

Parasitologico de las heces. Las muestras
fecales (1g) se procesaron por el método de
flotacion (técnica de flotacién centrifuga) utilizando
una solucion supersaturada de sacarosa (15 mL).
Las muestras se centrifugaron a 2500 rpm durante
10 minutos. La evaluacién microscopica permitio
visualizar huevos, quistes y ooquistes de parasitos a
100x y 400x, e igualmente se cuantificd el nimero
de ooquistes de coccidios por gramo de heces
(OOPG) en cada portaobjetos de vidrio. Los huevos
de los helmintos solamente se identificaron mas no
se cuantificaron.

Dieta. En cada granja se recogieron y se identificaron
dos muestras (500 g) de la racion. Estas muestras
se guardaron bajo condiciones de refrigeracion
durante todo su transporte desde el lugar del
analisis, donde se almacenaron congeladas hasta
el momento del analisis. Las muestras se molieron
en un molino de martillos, se utilizaron tamices de 1
mm y luego se realizaron andlisis de materia seca,
proteina cruda, energia bruta, extracto de éter y
contenido de minerales (11), del acuerdo con la
metodologia (12).

Analisis estadistico. Los siguientes son los datos
del analisis bioquimico: albumina, acido Urico, ALT,
colesterol, triglicéridos, proteina total y globulina,
asi como el recuento OOPG, se analizaron primero
por estadistica descriptiva para la contingencia
de la informacion y para las nuevas hipétesis; lo
que se presenta como descriptiva corresponde
a las desviaciones media y estandar. A todos los
parametros anteriores se les realizaron pruebas de
normalidad de varianza mediante el test de Shapiro-
Wilk, asimetria, curtosis y homogeneidad mediante
la prueba de Levene previo al analisis ANOVA. El
OOPG, ALT, colesterol, triglicéridos, proteina total
y globulina se transformaron por {Log,, (x + 1)}
antes del analisis lineal y de la varianza. A todos
los pardmetros bioquimicos también se les hizo el
analisis de correlacion con el recuento OOPG por
rango de correlacién segun Kendall. Para el analisis
paramétrico, se analizé el primer tipo de dieta
comparando su influencia sobre los parametros
bioquimicos, utilizando ANOVA de una via, (Analisis
de Varianza, por sus siglas en inglés), asi como
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RESULTS

Parasites and infection type. Among the
samples tested, 11 were negative and 49 were
positives for Eimeria spp. (oocysts) and/or
Heterakis gallinarum (eggs). The OOPG showed a
mean value of 596.46 (ranging between 0-9696)
in the three properties under evaluation.

Diet. The data of diet analyzes are presented
in table 1. Numerically, the diet 1 had lower levels
of crude protein, gross energy, ether extract, and
mineral matter when compared with diets 2 and 3.

Table 1. Composition of diets fed to laying hens on
the three properties studied.

Composition Diet! Diet? Diet?
Dry matter (%) 88.26 88.48 88.87
Crude protein (%) 16.62 17.05 18.49
Gross energy (Mcal/Kg) 2.60 2.80 2.85
Ash (%) 12.45 13.2 13.04
Crude fat (%) 4.3 4.7 4.8

Relationship between biochemical variables
and OOPG. Negative correlation between OOPG
(Eimeria spp) and albumin (r= -0.28), uric acid
(r= -0.28), and ALT (r= -0.19) in the serum
of the laying hens was observed (Table 2). It
was not observed correlation between OOPG
and cholesterol, triglycerides, total protein and
globulin (Table 2).

Relationship between biochemical variables
and diet. The results of biochemical variables in
layers serum at three farms with different diets
were shown in table 3. There was statistical
significance between diets and albumin levels
(F=7.62, df=2, p<0.001) being higher on diets
2 and 3, respectively (B=0.50£0.13, t=3.74,

Table 2. Correlation between the number of oocysts
per gram of faeces (OOPG) of Eimeria spp.
and serum biochemical variables (albumin,
uric acid, alanine aminotransferase (ALT),
cholesterol, triglycerides, total protein and
globulin) in laying hens.

