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IDENTIFICACION DE POBLACIONES DE Haemonchus contortus
RESISTENTES A BENCIMIDAZOLES EN OVINOS DE MEXICO POR MEDIO
DE LA TECNICA DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).
Candidato: Beatriz Salas Garcia®, Tutores: Rubén Danilo Méndez Medina®,
Rogelio Alejandro Alonso Morales*, Julio Figueroa Millan*.

RESUMEN

Entre los parasitos que afectan a los ovinos encontramos a los nematodos
gastrointestinales (NGI), de estos los pertenecientes al género Haemonchus gbn
reconocidos como clinicamente importantes por ser capaces de producir anemia, aumento
de la susceptibilidad a otras enfermedades y muerte. La permanencia de esta nematodosis,
se debe principalmente a una incorrecta rotacion de praderas y a un inadecuado manejo
antiparasitario. Los antihelminticos empleados en México pertenecen a los siguientes
grupos: bencimidazoles (BZ), imidazotiazoles, tetrahidropirimidinas, avermectinas y
melbimicinas, siendo los primeros de mayor uso por su relativamente bajo costo. El uso
indiscriminado y sistematico de estos compuestos a generado que las poblaciones
parasitarias sobrevivientes a las dosis letales desarrollen resistencia, algunas poblaciones
parasitas logran desarrollaria a uno o mas grupos, en consecuencia el control se dificulta.
Existen pruebas enfocadas al diagnéstico de nematodos resistentes a antihelminticos (/n
vitro, in vivo y controladas). Actualmente existen nuevas tecnologias que presentan
mayores y mejores alternativas, tal es el caso de la biologia molecular, herramienta que
provee informacion acerca del efecto de seleccién dentro de una poblacion. El objetivo del
presente estudio fue poner a prueba la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
alelo especifica (AS-PCR), que nos permite detectar la presencia del alelo que confiere
resistencia a los BZ, la variacion se localiza dentro del isétipo 1 del gen 3 tubulina donde el
aminoacido 200 muta de fenilalanina a tirosina. Esta técnica se realizé6 empleando 3 pares
de iniciadores; con Ph1 y Ph2 se obtuvo un fragmento de 750 pb, no especifico de
resistencia o susceptibilidad, pero exclusivo de H. contortus, el par Ph2 y Ph3 originé un
fragmento de 250 pb, especifico del alelo que confiere resistencia a los BZ y con Ph1 y Ph4
se obtuvo un fragmento de 550 pb, especifico del alelo de susceptibilidad a los BZ. La
técnica se realiz6 en diversas poblaciones parasitarias con individuos de H. contortus en
estadio adulto, larvario y huevo. El 43.19% de las muestras de huevos de NGl evaluadas
fue homocigético susceptible (HS), el 15.90% heterocigotico (HE) y el 40.91% homocigoético
resistente (HR). El 36% de las larvas en tercer estadio fue HS, el 16% HE y el 48% HR, el
25% de adultos fue HS y el 75% HR. La dominancia esta dada por los alelos resistentes,
por lo que los individuos heterocigoéticos, se manifiestan como resistentes en una poblacion
parasitaria.

Palabras clave: Haemonchus contortus, resistencia a bencimidazoles, PCR, ovinos.
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Auténoma de México.
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I. INTRODUCCION

Dentro de las enfermedades parasitarias que afectan a los ovinos
encontramos la provocada por Haemonchus contortus, este parasito es
hematdéfago, por lo que, los animales infectados desarrollan anemia, el grado de
la misma depende de la cantidad de parasitos presentes en el abomaso del
individuo afectado. ®

Las pérdidas causadas por las parasitosis representan solo parte del
impacto econémico total de la enfermedad en la producciéon animal. Una porcién
significativa de estas pérdidas, esta dada por la inversion en medidas de control
antihelmintico. El fracaso con el uso de antihelminticos presenta gran
repercusion econdmica, donde las poblaciones parasitas han logrado sobrevivir
a las dosis letales de los antihelminticos empleados. Por tanto, para llevar a
cabo buen un programa de control parasitario es necesario establecer
estrategias que minimicen el desarrollo de resistencia a los farmacos incluyendo
el uso de los mismos con dosis adecuadas y con administracion rotativa. '
Para evitar el desarrollo de resistencia, al realizar la rotacidon de desparasitante,
debe considerarse el grupo quimico al que pertenecen. 2’

Los antihelminticos comercializados en México pertenecen a los
siguientes grupos: bencimidazoles (BZ), imidazotiazoles, tetrahidropirimidinas,
avermectinas y melbimicinas. *'' de estas sustancias, la mas cominmente
empleada por los productores debido a su bajo costo son las del grupo de los
BZ, la eficacia deeste compuesto ha sido evaluada en diversas nematodosis en
ovinos, pero se ha detectado que H. contortus ha desarrollado resistencia a
este farmaco. '3

El desarrollo de resistencia a los BZ por parte de los nematodos se ha
relacionado con la subdosificacion del antihelmintico en los animales infectados.
Su pobre o nula eficacia es principalmente observada en parasitos adultos,

donde se detecté inhibicion de la polimerizacion de microtabulos. 1% 2°
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Existen pruebas enfocadas al diagndstico de nematodos resistentes a
desparasitantes, estas son las pruebas “/n Vivo”, las “In Vitro” y las controladas.
Estos métodos no detectan la resistencia hasta que se encuentra establecida
en mas del 25% de la poblacion y solo han sido realizados en un estadio
evolutivo del nematodo. 32

Se han adaptado técnicas basadas en biologia molecular para el
diagnoéstico de resistencia a BZ. El método mas recientemente empleado para
la deteccion de resistencia a este compuesto incluye el analisis de la mutacidn
del aminoacido 200 del isotipo 1 del gen pB-tubulina. En H. contortus, se
detectaron modificaciones en varios aminoacidos entre los individuos
resistentes y susceptibles a BZ en el isotipo 1 de p-tubulina, el cambio en la
posicion 200 (fenilalanina en susceptibles por tirosina en resistentes) es una de
las diferencias constantemente presentes entre el gen B-tubulina confiriendo
resistencia o susceptibilidad dependiendo del aminoacido presente. '®

La técnica propuesta por Silvestre et al, Reaccién en cadena de la
polimerasa alelo especifica (AS-PCR), sugiere la realizacion del diagndstico de
la resistencia a BZ a partir del analisis de la mutacion del aminoacido 200 del
isotipo 1 del gen B-tubulina, en larvas en tercer estadio. ** En este trabajo se
hicieron adecuaciones a la técnica de AS-PCR propuesta por Silvestre,
realizando el diagndstico de resistencia en varias poblaciones de H. contortus y
con diferentes estadios de desarrolio (huevo, larva lll y adulto). Ofreciendo asi
una técnica alternativa para el diagnodstico de resistencia a BZ, de forma mas
rapida y en cualquier estadio evolutivo del parasito.
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Il. ANTECEDENTES

Las enfermedades parasitarias son afecciones con amplia distribucion
geografica debido principalmente a las caracteristicas propias de los parasitos
de adaptarse a diferentes regiones climatologicas y a diferentes tipos de
explotacion. 3%

Dentro de las enfermedades parasitarias que afectan a los rumiantes
encontramos las provocadas por nematodos gastrointestinales manifestadas
principalmente por una alteracién en la ingesta y absorcion de nutrientes;
degradacion de proteina, grasa y minerales, produciendo anemia, lo cual afecta
la capacidad productiva, reproductiva e inmunitaria de los animales afectados.
10