Correlation of Kendall Rho P-value
OOPG -0.28 0.002
Albumin (g/dL)

OOPG -0.28 0.001
Uric acid (mg/dL)

OOPG -0.19 0.03
ALT (U/L)

OOPG 0.13 0.14
Cholesterol (mg/dL)

OOPG 0.07 0.39
Triglycerides (mg/dL)

OOPG -0.03 0.37
Total protein (g/dL)

OOPG 0.18 0.08

Globulin (g/dL)

el modelo de regresion lineal para la correlacion;
debido a que se encontroé una diferencia estadistica
se hizo necesaria la prueba de Bonferroni (13).
Por ultimo, también se analiz6 la influencia del
tipo de infeccidn parasitaria sobre los parametros
bioguimicos comparando su influencia sobre estos
utilizando el método ANOVA de una via, al igual
que el modelo de regresion lineal para correlacion;
debido a que se encontroé una diferencia estadistica
se hizo necesaria la prueba de Bonferroni (13).
Se considero significativamente diferente cuando
p<0.05. Todo el proceso estadistico general se
llevé a cabo utilizando el Lenguaje-R, v.2.15.2 (R
Development Core Team, 2012).

RESULTADOS

Parasitos y tipo de infeccién. De las muestras
examinadas, 11 dieron resultados negativos
y 49 positivos para Eimeria spp. (ooquistes)
y/o Heterakis gallinarum (huevos). Los OOPG
mostraron un valor medio de 596.46 (con rango
entre 0-9696) en las tres granjas que se evaluaron.

Dieta. La informacion de los analisis de las dietas
se presenta en la tabla 1. Numéricamente la dieta
1 tiene los niveles mas bajos de proteina cruda,
energia bruta, extracto de éter y contenido de
minerales en comparacion con las dietas 2 y 3.

Relacion entre las variables bioquimicas y
OOPG. Se observo una correlacién negativa entre
OOPG (Eimeria spp) y albumina (r= -0.28), acido
urico (r= -0.28), and ALT (r= -0.19) en el suero
de las gallinas ponedoras (Tabla 2). No se observd
correlacion entre OOPG vy colesterol, triglicéridos,
proteina total y globulina (Tabla 2).

Table 3. Influence of diet (three properties) on blood
biochemical variables (albumin, uric acid,
alanine aminotransferase (ALT), cholesterol,
triglycerides, total protein and globulin) in

laying hens.
Variables Mean and standard deviation*
Diet! Diet? Diet®
Albumin (g/dL) 1.69 £ 0.40° 2.19 £ 0.46®° 2.07 + 0.41°
Uric acid (mg/dL) 3.57 £ 1.49° 7.00 £ 2.18* 7.44 £ 2.070°

ALT (U/L) 15.00 + 5.01°> 30.10 + 15.58° 30.28 * 18.002

Cholesterol (mg/dL) 207.4 + 66.4> 149.6 + 51.2° 103.25 + 47.2°
Triglycerides (mg/dL) 486.4 + 180.5" 443.1 + 107.2° 714.9 + 169.5°

Total protein (g/dL)  4.74 + 1.06°  4.11 £ 0.72>  7.04 + 1.46°

Globulin (g/dL) 3.05 £ 0.90° 1.92 £ 0.70¢ 4.97 £ 1.52°

*Means followed by equal letter in the same line are not significantly
different by Bonferroni’s test (p<0.05).
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p<0.01 and B=0.38+0.13, t=2.84, p<0.001).
Also was observed a statistical significance
between diets and uric acid levels (F=23.9,
df=2, p<0.001) being higher on diet 2 and 3,
respectively (B=3.42+0.61, t=5.60, p<0.01 and
B=3.87%0.61, t=6.32, p<0.001). Other analysis
with statistical significance was between diets and
ALT levels (F=10, df=2, p<0.001) being higher
on diet 2 and 3, respectively (B=0.60+0.15,
t=3.90, p<0.01 and B=0.59+0.15, t=3.85,
p<0.001).

The lipid metabolism also changed with the
different diets, there was statistical significance
between diets and cholesterol levels (F=4.63,
df=2, p<0.001) being lower on diet 2 and 3,
respectively (B=-0.24+0.17, t=-1.37, p=0.17
and B=-0.54+£0.17, t=-3.04, p<0.001), and
triglycerides levels (F=16.4, df=2, p<0.001)
being lower on diet 3, respectively (B=-
0.45%£0.15, t=-2.93, p=0.001). Moreover, it was
verified a statistical significance effect between
diets on total protein levels (F=37.9, df=2,
p<0.001) being higher on diet 3 (B=0.40+0.06,
t=6.27, p<0.001). Likewise, was observed a
statistical significance between diets and globulin
levels (F=40.6, df=2, p<0.001) being lower
on diet 3 (B=-0.47+0.10, t=-4.39, p<0.001)
and higher on diet 2 (B=0.50+0.10, t=4.62,
p<0.001).

Relationship between biochemical variables
and parasites. The effects of type (simple or
mixed) infection on serum biochemical variables
are presented in table 4. There was no statistical
significance between the type of infection and
parasites with albumin levels (F=0.43, gl=2,
p=0.64), uric acid levels (F=1.35, gl=2, p=0.26)
and ALT activity (F=1.47, df=2, p=0.23).
However, a statistically significant difference
between the type of infection and parasites with
cholesterol levels was observed (F=7.08, gl=2,
p=0.001), being higher in chickens parasitized
only by Eimeria spp. (B=0.67%£0.19, t=3.42,
p=0.001) and did not differ for mixed infection
by Eimeria spp. and H. galinarum (B=0.20+0.20,
t=0.21, p=0.19), when compared to the
uninfected chickens.

A statistically significant difference between
infection and parasite with triglyceride levels
was observed (F=8.69, gl=2, p=0.001), being
lower in the serum of chickens only parasitized by
Eimeria spp. (B=-0.50+0.19, t=-2.57, p=0.01),
but without statistical significance for the mixed
infection (B=0.10£0.20, t=0.50, p=0.61).
Statistically significant difference between types
of infections and parasites with the total protein
levels was verified (F=13.28, gl=2, p=0.001)
and globulin (F=14.65, gl=2, p=0.001). The

Relacion entre las variables bioquimicas y la
dieta. Los resultados de las variables bioquimicas
en el suero de las gallinas ponedoras de las tres
granjas con dietas diferentes se muestran en la
Tabla 3. Hay significancia estadistica entre las
dietas y los niveles de albumina (F=7.62, df=2,
p<0.001) siendo mayores en las dietas 2 y 3,
respectivamente (B=0.50+0.13, t=3.74, p<0.01
y B=0.38+0.13, t=2.84, p<0.001). También se
observé una significancia estadistica entre las
dietas y los niveles de acido Urico (F=23.9, df=2,
p<0.001) siendo mayores en las dietas 2 y 3,
respectivamente (B=3.42+0.61, t=5.60, p<0.01
y B=3.8740.61, t=6.32, p<0.001). Otro analisis
con significancia estadistica se encontré entre las
dietas y los niveles ALT (F=10, df=2, p<0.001)
siendo mayores en las dietas 2 y 3, respectivamente
(B=0.60+0.15, t=3.90, p<0.01 y B=0.59+0.15,
t=3.85, p<0.001).

El metabolismo de los lipidos también cambid con
las diferentes dietas; hubo significancia estadistica
entre las dietas y los niveles de colesterol (F=4.63,
df=2, p<0.001) siendo mas bajo en las dietas 2
y 3, respectivamente (B=-0.24%£0.17, t=-1.37,
p=0.17 y B=-0.54+0.17, t=-3.04, p<0.001) y los
niveles de triglicéridos (F=16.4, df=2, p<0.001)
siendo mas bajo en la dieta 3, respectivamente
(B=-0.45+0.15, t=-2.93, p=0.001). Por otro lado,
se verificd un efecto de la significancia estadistica
entre las dietas sobre los niveles de proteina
total (F=37.9, df=2, p<0.001) siendo mayores
en la dieta 3 (B=0.40+0.06, t=6.27, p<0.001).
Ademas, se observd una significancia estadistica
entre las dietas y los niveles de globulina
(F=40.6, df=2, p<0.001) siendo menores en
la dieta 3 (B=-0.47+0.10, t=-4.39, p<0.001) y
mayores en la dieta 2 (B=0.50%+0.10, t=4.62,
p<0.001).