Los principales nematodos gastrointestinales que afectan a los rumiantes
domésticos son los siguientes: en el abomaso; Haemonchus spp,
Ostertagia spp y Trichostrongylus spp. En el intestino delgado; Cooperia spp,
Nematodirus spp, Bunostomun spp, Trichostrongylus spp, Strongyloides sp, y

en el intestino grueso; Oesophagostomum spp, Chabertia sp y Trichuris sp. % 3¢

I1.1 Infecciones causadas por Haemonchus contortus

El género Haemonchus esta constituido por varias especies de las cuales
H. placei y H. contortus son las mas comunes en los rumiantes, de estas
H. contortus es considerada como la mas importante por presentarse tanto en
ovinos como en bovinos. Este género es diagnosticado por la presencia de
huevos en heces, los cuales pueden ser diferenciados por caracteristicas
morfométricas. De manera mas precisa el diagnostico se efectiia por cultivos
fecales con la obtencién del tercer estadio larvario, las larvas obtenidas son
identificadas por caracteristicas estructurales especificas.'® La identificacion de
los parasitos adultos (machos y hembras) se realiza por caracteristicas

morfologicas. 2% 3541




Uno de los factores mas importantes en la epidemiologia de la
hemoncosis, es la elevacion posparto, la cual consiste en un incremento en la
excrecion fecal de huevos por parte de las ovejas que constituye una fuente
importante de contaminacién de los pastos, dando como resultado es un
aumento en la ingesta de larvas infectantes por los animales. ® En condiciones
de altiplano esto logra detectarse al iniciar la primavera, lo cual coincide con el
crecimiento de los pastos y el destete de los corderos. Esta parasitosis puede
cursar con una morbilidad del 100% y mortalidad variable, dependiendo de la
capacidad inmunolégica del animal afectado. 3

H. contortus en estado adulto suele alimentarse varias ocasiones hasta
12 minutos por vez, consumiendo de 0.05 a 0.07 ml / dia / parasito, *° después
de alimentarse, la hemorragia puede continuar por hasta 7 minutos.®
Relacionando esto con la cantidad de parasitos que pueden encontrarse con los
diferentes tipos de infeccién, encontramos hasta 200,000 parasitos en la masiva
y de 100 a 1 000 H. contortus en la leve, por lo que, el desarrollo de anemia
puede ser variable. 8

La presentacidon de signos clinicos esta relacionada con factores del
parasito y del huésped. Con respecto al parasito debemos considerar los
siguientes aspectos: H. contortus es hematéfago en estado larvario y en estado
adulto, la capacidad ovopositora de las hembras es de 5 000 a 10, 000 huevos /
dia por lo que la cantidad de huevos y en consecuencia de larvas infectantes
presentes en el pasto puede ser elevada en zonas con condiciones climaticas
ideales. 3

Los aspectos relacionados con el huésped son: Edad, receptividad,
estado nutritivo y estado inmunologico. € Los signos clinicos pueden tener dos
tipos de manifestacion: La forma aguda encontrada mas comunmente en
corderos, que consiste en gastroenteritis catarral con diarrea, deshidratacion,
anemia en grado variable, edema en las zonas ventrales (principalmente
submandibular) y disminucién en la ganancia de peso. ©
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La forma crénica, mas frecuente en adultos se caracteriza por pérdida
progresiva del apetito con disminucién del peso corporal y anemia, 2 la anemia
se acompaiia con hipoproteinemia por un marcado descenso en la albamina. "

Las lesiones causadas por H. contortus producen una reaccidn
inflamatoria progresiva con hiperemia y aumento en la produccién de moco,
como resultado de la hemorragia se presentan coagulos y erosion de la mucosa
por descamacion de las células epiteliales. Microscopicamente, comienza una
infiltracidn con células mononucleares y eosindfilos, con ulceras poco profundas
en los bordes de los pliegues abomasales, lo que aumenta el pH abomasal, por
disminucién en la produccion del HCI, lo cual repercute negativamente en la
digestién de proteina ya que el pepsindgeno no logra transformarse en pepsina.
Esto altera el proceso digestivo y altera el poder bacteriostatico del pH bajo,
aumentando asi el nimero de bacterias y dando origen a diarrea. °

La disminucion en la condicion corporal es debida basicamente a la baja
ingesta de alimentos y a la reduccion en la eficacia de utilizacion de nutrientes.
La sintesis de proteina muscular se encuentra disminuida y el catabolismo

' el nitrégeno se pierde desde el tejido porque el promedio de la

aumentado,
sintesis es menor que la del catabolismo, no se encuentra afectada la
capacidad hepatica de sintesis proteica. '°

Una contribucion importante a la pérdida de proteina es la salida de
plasma al tracto alimentario, donde encontramos principalmente pérdida de
albomina. Otra fuente endégena de perdida de proteina es el aumento en la
produccion de moco y la proliferacion de células caliciformes como respuesta a
la lesion causada por el parasito. '°

Las pérdidas por parasitismo clinico y subclinico representan solo parte
del impacto econdmico total de la enfermedad parasitaria en la produccion
animal. Una porcidn significativa de estas pérdidas, esta dada por la inversion
en medidas de control. La administracion de antihelminticos, es la principal
medida control, su fracaso tiene importancia econémica, donde las condiciones

climaticas y las caracteristicas de explotacion extensiva o semi-extensiva




favorecen la elevada incidencia de estas enfermedades, ya sea por las
condiciones ambientales o porque las poblaciones parasitas han desarrollado
resistencia a los farmacos empleados. Por tanto, para llevar a cabo un
programa de control parasitario es necesario establecer estrategias que
minimicen el desarrollo de resistencia a los antihelminticos incluyendo el uso de
los mismos con dosis adecuadas y con administracion rotativa. *' Al realizar el
cambio y la rotacién de desparasitantes para evitar el desarrollo de resistencia
debe considerarse el grupo quimico al que pertenecen, por tanto es necesario
conocer el comportamiento farmacolégico de las sustancias antihelminticas. 2!

.2 Antihelminticos disponibles en México.

Las sustancias antihelminticas que estan disponibles en la actualidad,

corresponden a los siguientes grupos: 37

-Bencimidazoles (BZ).- Estos farmacos alteran la estructura

2. 21 favoreciendo la

microtubular al unirse a la tubulina del nematodo,
despolimerizacion y alterando la estructura de los microtiubulos que estan
involucrados en los procesos vitales para la funcion celular como el transporte
de nutrientes, mitosis y mantenimiento de la arquitectura celular. 3! Ademas,
actuan modificando el transporte de glucosa hacia el citosol del parasito y la
actividad de enzimas mitocondriales como la fumarato reductasa, lo que implica
una depresiéon del parasito y la inhibicion en la produccion de ATP. '¢ Este
grupo de desparasitantes esta subdividido en:

-Tiazdlicos.- Tiabendazole y cambendazole.

-Metilcarbamatos.- Parbendazole, mebendazole, flubendazole, ciclobendazole,
oxibendazole, luxabendazole, albendazole, riconbendazole, fenbendazole y
oxibendazole.

-Halogenados.- Triclabendazole.

-Pro-Bencimidazoles- Tiofanato, febantel y netobimin.

7 TESIS CON
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-imidazotiazoles.- Actuan inhibiendo la fumarato reductasa especificas
de actividad neuromuscular en el parasito, induciéndolo a paralisis espastica
con contraccion muscular rapida y sostenida. °

-Butamisol, tretramisol y levamisol.

-Tetrahidropirimidinas.- Su accion es similar a la producida por los
imidazotiazoles, ademas inhiben la produccion de energia a nivel mitocondrial.

5,21

-Morantel y pirantel.

-Avermectinas.- Actliian sobre la actividad neuromuscular del parasito,
como agonistas de receptores neuronales GABAérgicos (mediados GABA acido
v - amino butirico) que induce a la apertura de canales de cloro,
hiperpolarizacién de membrana y paralisis flacida del helminto. %37

-lvermectina, abemectina y doramectina.

-Milbemicinas.- Actuan sobre la actividad neuromuscular del parasito,
siendo agonistas de receptores neuronales GABA induciendo la apertura de
canales de cloro, hiperpolarizacion de membrana y paralisis flacida del
helminto. >3

-Moxidectina.
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1.3 Accion de los bencimidazoles

De estas sustancias, la mas comiunmente utilizada por los productores
debido a su bajo costo son las del grupo de los BZ. La eficacia de los BZ ha
sido evaluada en diversas parasitosis causadas por nematodos
gastrointestinales en varias especies animales. El uso y potencia de este
antihelmintico (miligramos por kilogramo de peso vivo) esta basado en estudios
in vivo, las dosis requeridas para tener eficacia contra nematodos son menores
comparando las usadas para el control de cestodos y trematodos.

Como se menciond anteriormente, el efecto de los BZ en H. contortus es
en nivel de los microtiibulos, esto es, alterando su estructura al unirse a la
tubulina del nematodo favoreciendo la despolimerizacion. 2 2!

Un microtubulo es un organelo tubular con diametro aproximado de 15
nm con una longitud variable, se encarga del equilibrio metabdlico del parasito.
7 La estabilidad de los microtGbulos depende de la incorporacién o extraccion
de unidades de tubulina solubles, estas variaciones son reguladas por varios
factores, tales como la temperatura, ya que entre 30 y 37°C se mantiene un
delicado equilibrio entre las incorporaciones y desincorporaciones de estas, la
concentracion de estas tubulinas debe mantenerse con poca variacién pues su
pérdida en gran cantidad interfiere en el ensamblaje y estabilidad de los
microtubulos, de manera general las tubulinas se adhieren a las cadenas de
microtibulos en forma de dimeros formados por alfa y beta tubulinas. '?

Para apreciar los mecanismos de inhibicion de los microtibulos debemos
considerar el equilibrio natural formado por ia tubulina y los microtubulos,
considerando que estos estan presentes en cada célula eucariética, debemos
tomar en cuenta las funciones en las cuales participan: (I) formacion de los
centriolos durante la mitosis, (lI) mantenimiento de la forma celular, (Ill)
motilidad celular, (V) secrecion celular, (V) absorcion de nutrientes y (V1)
transporte intracelular. " 2° La asociacion intracelular de los microtubulos y
tubulinas incluye muchos organelos como las mitocondrias, aparato de Golgi,
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ribosomas, lisosomas, membrana celular y el nucleo. '® La estabilidad
microtubular depende de una serie de procesos que obedecen directa o
indirectamente a cambios fisioldégicos o bioquimicos, que resultan con a pérdida
de la homeostasis celular. Si estas condiciones de desequilibrio se mantienen
constantes por un periodo prolongado sus efectos son letales, ya que se
evidencia la disminucion o el paro de divisiones celulares y se detiene el
crecimiento celular. 7 Los BZ impiden la union de las alfa y beta tubulinas al
microtubulo por lo que pierde su continuidad y la célula no es capaz de
desempenar sus funciones vitales de forma éptima. Adn cuando se sabe que
los BZ actdan inhibiendo la formacién de microtibulos, no se ha logrado
comprobar si la muerte del parasito es por la disminucion de sus procesos
vitales o por intoxicacion al quedar inhabilitado para desalojar sus

excreciones. '©
I1.4 Resistencia a los antihelminticos

La resistencia se define como: La habilidad de los individuos para
sobrevivir a los efectos letales de un quimico, lo que resulta en una seleccion de
los mismos produciendo variantes genéticas dentro de la poblacién. El
problema radica cuando él nimero de individuos resistentes dentro de una
poblacién particular alcanza niveles muy altos por lo que ocurren fallas en el
control con farmacos. 3% 43

Pueden observarse 3 tipos de resistencia: La resistencia lateral, se
observa en todos los antihelminticos que poseen estructura quimica y modo de
accion similar, y es el resultado del desarrollo de resistencia hacia uno de elios.
La resistencia cruzada involucra a grupos de antihelminticos con diferencias en
la estructura quimica y en el mecanismo de accion y la resistencia multiple,
ocurre cuando los parasitos son resistentes a dos o mas grupos de
antihelminticos, por resultado de una seleccion independiente a cada uno de

ellos. 2°
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La resistencia a tos antihelminticos es una caracteristica que se expresa
genéticamente y por lo tanto se hereda a las generaciones siguientes, de forma
comun antes de la administracion de algun antiheimintico se encuentran

individuos resistentes dentro de una poblacién de parasitos. 2°

Wood describe a la resistencia como “un problema muitidimensional, con
propiedades fisiologicas y bioquimicas, que dan como resultado modificaciones
genéticas que se heredan a los descendientes. Esta evolucién a la resistencia,
depende de factores ecologicos y de variacion entre especies, poblaciones y
localizacion”. +°

Una forma comun de desarrollo de la resistencia es la sobrevivencia de
parasitos que tienen contacto con dosis subletales de algun compuesto. El uso
continuo de un antihelmintico elimina paulatinamente a todos los individuos
susceptibles que de manera natural se encuentran dentro de una poblacién, por
lo que se incrementa de forma considerable el nimero de parasitos resistentes
en las generaciones siguientes. 2°

El nimero de alelos resistentes, la frecuencia, dominancia y la extension
se integra al genoma incrementando la resistencia de manera rapida. La
dominancia de alelos resistentes juega un papel importante para el desarrollo
de resistencia. El efecto en la frecuencia de seleccion de alelos resistentes
presentes en una poblacion es influenciado por diversos factores, estos han
sido clasificados en operacionales (de naturaleza quimica: frecuencia de
aplicacion, rotacién de quimicos y manejo de pastizales), genéticos (frecuencia,
dominancia y numero de alelos resistentes en una poblacion) y biolégicos o
ecolbgicos (cambios generacionales, descendientes por generacion, migracion
y sobrevivencia). %7

Los tratamientos supresivos producen altos niveles de resistencia cuando
son aplicados en periodos cortos de tiempo o a dosis bajas. %6

En un modelo genético simple con seleccion continua del caracter de
resistencia, la frecuencia génica se incrementa rapidamente por la tasa de
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aumento que no es altamente influenciada por los bajos valores iniciales, pero
debe considerarse cuando el efecto es marcado en el tamafio de la poblacion.
La baja frecuencia de genes resistentes se debe a que el nimero de
sobrevivientes que se reincorporan a la poblacion después de un tratamiento es
baja por lo que la accion es retardada. La dominancia de alelos resistentes,
tiene una importante influencia en el desarrollo de la resistencia. Con
frecuencias bajas en genes recesivos, la seleccion es muy lenta porque el gene
existe mayormente en los genotipos heterocigéticos. 27

El desarrollo de resistencia a los BZ por parte de los nematodos se ha
relacionado con la subdosificacion del antihelmintico en animales infectados. La
pobre o nula eficacia de los BZ es principalmente observada en parasitos
adultos, donde se detecto inhibicion de la polimerizacion de microtubutos. 1% 2°

Se han desarrollado técnicas que analizan la estructura genética y el
efecto de presion de selecciéon de las poblaciones de nematodos parasitos, una
de estas técnicas es la de microsatélites, en donde se han caracterizado 13
microsatélites marcadores para H. contortus. La densidad de AC/GT
microsatélites uno en 575 Kb que es menor que el de los mamiferos. Aunque
en el aislado CG/GT la repeticién es imperfecta, la mayoria de los microsatélites
manifestd polimorfismo en una o mas de las poblaciones y se ha establecido
una gran diversidad entre y dentro de las poblaciones. Dos terceras partes de
CA/GT microsatélites han tenido un niumero variable de 128 pb de elementos
repetidos, este elemento repetitivo en H. contortus es el HCREP1. '3

Lubega y Prichard, asocian la resistencia a los BZ con la reduccién del
numero total de receptores a estos farmacos en los microtibulos de tubulina a y
B, perdiéndose asi el principal medio de accion de este grupo de
desparasitantes, esto fue comprobado con oxibendazole, mebendazole,
oxfendazole, fenbendazole, albendazole y tiabendazole, comparando
poblaciones de Haemonchus contortus caracterizadas como resistentes y

susceptibles a estos farmacos. 24
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El papel del gen beta tubulina en la resistencia hacia los BZ ha sido
investigado por Lubega et al 2° empleando una cepa susceptible (S) y dos
cepas resistentes (Rt y Rc) de H. contortus. La cepa Rt fue aislada con base a
la resistencia a Tiabendazole, la cepa Rc fue obtenida a partir de la cepa S que
fue tratada con cambendazole. Los cDNAs, derivados de la cepa S, codificando
2 isoformas de beta tubulina (beta 12-16 y beta 8-9), alfa tubulina y
fosfofructocinasa fue usada y probada por analisis de hibridacion de DNA
gendmico digerido con enzimas de restriccion. En el polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP), la diferencia entre estas cepas depende de la
enzima empleada. Se confirmo IJla reducida heterogeneidad entre las
poblaciones asociadas con resistencia a BZ.