Relacion entre las variables bioquimicas y
los parasitos. Los efectos del tipo de infeccidn
(simple o mixta) en las variables bioquimicas
del suero se presentan en la tabla 4. No hay
significancia estadistica entre el tipo de infeccién y
de parasitos con los niveles de albumina (F=0.43,
gl=2, p=0.64), niveles de acido Urico (F=1.35,
gl=2, p=0.26) y actividad ALT (F=1.47, df=2,
p=0.23). Sin embargo se observé una diferencia
estadisticamente significativa entre el tipo de
infeccion y de parasitos con los niveles de colesterol
(F=7.08, gl=2, p=0.001), siendo mas alto en
las gallinas que tenian Unicamente el parasito
Eimeria spp. (B=0.67+0.19, t=3.42, p=0.001)
y no fue diferente para las infecciones mixtas
con Eimeria spp. y H. gallinarum (B=0.20+0.20,
t=0.1, p=0.19), en comparacion con las gallinas
no infectadas.
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Table 4. Effect of single infection by Eimeria spp.,
and mixed infection by genus Eimeria and
Heterakis gallinarum on biochemical variables
(albumin, uric acid, alanine amiotransferase
(ALT), cholesterol, triglycerides, total protein
and globulin) in laying hens compared
uninfected by gastrointestinal parasites.

Mean and standard deviation*

Mixed
Variables Single infection: .
infection: Eimeria Ugionnfter;: d
Eimeria spp. spp. and H.
gallinarum
Albumin (g/dL) 2.00 + 0.40° 1.91 £ 0.51® 2.07 + 0.59
Uric acid (mg/dL) 5.57 £ 2.50° 6.11 + 2.852 7.09 £ 2.07°

ALT (U/L) 22.21 £ 12.39° 26.53 + 17.96* 31.08 + 18.53

Cholesterol (mg/dL) 183.4 £ 62.32 140.3 £ 43.5° 89.7 + 39.9°

Triglycerides (mg/dL) 397.5 + 117.1° 651.0 + 138.1% 594.3 + 114.7°

Total protein (g/dL) ~ 4.39 + 1.00°  6.41 + 1.81° 4.77 + 1.62°

Globulin (g/dL) 239+ 0.96° 4.50 + 1.57° 2.70 + 1.96°

*Means followed by equal letter in the same line are not significantly
different by Bonferroni’s test (p<0.05).

levels of total protein and globulin were higher
in chickens infected with mixed infection by
parasites (B=0.26+0.09, t=2.81, p=0.006;
B=0.37£0.15, t=2.32, p=0.02, respectively),
but no significant difference in single infection
by Eimeria spp. (B=0.10+0.09, t=0.09, p=0.29;
B=0.30+0.16, t=1.78, p=0.08) when compared
to the uninfected chickens.

DISCUSSION

It was found that the laying hens naturally
infected with parasites (Eimeria spp and
Heterakis gallinarum) presented a change
in the levels of blood biochemical variables.
Chickens experimentally infected with Ascaridia
galli presented decreased seric levels of
glucose, total protein, albumin and magnesium
(14). Additionally, biochemical studies in an
experimental Eimeria necatrix infection in
chickens caused a reduction in the levels total
protein, albumin and globulin, as well as an
elevation in cholesterol concentration in serum
(14). Similarly, in our study it was observed a
negative correlation between albumin levels and
degree of infection by Eimeria (OOPG), i.e., the
observation of higher OOPG and lower albumin
levels. Also, it was observed an increase of
cholesterol in the single infection by Eimeria spp,
a similar finding observed by Basith et al (15).

The number of oocysts negatively influenced
the serum levels of albumin. It may is explained
by the fact that parasitic infections cause

Se observo una diferencia estadisticamente
significativa entre el tipo de infeccion y de parasitos
con los niveles de triglicéridos (F=8.69, gl=2,
p=0.001), siendo menor en el suero de las gallinas
infectadas solo con Eimeria spp. (B=-0.50£0.19,
t=-2.57, p=0.01), pero sin significancia estadistica
para las infecciones mixtas (B=0.10+0.20, t=0.50,
p=0.61). Se verificd la diferencia estadisticamente
significativa entre los tipos de infeccién y de parasitos
con los niveles de proteina total (F=13.28, gl=2,
p=0.001) y globulina (F=14.65, gl=2, p=0.001).
Los niveles de proteina total y globulina fueron mas
altos en las gallinas infectadas con infeccion mixta
de parasitos (B=0.26+0.09 t=2.81, p=0.006;
B=0.37+0.15, t=2.32, p=0.02, respectivamente),
pero no hubo diferencia significativa en infeccion
simple con Eimeria spp. (B=0.10+0.09, t=0.09,
p=0.29; B=0.30+0.16, t=1.78, p=0.08) cuando
se comparo con las gallinas no infectadas.

DISCUSION

Se encontrd que las gallinas ponedoras infectadas
naturalmente con parasitos (Eimeria spp y Heterakis
gallinarum) presentaron un cambio en los niveles de
las variables bioquimicas de la sangre. Las gallinas
infectadas experimentalmente con Ascaridia galli
presentaron una disminucion de los niveles séricos
de glucosa, proteina total, alblUmina y magnesio
(14). Adicionalmente, los estudios bioquimicos en
una infeccidn experimental con Eimeria necatrix en
las gallinas causaron una reduccién en los niveles
de proteina total, albumina y globulina, asi como
una elevacion de la concentracion de colesterol en
el suero (14). Igualmente, en nuestro estudio se
observé una correlacion negativa entre los niveles
de albumina y el grado de infeccidn con Eimeria
(OOPG), es decir, la observacion de mayores
OOPG e inferiores niveles de albimina. Ademas, se
observé un aumento de colesterol en la infeccion
simple por Eimeria spp, un hallazgo similar al
observado por Basith et al (15).

El nUmero de ooquistes influencié negativamente
los niveles séricos de la albumina. Esto se puede
explicar por el hecho de que las infecciones
parasitarias causan enteritis y hemorragia intestinal
en las aves, dando lugar a un sindrome de
mala absorcién que puede poner en peligro el
metabolismo de las proteinas (4,16). Los niveles de
proteina total y globulina no muestran correlacién
significativa con el nimero de ooquistes de Eimeria
spp., aun cuando hubo una tendencia (p=0.08)
hacia una correlaciéon positiva con globulina. Los
niveles de acido Urico también se influenciaron
negativamente por el grado de parasitismo (OOPG).
Esto representa la forma principal de excrecion
variable de los compuestos nitrogenados en las
gallinas. Considerando que generalmente la diarrea
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intestine enteritis and bleeding in birds, leading
to a malabsorption syndrome that can impair
the protein metabolism (4,16). Total protein
and globulin levels did not show significant
correlation with the number of Eimeria spp.
oocysts, although there was a tendency (p=0.08)
to a positive correlation with globulin. Levels of
uric acid were also negatively influenced by the
degree of parasitism (OOPG). It represents the
main form of variable excretion of nitrogenous
compounds in chickens. Considering that
diarrhea is usually caused by these parasites,
it may cause an accelerated elimination of
nitrogenous compounds (precursors of uric acid),
decreasing its synthesis and, consequently, its
blood concentration (5,17).

In this study, the ALT activity was lower in hens
with larger numbers of oocysts of Eimeria spp.
A possible damage to enterocytes caused by this
parasite may have impaired the absorption of
amino acids and phosphorus, which are important
elements in the process of liver ALT biosynthesis
(18), this hypothesis can be confirmed starting
from analyzes of serum levels of phosphorus,
generating a new correlation study. Moreover,
changes in serum ALT activity may be related
to liver lesion (6), usually increasing its activity.
However, we observed an opposite situation
where its levels were reduced. Thus, we suggest
that the change on ALT activity was not related
to tissue damage.