La dominancia es otorgada por los alelos resistentes, por lo que los
alelos recesivos corresponden al caracter de susceptibilidad 2% tomando en
cuenta esta caracteristica genética, los individuos heterocigéticos se
manifiestan como resistentes en una poblacién parasitaria. Por lo que debemos
considerar la proporcion y el efecto de ambos alelos en una poblaciéon
parasitaria. La dominancia de alelos resistentes, tiene una importante influencia
en el desarrollo de la resistencia. Con frecuencias bajas en genes recesivos, la
seleccion es lenta porque el gene existe mayormente en los genotipos

heterocigoticos.
I.5 Pruebas para el diagndstico de resistencia

Existen pruebas enfocadas al diagnostico de nematodos resistentes a
desparasitantes, estas son las pruebas “In Vivo", las “ln Vitro” y las controladas.
LLa primera se basa en la tasa de reduccion del numero de huevos en la materia
fecal pos tratamiento (vias y dosis recomendadas por el fabricante),
monitoreando los cambios en la eliminacidon de huevos durante el estudio (a los
dias -7, 0, 7, 14, 21, el efecto residual continua hasta los 42 dias

postratamiento) se toma en cuenta el porcentaje de efectividad (reduccion de
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namero de huevos), el cual debe ser superior a 95%. En esta técnica es
necesario realizar un cultivo fecal pre y pos tratamiento para conocer los
géneros presentes en ambas situaciones, estos resultados no se relacionan con
las cuentas parasitarias de vermes adultos obtenidos en el tracto
gastrointestinal tras el sacrificio de animales elegidos, en esta prueba debe
mantenerse un grupo control sin desparasitacion. 32

La prueba “In Vitro” se realiza tras la administracidon del desparasitante
que se esté estudiando (dosis y vias de administracion recomendadas por el
fabricante), después de transcurridos 10 a 14 dias (periodo prepatente para H.
contortus), se identifican los animales que eliminen huevos. Se realiza una
colecta de materia fecal para obtener huevos, los cuales se ponen en contacto
con diferentes concentraciones del antihelmintico que se empled en el ensayo
durante 20 a 24 hrs a 27 — 30 °C. Se cuantifican los huevos desarrollados,
huevos larvados y larvas eclosionadas en cada una de las concentraciones
probadas. Se obtiene la dosis letal 50% (concentracion media minima para
provocar la muerte en el 50% de los huevos y / o larvas), y se compara con la
dosis letal 50% de una cepa susceptible (previamente aislada), obteniéndose
asi el indice de resistencia, que nos indica el numero de veces que tiene que
aumentarse la dosis letal 50% de la cepa susceptible para producir los mismos
efectos en la cepa en estudio. 42

Una modificacion de esta técnica se realiza analizandose el desarrollo
larvario. En este ensayo se agregan aproximadamente 100 huevos por pozo de
una placa de microaglutinacion, posteriormente se incorpora a estos una
dilucién del antihelmintico en cuestion, se incuba durante 7 dias a 26 °C, se
adiciona yodo a cada pozo y se contabilizan los huevos y larvas presentes
ademas del estadio alcanzado por las ultimas (primero, segundo o tercer
estadio), obteniéndose la dosis letal 50%. '°

La evaluacion de viabilidad larvaria tras la administracion de diversos
antihelminticos del grupo de los BZ puede efectuarse al realizar el ensayo de
paralisis larvaria. En este, se analizan de 150 a 300 larvas en tercer estadio
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contenidas en pozos a las cuales se les agregan diferentes soluciones de
desparasitante. Tras 24 horas de incubacion a temperatura ambiente, se realiza
la observacién de los pozos, clasificando el contenido de los mismos como
“movimiento normal” o “paralisis” (en este caso, no se observa movimiento
durante 5 segundos) y se obtiene ia dosis letal 50% (concentracion media
minima para provocar paralisis en el 50% de las larvas). Debido a la baja
confiabilidad de esta técnica, se recomienda repetirla cuatro veces. *°

En las pruebas controladas se requiere un previo aislamiento de la
poblacion parasitaria sospechosa de resistencia, con ella se inoculan (con dosis
conocidas, generalmente 5§ 000 larvas infectantes) algunos animales, se
conforman dos grupos, un testigo (sin tratamiento) y otro para evaluar el
antihelmintico, se permite que las larvas alcancen la madurez (de 25 a 30 dias,
esto depende de las caracteristicas ambientales), los animales de ambos
grupos se sacrifican, se aislan los parasitos encontrados y se comparan los
datos obtenidos, determinandose asi la efectividad del producto. *

La resistencia es un rasgo heredado y por lo tanto requiere un control
genético. 8 Martin et al, indican que deben tomarse en cuenta muchos factores
para que una poblacion parasitaria desarrolle resistencia. Debe considerarse
que un antihelmintico es letal para el 95 a 99% de la poblacién, por tanto, la
seleccion de individuos resistentes es normal, ademas debe tomarse en cuenta
que los parasitos desarrollan una etapa durante la cual no son expuestos a los
antihelminticos (estadio hipobiotico).?”

Los métodos tradicionales no detectan la resistencia hasta que se
encuentra establecida en mas del 25% de la poblacién, solo han sido realizadas
en individuos adultos o bien en larvas obtenidas tras una infeccion
monoespecifica, solo identifican la resistencia cuando esta perfectamente
establecida en la poblacion parasitaria. 32

Silvestre y col realizaron modificaciones a la técnica de PCR utilizandola
como prueba diagndstica en la identificacion de resistencia a BZ, la ventaja de
estos ajustes es que se realizan en larvas en tercer estadio de las cuales no se
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conoce el género, mismas que se obtienen facilmente a partir de huevos de
nematodos gastrointestinales puestos en cultivo larvario. **

Elard y col ? indican que el isotipo 1 gen del fi-tubulina esta altamente
conservado en los nematodos tricostrongylidos, por lo cual se facilita su estudio,
ya que no se encuentra variacion genémica entre huevo, aduito y larva.