There was no relation between cholesterol and
triglyceride (lipid metabolism) with the degree
of parasitism (OOPG), but it was observed a
reduction in the concentration of triglycerides
in animals with single infection by Eimeria. It
was already expected since this parasite usually
causes intestine lesions (4,16), and therefore,
it may lead to malabsorption of fatty acids
present in the diet. Additionally, it was observer
higher cholesterol levels in laying hens infected
with parasites; however, it remained without a
plausible explanation.

High levels of total protein and globulin in
chickens with mixed infection by Eimeria spp. and
H. gallinarum may be was related to the immune
response against the parasitism (7) It is known
that host subjected to parasitic diseases usually
activates the humoral and cellular immune
responses in order to produce protection against
the parasites (19). Our findings in this study
suggest that the increase in total protein and
globulin were mainly related to H. gallinarum
infection, since the single infection by Eimeria
spp did not change these variables.

es causada por estos parasitos, se puede originar
una eliminacion acelerada de los compuestos
nitrogenados (precursores del acido Urico),
disminucion de su sintesis y, en consecuencia, de
su concentracién en la sangre (5,17).

En este estudio, la actividad de la ALT es menor
en las gallinas con mayor nimero de ooquistes
de Eimeria spp. Un posible dafio a los enterocitos
causado por este parasito puede deteriorar la
absorcion de aminoacidos y fosforo, que son
elementos importantes en el proceso de biosintesis
de ALT en el higado (18); esta hipdtesis se puede
confirmar a partir del andlisis de los niveles
séricos de fosforo, generando un nuevo estudio de
correlacion. Ademas, cambios en la actividad ALT
en el suero pueden estar relacionados con lesiones
hepaticas (6), aumentando por lo general su
actividad. Observamos, sin embargo, una situacion
opuesta donde se redujeron sus niveles. Por lo
tanto, se sugiere que el cambio en la actividad de
la ALT no estaba relacionado con el dafio tisular.

No hubo relacion entre el colesterol y los triglicéridos
(metabolismo de los lipidos) con el grado de
parasitismo (OOPG), pero se observd una reduccion
en la concentracion de triglicéridos en los animales
con infeccién simple por Eimeria. Ya se esperaba que
este parasito pudiera causar lesiones intestinales
(4,16) vy, por lo tanto, esto puede conducir a la
mala absorcion de los acidos grasos presentes en
la dieta. Adicionalmente se observaron altos niveles
de colesterol en las gallinas ponedoras infectadas
por parasitos; sin embargo, para esto no hay una
explicacion razonable.

Los altos niveles de proteina total y globulina en
las gallinas con infecciones mixtas por Eimeria spp.
y H. gallinarum pueden estar relacionados con
una respuesta inmune contra los parasitos (7). Se
sabe que un anfitrion sometido a enfermedades
parasitarias normalmente activa las respuestas
inmunes humorales y celulares con el fin de
producir proteccién contra los parasitos (19).
Nuestros hallazgos en este estudio sugieren que el
aumento en la proteina y la globulina total estaba
principalmente relacionado con la infeccién por H.
gallinarum, ya que la infeccidon simple por Eimeria
spp no alterd estas variables.

Se encontré que las gallinas que recibieron las
dietas 2 y 3, con altos niveles de proteina, tuvieron
significativamente un contenido de proteina total
sérica mas alto. Esto se explica ya que existe una
estrecha relacion entre los niveles nutricionales y la
proteina total y la albdmina (20). Del mismo modo,
los niveles de acido urico fueron también mas
bajos en las gallinas alimentadas con dietas que
contenian cantidades menores de proteina. Este es
otro resultado esperado ya que este compuesto se
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It was found that the chickens that received
diets 2 and 3, with higher levels of protein
had significantly higher seric total protein. It is
explained since there is a close relation between
nutritional levels, total protein and albumin (20).
Similarly, the uric acid levels were also lower
in chickens fed with diets with lower protein
amounts. It is another expected result, since
this compound is synthesized from the amino
acid portion of nitrogen, being in the form of
nitrogen excretion from birds (5, 18). Data of ALT
activity showed that diet with lower crude protein
resulted in a lower ALT activity. It occurred
possibly due to the lower intake of amino acid
provided by the diet, as found in broilers at 21
days (21).