El método mas recientemente empleado para la deteccién de resistencia
a BZ incluye el analisis de la mutacion del aminoacido 200 del isotipo 1 del gen
B-tubulina, '® donde se demostré que la resistencia presente en H. contortus
esta relacionado con la seleccidon de los individuos de una poblacion que
poseen el gen especifico del isotipo 1 de B-tubulina. En 1993, Kwa y col, "7
indican que el genoma de H. contortus presenta un locus Gnico para el isotipo 1
de B-tubulina con variantes alélicas en poblaciones susceptibles a BZ. El
incremento en la resistencia a BZ estuvo siempre relacionado con el incremento
de la frecuencia de uno de los alelos presentes en la poblacion susceptible. Se
encontraron tres cambios de aminoacidos entre los individuos resistentes y
susceptibles a BZ en el isotipo 1 de f3-tubulina, en ias posiciones 76, 200 y 368,
indicando que el cambio en la posicion 200 (fenilalanina en susceptibles por
tirosina en resistentes) es una de las diferencias constantemente presentes
entre el gen B-tubulina confiriendo resistencia o susceptibilidad dependiendo del
aminoacido presente, por lo que la presencia de tirosina interfiere en la
polimerizacion y estabilidad de los microtibulos. Esta sustitucion de aminoacido
fue evaluada por la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa alelo
especifica (AS-PCR) en adultos de H. contortus. '8

La técnica de PCR consume poco tiempo (maximo 36 horas)
comparativamente con las técnicas tradicionales (21 a 49 dias) ya que sé
utilizan iniciadores especificos que detectan la mutacion en el fragmento
mencionado, provee una estimacion inmediata y no requiere de manejo de
animales como la técnica de tasa de reduccion del nimero de huevos en la

materia fecal pre y pos tratamiento (prueba In Vivo). %
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En este trabajo se hicieron adecuaciones a la técnica propuesta por
Siivestre®, realizando el diagnéstico de resistencia en varias poblaciones

parasitarias y con diferentes estadios de desarrollo (huevo, larva Ili y aduito).
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. JUSTIFICACION

Debido al uso indiscriminado de desparasitantes pertenecientes al grupo
de los bencimidazoles (BZ) y a que el género H. contortus ha desarrollado
poblaciones resistentes a este antihelmintico, es necesario establecer técnicas
de deteccion sensibles, especificas y rapidas que permitan diferenciar cepas
resistentes, para un diagnoéstico exacto y el establecimiento de tratamientos

especificos y efectivos para el control de estos parasitos.
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v. HIPOTESIS

La mutacion en el gen que confiere resistencia a Bencimidazoles (BZ) en

H. contortus esta presente en poblaciones de parasitos en México.
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V. OBJETIVOS

Objetivos Generales
Disponer de un método basado en técnicas de biologia molecular para la
identificacion de poblaciones de H. contortus resistentes a bencimidazoles (BZ).

Objetivos Especificos
1. Establecer un método basado en AS-PCR (Reaccion en cadena de la
polimerasa- alelo especifica) para la identificacion de poblaciones de
H. contortus resistentes a BZ.
2. Evaluar la presencia de resistencia a BZ en huevos, larvas e individuos

adultos provenientes de diferentes poblaciones de H. contortus.
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VIi. MATERIAL Y METODOS

V1.1 Procedimiento general

El presente estudio se llevé a cabo en los laboratorios de Parasitologia y
de Genética y Biologia Molecular de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UNAM.

Se realiz6 la colecta de especimenes adultos de H. contortus a partir de
abomaso de origen ovino en los estados de Morelos, Oaxaca, Puebla, Estado
de Meéxico y Veracruz, con el material colectado se efectud la extraccion de
DNA.

Se colectaron muestras de materia fecal para la obtencion de huevos y la
realizacion de cultivos larvarios, para la posterior extraccion de DNA. Las
muestras provenian de los estados de Morelos, Puebla, Sinaloa, Sonora y
Veracruz.

Una cepa de H. contortus caracterizada como resistente a
benzimidazoles se inoculdé en dos corderos para obtenciéon de huevos y larvas.

Para la estandarizacion de las condiciones de PCR y él calculo
(concentracion) de cada uno de los componentes empleados en la reaccion de
PCR (taq polimerasa, dNTP, Buffer Cr, MgCI2 y cantidad de cada primer) se
empleo el DNA proveniente de 100 mg de H. contortus frescos, caracterizados
como resistentes a bencimidazoles.
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Vi.2 Material biologico

VI.2.1 Haemonchus contortus en estadio adulto.

Los muestreos se realizaron en los rastros de la Aurora (en Ciudad
Nezahualcoyotl) y en el Municipai de Tlalnepantla, se incluyeron especimenes
colectados en el Cenzontle (perteneciente al Centro de Ensefianza,
Investigacion y Extension en Ganaderia Tropical de la FMVZ en Martinez de la
Torre, Veracruz), en dicho centro se ha detectado la presencia de este género
parasitario y sé diagnéstico resistencia a BZ por la técnica de reduccion de

11, 33

huevos tras la administracion de tratamiento. Se colectaron muestras de

contenido abomasal de ovinos, se extrajeron los parasitos adultos presentes

22.28 g@ lavaron y se

(Imagenes 1 a 6), aquellos identificados como H. contortus,
conservaron en congelacion para posterior extraccion de DNA por la técnica de
“tejidos”. (Anexo A). Las muestras de contenido abomasal (adultos) analizadas
procedian de los estados de Morelos (n = 4), Oaxaca (n = 2), Puebla (n = 4),

Estado de México (n = 4) y Veracruz (n = 2).

VL.2.2 Huevos de nematodos gastrointestinales.

Se recolectaron muestras de materia fecal de ovinos de algunas
poblaciones de México, el 50 % de cada muestra se sometié a concentracion-
extraccion de huevos de nematodos gastrointestinales (Imagen 7).! (Anexo B)
para realizar la obtencion de DNA por la técnica de extracto crudo (Anexo C).
Ademas de las muestras obtenidas en diversas explotaciones se contdé con una
cepa de H. contortus caracterizada como resistente, perteneciente al Centro
Nacional de Investigaciones Disciplinarias en Parasitologia Veterinaria
(Pavet-Inifap), localizado en Jiutepec, Morelos, misma que fue inoculada a dos
corderos (menores de 6 meses) cruza de Ramboulliet-Suffolk (5000 larvas /

animal). Para la recuperacion de la cepa inoculada se realizo la obtencion de
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materia fecal realizandose en este material el procedimiento anteriormente
descrito, por {o que se analizaron muestras de los estados de Morelos (n = 20),

Puebla (n = 9), Sinaloa (n = 4), Sonora (n = 6) y Veracruz (n = 5).

VI.2.3 Larvas en tercer estadio (Imagen 8):

El 50% de las muestras de materia fecal se remitié a cultivo larvario para
la obtencion de larvas en tercer estadio ' (Anexo D), tras la realizacion de esta
técnica se efectio la de migracion larvaria (Anexo E) *', las larvas colectadas
fueron lavadas por medio de la técnica descrita por Lopez (Anexo F) 2 con las
cuales se obtuvo DNA por la técnica de extracto crudo (Anexo C). Ademas de la
cepa de H. contortus del Centro Nacional de Investigaciones Disciplinarias en
Parasitologia Veterinaria inoculada a dos corderos. Para la recuperacion de la
cepa inoculada se realizé6 la obtencion de materia fecal y se efectu6 el
procedimiento para obtencidn de larvas. Teniendo de esta forma larvas
provenientes de los estados de Morelos (n = 11), Puebla (n = 2) Sinaloa (n = 2),

Sonora (n = 4) y Veracruz (n = 6).

VI.2.4 Extraccion del DNA Gendmico:

Inicialmente se obtuvo DNA gendmico a partir de 100 mg de nematodos
en peso humedo (Anexo A), este procedimiento se efectué para realizar la
estandarizaciéon de las condiciones de AS-PCR (Allelo Specific Polimerase
Chain Reaction). Una vez estandarizada la técnica de AS-PCR, se procedio a la
extraccion de DNA gendomico a partir de individuos adultos de H. contortus,
huevos y larvas en tercer estadio por la técnica de obtencion de extracto crudo
(Anexo C).
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VI.2.5 Reaccion en Cadena de la Polimerasa Alelo Especifica (AS-PCR) *

Para realizar la identificacion de resistencia o susceptibilidad de las
muestras analizadas se efectuo la técnica de AS-PCR, empleando 4 iniciadores
para las reacciones de amplificacion en 3 combinaciones distintas. Con el par
formado por Ph1 (6' =+ 3' - GGA ACG ATGGAC TCC TTTCG)y Ph2 (5’ —» 3' -
GAT CAG CAT TCA GCT GTC CA) se obtuvo un fragmento de 750 pb que es
no especifico de resistencia o susceptibilidad, pero exclusivo de H. contortus
por lo que se tomé como control. El par formado por los iniciadores Ph2 y Ph3
(5 — 3 -CTG GTA GAC AAC ACC GAT GAA ACA TA) originaron un fragmento
de 250 pb, especifico del alelo que confiere resistencia a los BZ y tras el uso de
los iniciadores Ph1 y Ph4 (56 — 3' - ATA CAG AGC TTC GTT GTC AAT ACA
GA) se produjo un fragmento de 550 pb, especifico del alelo de susceptibilidad
a los BZ. Las condiciones de PCR empleadas para los tres pares de iniciadores

se muestran posteriormente.
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V1.3 ESTRATEGIA PARA EL USO DE INICIADORES

Ph1

Ph1

Ph3

Pha

-—
Ph2

Ph2

N

NE 750 pb

R 250 pb

S 550 pb

PCR especifica para identificacion del punto de mutacion que indica
la resistencia o susceptibilidad a BZ en Haemonchus contortus

(DNA de origen huevo, larva y adulto).

NE. Fragmento no especifico de mutacion, especifico de H. contortus.
R. Fragmento especifico a resistencia en BZ.
S. Fragmento especifico de susceptibilidad a BZ.

25

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




VIl. RESULTADOS

En el cuadro 1 se observa el muestreo realizado en abomasos de ovino,
para la colecta de individuos de H. contortus en estadio adulto; indicandose el
nombre del estado de procedencia del material biologico y el nimero de
individuos muestrados.

En el cuadro 2 se observan los muestreos de materia fecal realizados
para la obtencién-concentracion de huevos de nematodos gastrointestinales y
para la realizacion de la técnica de cultivo larvario.

Después de la colecta del material bioldgico, las muestras fueron
procesadas como se describié en el apartado de material y métodos. Para la
obtencién del DNA genémico a partir de huevos y larvas se realizaron ensayos
con diferentes cantidades de los mismos, los mejores resultados para las
reacciones se obtuvieron cuando el DNA provenia de concentrados de 10 a 12
huevos o larvas.

Para la estandarizacion de las condiciones de AS-PCR, se obtuvo DNA
gendmico a partir de 100 mg de nematodos en peso himedo, por la técnica de
tejidos. Con el mismo material bioloégico se realizaron varios ensayos hasta
obtener las concentraciones de los diferentes componentes empleados en la
reaccion de PCR (taqg polimerasa, dNTP, Buffer Cr, MgCl, y cantidad de cada
iniciador).

Tras conocer las condiciones optimas para el funcionamiento de la
AS-PCR y las concentraciones de fos componentes para la reaccion, se
procedio a la extraccion de DNA gendmico a partir de individuos aduitos de H.
contortus, huevos y larvas en tercer estadio por la técnica de obtencion de
extracto crudo

Para las reacciones de amplificacion, se emplearon 4 iniciadores en 3
combinaciones distintas, Ph1 y Ph2 para la obtencion del fragmento de 750 pb,
especifico de H. contortus, Ph2 y Ph3 para la observacion de la banda de 250
pb, fragmento especifico a resistencia en BZ y el par formado por los iniciadores
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Ph1 y Ph4 para la observacion de una banda de 550 pb que corresponde al
fragmento especifico de susceptibilidad a BZ.

La técnica de AS-PCR se realizé en diversas poblaciones parasitarias
con individuos de H. contortus en estadio adulto, larvario o huevo. Estos
procedimientos funcionaron como ensayos para la comprobacion del
funcionamiento de la técnica, de ninguna manera pretende ser un estudio
epidemiolégico.

Los resultados obtenidos a partir de las muestras de especimenes
adultos fueron los siguientes, el 25% fue homocigético susceptible (HS) y el
75% homocigotico resistente (HR) (Cuadro 3), el 36% de las larvas en tercer
estadio fue HS, el 16% heterocigético (HE) y el 48% HR (Cuadro 4), con
respecto a las muestras de huevos de nematodos gastrointestinales evaluadas
el 43.19% HS, el 15.90% HE y el 40.91% HR (Cuadro 5).

En el esquema 1 se muestra un gel de agarosa al 3% con bandas que
corresponden a un individuo HE. En el extremo izquierdo encontramos al
marcador de aito peso molecular Lamda DNA-BstE Il, en la banda A se observa
el fragmento de 750 pb especifico de individuos de H. contortus, en la banda B
se detectd un fragmento de 550 pb exclusivo de susceptibilidad y en la banda C
se distingue la presencia de la banda caracteristica de resistencia con un peso
de 250 pb. En el extremo derecho se coloco el marcador de bajo peso
molecular pBR322/Mspl.

En el esquema 2, se muestra un gel de agarosa al 3% en el cual las
bandas corresponden a uno HR en este esquema las bandas de los extremos
izquierdo y derecho corresponden a los marcadores de peso molecular, se
encuentra la banda A y la banda C con las mismas caracteristicas que las
descritas en el parrafo inmediato superior, cabe sefialar que al tratarse de un
individuo HR carece de ia banda B.

Las bandas presentes en un espécimen HS (esquema 3), se observaron
en un gel de agarosa al 3%, donde los marcadores moleculares se encuentran
en los extremos, encontramos el fragmento de 750 pb especifico de individuos
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de H. contortus, en la banda B se detecto un fragmento de 550 pb exclusivo de

susceptibilidad se percibe la ausencia de la banda C, caracteristica exclusiva de

los individuos resistentes.

VH.1 Cuadro 1

Muestreos realizados en abomasos de origen ovino para la colecta

de H. contortus en estadio adulto

Poblaciones o Numero de animales
Estado municipios muestreados
Edo. de México 2 4
Morelos 4 4
Oaxaca 1 2
Puebla A S22
Veracruz 1 » 2
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Vii.2 Cuadro 2

Muestreos de materia fecal realizados para la obtencion-

concentracion de huevos de nematodos gastrointestinales y para la

realizacion de la técnica de cultivo larvario

Poblaciones o Numero de Estadio

Estado municipios animales evolutivo
muestreados Colectado
Morelos 5 20 20 Huevos
11 Larvas 3

Puebla 3 3 3 Huevos
1 Larvas 3

Sinaloa 2 4 4 Huevos
» . 2 Larvas 3

Sonora 2 6 Huevos
4 Larvas 3

Veracruz 1 6 5 Huevos
6 Larvas 3

Nota : los huevos y el tercer estadio larvario provienen de la materia

fecal de los mismos animales, ya que 50% de la muestra fue empleada

para ia concentracion de huevos y 50% para el cultivo larvario. En todas

las muestras colectadas se realizé la concentracion de huevos, pero solo

una parte de las mismas fue procesada para la obtencién de larvas en

tercer estadio.
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Vi.3 Cuadro 3

Resulitados de las muestras usadas en este estudio:

Adultos de Haemonchus contortus de origen ovino

Estado Numero de | Numero de Resultado
Poblaciones | Muestras
Morelos 1 4 Homocigético Resistente
~Puebla 1. Homocigético Susceptible
B Homocigético Resistente
Oaxaca A Homocigético Susceptible
Edo. de México _21» Homocigético Resistente
Veracruz 1 Homocigético Resistente
Total 7

Homocigoético Susceptible:

Heterocigatico:

Homocigético Resistente:
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25.00 %
0.00 %
75.00 %
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Vil.4 Cuadro 4

Resultados de las muestras usadas en este estudio:
Larvas de nematodos gastrointestinales de origen ovino.