The higher levels of blood cholesterol were found
in hens under the diet 1, or with lower levels
of energy and crude protein. Our hypothesis
is that chickens receiving this diet synthesized
cholesterol more intensely, especially because
the three diets evaluated were prepared from
ingredients of vegetable origin, and therefore,
cholesterol free. Another possible explanation
is the use of oils rich in unsaturated fatty acids
and polyunsaturated fatty acids in the diets 2
and 3, which were more energetic. According of
Murray et al. (17) these fatty acids act reducing
cholesterol (LDL) by increasing the catabolism of
LDL, the major atherogenic lipoprotein protein.
Additionally, triglyceride levels were higher in
the diet with greater energy levels. However,
the levels of this variable were closely related
to the time of blood collection, because the lipid
metabolism in laying hens is very unstable, since
the yolk is composed mainly of fats.

Based on the results it can be concluded that
infection with parasites influence on serum
biochemical variables in laying hens. The
reduction of some biochemical variables may be
related to intestinal damage due to the parasitism
by Eimeria spp, a well-known factor described in
the literature, and therefore, contributing to a
less absorption of nutrients. The increase of total
protein and globulin were suggestive of immune
response activation against H. gallinarum. Finally,
this study also confirmed that the diet has a
direct effect on biochemical variables. Therefore,
to avoid losses in production emphasize the
importance of the use of coccidiosis control
programs (22).

sintetiza a partir de la proporcién de nitrégeno en los
aminoacidos, en forma de excrecion de nitrogeno
por parte de las aves (5,18). Los datos de actividad
de la ALT mostraron que la dieta con baja proteina
cruda dio como resultado una menor actividad de
la ALT. Esto ocurrio posiblemente debido a la menor
ingesta de aminoacidos proporcionada por la dieta,
como se observo en los pollos de engorde a los 21
dias (21).

Se encontraron altos niveles de colesterol en
la sangre en las gallinas sometidas a la dieta
1 o menores niveles de energia y proteina
cruda. Nuestra hipotesis es que las gallinas que
recibieron esta dieta sintetizaron el colesterol
mas intensamente, especialmente porque las tres
dietas evaluadas se prepararon con ingredientes de
origen vegetal y, por lo tanto, libre de colesterol.
Otra posible explicacion es el uso de aceites ricos
en acidos grasos insaturados y polinsaturados en
las dietas 2 y 3, que fueron mas energéticos. De
acuerdo con Murray et al (17), estos acidos grasos
acttan reduciendo el colesterol (LDL) mediante
el aumento del catabolismo del LDL, la principal
proteina de las lipoproteinas aterogénicas. Ademas,
los niveles de los triglicéridos fueron mas altos en
las dietas con mayores niveles de energia. Sin
embargo, los niveles de esta variable estaban
estrechamente relacionados con el momento de
la toma de sangre, debido a que el metabolismo
de los lipidos en las gallinas ponedoras es muy
inestable, ya que la yema de huevo se compone
principalmente de grasas.

Con base en los resultados se puede concluir que
la infeccion con parasitos influye en las variables
bioquimicas en el suero de las gallinas ponedoras.
La reduccién de algunas variables bioquimicas
puede estar relacionado con dafios intestinales
debido al parasitismo por Eimeria spp, un factor
bien conocido y descrito en la literatura, y que
ademas contribuye a una menor absorcion de los
nutrientes. El incremento de la proteina total y la
globulina sugieren la activacién de la respuesta
inmune contra la H. gallinarum. Por Ultimo, este
estudio también confirmdé que la dieta tiene un
efecto directo en las variables bioquimicas. Por
lo tanto, para evitar pérdidas en la produccion se
hace énfasis en la importancia de implementar
programas de control de la coccidiosis (22).
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