Estado Ndmero de | Namero de Resultado
poblaciones | muestras

Morelos 2 7 Homocigético Susceptible
Homocigoético Resistente
Puebla Homocigédtico Resistente
Sonora Homocigdtico Susceptible

Heterocigdéticos

Sinaloa : Heterocigéticos
Veracruz Homocigético Resistente

Total

Homocigdético Susceptible:

Heterocigdtico:

Homocigético Resistente:
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36.00 %
16.00 %
48.00 %
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ViI.§ Cuadro 5

Resultados de las muestras usadas en este estudio:
Huevos de nematodos gastrointestinales de origen ovino

Estado Numero de | Namero de Resultado
Poblaciones | Muestras
Morelos 4 12 Homocigoético Susceptible
1 Homocigético Resistente
Puebla 1 Homocigotico Susceptible
2 Homocigotico Resistente
Sinaloa 2 Heterocigoticos
Sonora 1 Homocigdético Susceptible
1 , Heterocigdtico
Veracruz 1 : ‘5 Homocigodtico Resistente
Total 13 44
Homocigético Susceptible: 43.19 %
Heterocigético: 15.90 %
Homocigotico Resistente: 4091 %
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VIl.L6 Esquema 1

Bandas observadas en geles de agarosa al 3%
Individuos de H. contortus heterocigoticos

Marcador Marcador
Lambda DNA-BstE pBR322/Mspi
1}

Pares de bases

Pares de
bases
1,264 ___| Vo B
750
702 — 550
— 307
—— 242-238

. ~Resultados de la reaccion de PCR de Individuos de
- Haemonchus contortus heterocigoticos que presentan: Banda
~control A (750 pb) obtenida tras el uso de los iniciadores Ph1 y
" 'Ph2, Banda de susceptibilidad B (550 pb) usando Ph1y Ph4 y
Banda de resistencia C (250pb) empleando iniciadores Ph2 y
: Ph3.
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VIl.7 Esquema 2

Bandas observadas en geles de agarosa al 3%
Individuos de H. contortus homocigoéticos resistentes

Marcador
f.ambda DNA-BsIE Marcador
il pBR322/Mspl
A B C
Pares de bases Pares de
bases
1,264 — .
750 N
702 — s
Sy 650
[ 307
[ 242 -238

Resultados de la reaccion de PCR de Individuos de
Haemonchus contortus homocigoticos resistentes presentan:
Banda control A (750 pb) usando los iniciadores Ph1 y Ph2 y
Banda de resistencia C (250pb) empleando iniciadores Ph2 y
"~ Ph3. No presenta la banda de susceptibilidad B (550 pb)
B usando Ph1y Ph4.
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VH.8 Esquema 3

Bandas observadas en geles de agarosa al 3%
Individuos de H. contortus homocigoticos susceptibles

Marcador Marcador
Lambda DNA-BstE pBR322/Mspl
i A B c
e Pares de
Pares de bases e o bases
1,264 —° R
750,
702 1 T 550
SR
l— 307
l— 242 -238

Resultados de la reaccioén de PCR de Individuos de
Haemonchus contortus homocigéticos susceptibles presentan:
Banda control A (750 pb) empleando los iniciadores Ph1y Ph2
.y Banda’ de susceptibifidad B (550 pb) usando Ph1 y Ph4. No

presenta la Banda de resistencia C (250pb) empleando
iniciadores Ph2 y Ph3.
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VIII. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En las muestras analizadas se encontré que el 75% de los adultos de
H. contortus, el 64% de las larvas en tercer estadio y el 56.81% de los huevos
eran heterocigéticos o bien homocigoéticos resistentes (Cuadros 3 a 5),
independientemente de cual sea la expresidn genética, debemos considerar
que los individuos heterocigdticos se manifiestan como resistentes en la
poblacién, lo cuai nos indica que aun cuando el estudio realizado no es
epidemioldgico, el caracter de resistencia a bencimidazoles (BZ) esta
ampliamente distribuido en las pobiaciones de H. contortus mexicanas.

En todos los estados (Morelos, Oaxaca, Puebla, Estado de Meéxico,
Sinaloa, Sonora y Veracruz), a partir de los cuales se obtuvieron muestras para
el desarrollo del presente estudio se encontrd la presencia del gen que confiere
resistencia a los BZ.

Por lo anterior, consideramos que ahora que esta estandarizada la
técnica de AS-PCR, se podria realizar un estudio epidemioldgico para conocer
el comportamiento real del caracter que confiere resistencia a los BZ en las
poblaciones de H. contortus presentes en México.

La técnica propuesta por Silvestre et al (AS-PCR) 3, sugiere la
realizacion del diagndstico de la resistencia a BZ solo en tercer estadio larvario,
con las modificaciones realizadas en este estudio se logré realizar el
diagnostico de resistencia en muestras de huevos y adultos de H. contortus,
contribuyendo de esta forma con una técnica que nos permita realizar el
diagnostico de resistencia los BZ en cualquier estadio evolutivo del parasito,
ofreciendo asi una técnica alternativa para el diagndstico de resistencia a BZ,
de forma mas rapida, confiable y en cualquier estadio evolutivo. En el caso de
adultos y larvas puede desarrollarse de manera individual o con un grupo de
ellos, por otra parte cuando la muestra a procesar es de huevos, se realiza con
un concentrado de 10 a 12.
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La variacion en la mezcla de iniciadores ensayada en este estudio, dio
resultados similares a las combinaciones sugeridas por Silvestre et al 34,

Al realizar estos ensayos nos percatamos que bajo las condiciones de
PCR descritas para los diferentes pares de iniciadores, se pueden reproducir
los resultados citados en este trabajo.

Para la reforzar lo obtenido en el presente, se recomienda hacer la
secuenciacion de las bandas de 550 y 250 pb obtenidas, para confirmar la
mutacion en el aminoacido 200 del isotipo 1 del gen B tubulina.

Al disponer de la AS-PCR como una técnica para el diagnéstico de
resistencia, tenemos la ventaja de poder realizar el diagnostico en un maximo
de 36 horas a partir del momento en que la muestra es remitida al laboratorio,
con una gran confiabilidad ya que los resultados que se obtienen a partir de su
aplicacion, nos indican las caracteristicas genéticas de los individuos analizados
y no solo muestran su comportamiento en una poblacion parasita.

La AS-PCR es una alternativa diagnostica de facil realizacién, cuando se
tiene el equipo necesario y el personal capacitado, ofrece muchas ventajas
sobre las técnicas tradicionales ya que no se necesita el manejo de animailes,
ademas, las técnicas tradicionales implican mayor inversioén de tiempo.

El costo de la técnica de AS-PCR hace que no se encuentre al alcancE
de muchos productores (aproximadamente $40.00 por reaccidon, se realizan 3
reacciones de PCR para llevar a cabo el diagnostico de resistencia), pero al
proporcionar informacion acerca de la resistencia a BZ, evitara la compra de
medicamentos que no sean efectivos contra los parasitos resistentes,
evitandose asi, el gasto en medicamentos inutiles para una poblacion parasita
en especifico.

Al contar con esta técnica para el diagndstico de resistencia a BZ,
podemos emplearla para realizar estudios epidemiolégicos para conocer el
comportamiento de resistencia a este compuesto en poblaciones de
H. contortus de México.
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Es indispensable que en México se adapten y desarrolien tecnologias
basadas en biologia molecular que nos permitan conocer el comportamiento
genetico de resistencia hacia los diferentes compuestos quimicos que se
encuentran disponibles para el control de parasitos. Pues por el momento en

nuestro pais, no se tiene este tipo de informacion.
Por lo tanto, el uso de la AS-PCR como técnica diagnostica de

resistencia a BZ, es recomendable para dar una aproximacion al
comportamiento de una poblacién parasitaria dentro de un ambiente especifico.
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Imagen 1

Especimenes adultos de Haemonchus contortus

en un abomaso de ovino
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Imagen 2

Especimenes frescos adultos de Haemonchus contortus obtenidos

de ovinos a la necropsia
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imagen 3

Extremo anterior de Haemonchus contortus

Alas cervicales en forma de espina de rosal
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Imagen 4

Proceso vulvar de la hembra de Haemonchus contortus,

caracteristica morfolégica distintiva
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Imagen 5

Ovarios enrollados en el tubo digestivo, caracteristica morfolégica

de las hembras de Haemonchus contortus
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Imagen 6

Bolsa copulatoria de un macho de Haemonchus contortus, iébulo dorsal
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Imagen 7

Huevo de nematodo gastrointestinal en muestra de heces de ovino
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Imagen 8

Tercer estadio larvario de Haemonchus contortus
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10.
11.

12.

13.

Anexo A

EXTRACCION DE DNA POR LA TECNICA DE TEJIDOS

Colocar en un mortero 100 mg de adultos de Haemonchus contortus.
Agregar nitrogeno liquido y proceder a la maceracion de los mismos.
Colocar el pulverizado en un tubo y agregar 10 volumenes de solucion de
lisis para tejidos.

Depositar el lisado con RNAasa a 37°C durante una hora para que se

digiera.

. Agregar proteinaza K al lisado con RNAasa e incubar 2 a 3 horas a

55°C.

Sin agregar ninguna soluciéon, cambiar la temperatura de incubacién a
65°C durante una hora o bien, a 50°C durante toda una noche.

Adicionar Cloruro de Sodio 5M (molar) para que quede en una
concentracion final de 2M y agitar por 15 segundos.

Centrifugar a 10 000 rpm (revoluciones por minuto) durante 10 minutos.
Recuperar el sobrenadante y precipitar con 2 volimenes de etanol puro
(poner en el congelador por 30 minutos).

Centrifugar a 12 000 rpm durante 10 minutos.

Resuspender la pastilla en el menor volumen posible de solucidon de lisis
para tejidos (200 ul) y mezclar perfectamente sin agitar demasiado (para
facilitar el mezclado se recomienda colocar el tubo en un bafo maria a
37°C durante 20 minutos).

A la mezcla de solucion de lisis se coloca un volumen de fenol
preparado, se agita durante 5 segundos y sé centrifuga a 12 000 rpm
durante 10 minutos.

Se extrae la parte superior con una micropipeta, se coloca en un tubo y
se agrega un volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se mezcla
y se centrifuga a 12 000 rpm por 10 minutos.
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14.Se obtiene el sobrenadante y repite el procedimiento anterior.

15.Se obtiene el sobrenadante y se le agregan 2 volimenes de etanol, la
mezcla se deja en refrigeracion toda la noche.

16.Se centrifuga a 12 000 rpm por 10 minutos.

17.Se decanta todo el liquido (escurrir en papel secante), a la pastilla se le
agregan 200 pl de etanol de 70° y se centrifuga a 12 000 rpm durante
10 minutos.

18. Se repite el procedimiento anterior.

19.Se decanta la totalidad del liquido y se pone el tubo en un termoblock a
50 °C durante 20 a 25 minutos para secar la pastilla.

20.Se agregan 20 ul d agua bidestilada y se homogeniza perfectamente.

21.Se corre la muestra en un gel de agarosa al 1%.

SOLUCIONES EMPLEADAS

EXTRACCION DE DNA POR LA TECNICA DE TEJIDOS

Solucion de lisis para tejidos

0.05 M Tris-HCI pH 8

0.1 M EDTA (Etilen Diamino tetra acético)
0.5% Sarkosyl.

RNAasa
Concentraciéon del Stock 2 000 ug/ml

Se busca una concentracion finai de 20 ug/ml
Proteinaza K

Concentracién del Stock 50 000 ug/ml

Se busca una concentracion final de 100 ug/mil
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Cloruro de Sodio
Concentracion del Stock 5 M
Se busca una concentracion finalde 2 M

Anexo B

OBTENCION Y CONCENTRACION DE HUEVOS DE NEMATODOS
GASTROINTESTINALES.'

1. Se realiza la técnica de flotacion de manera tradicional

2. Tras cerciorarse que la muestra es positiva, se obtiene el sobrenadante
en tubos para centrifuga con una capacidad de 50 mi

3. Se centrifuga durante 10 minutos a 3500 rpm

4. Se obtiene el sobrenadante

5. Mismo que se coloca en otro tubo y se afora a 50 ml con agua bidestilada,
se centrifuga nuevamente a 3500 rpm durante 10 minutos

6. El contenido de este tubo se vacia en otros dos tubos 25 ml por cada uno
y se aforan 25 m} de agua bidestilada

7. Se obtiene el sedimento y se transfiere a tubos Eppendorf de 2 ml, se
centrifuga a 10000 rpm durante 10 minutos, los huevos contenidos se
resuspenden en solucion salina fisiologica.

8. El numero de huevo por pi varia dependiendo de la cantidad de huevos
por gramo de heces. Para hacer un calculo mas acertado se colocan 5 pl
del concentrado en una camara hematologica de conteo empleando la
zona para globulos blancos. Se cuentan los huevos contenidos en los

cuadrantes de los extremos y el central.
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Anexo C

OBTENCION DE DNA POR LA TECNICA DE EXTRACTO CRUDO

PREPARACION DE LISADO CRUDO DE DNA A PARTIR DE NEMATODOS
INDIVIDUALES, LARVAS Y HUEVOS DE NEMATODOS.

1. A un nematodo lavado, larvas o huevos en suspension, se le agregan
100l de una solucién de Buffer K que contiene proteinaza K (200 ng/ mi)

2. Se incuban 2 horas a 37°C

3. Incubar a 95°C por 15 segundos para inactivar la proteinaza K

4. Se saca la muestra de incubacion y se deja enfriar a temperatura
ambiente

5. Se adiciona 1ul de RNAasa (1nug/ mi)

6. Se incuba a 37°C durante 15 minutos

7. Se guarda la muestra a — 20°C

REACTIVOS EMPLEADOS PARA LA EXTRACCION
DNA POR LA TECNICA DE EXTRACTO CRUDO

Buffer K

Buffer E 10X 5ml
Tween 20 250 ul
Agua estéril 45 mi

(Concentracion final det Tween 1/20 6 0.05%)

Proteinaza K mas buffer K
Buffer K 1 mi
Proteinaza K
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SOLUCIONES DE TRABAJO PARA CORRIDA Y GELES DE AGAROSA

Buffer TBE 5X

Tris base 540g
Acido bérico 2759
EDTA o.5M pH 8 20.0 ml
Agua destilada cbp 1000 ml!

Geles Para Corrida En Electroforesis

Agarosa al 1% (100 mti)

Agarosa 19
Buffer TBE 5X 20 ml
Agua destilada 80 ml

Agarosa al 2.5% (100 ml)

Agarosa 25¢g
Buffer TBE 5X 20 ml
Agua destilada 80 ml

Agarosa al 3% (100 ml)

Agarosa 39

Buffer TBE 5X 20 mi

Agua destilada 80 ml

Bromuro de Etidio en Solucién Acuosa (100ml) FALEE%% %%IIVGEN
Concentracién del Stock de Bromuro de etidio 10 mg / ml

Bromuro de etidio 50 nl

Agua bidestilada 100 ml

Quedando una concentracion finalde 5 ug/ ml
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Anexo D

CULTIVO FECAL PARA LA OBTENCION DE LARVAS
EN TERCER ESTADIO
Con esta técnica se obtienen larvas en tercer estadio, al proporcionar a
los huevos de nematodos gastrointestinales presentes las condiciones optimas
para su desarrolio (humedad, oxigenacion y temperatura).’

1. Tras la realizacion de la técnica de flotacion con solucién saturada con
cloruro de sodio o la técnica de McMaster se realiza la técnica de cultivo
fecal

2. Se coloca la muestra positiva a nematodos gastrointestinales en un
recipiente limpio y seco, se agrega un poco de agua purificada (para
evitar que la presencia de cloro inhiba el desarrollo larvario), se
homogeniza el contenido.

3. Se realiza la identificacion de la muestra y se coloca en una estufa de
cuitivo con una temperatura de 27 a 30 °C.

4. La muestra debe ser revisada y oxigenada diariamente cuidando las
condiciones de humedad y temperatura.

5. Transcurridos de 10 a 12 dias se extrae el contenido del recipiente, se
coloca en una gasa y procede a realizarse la técnica de Baermann para la

obtencidn de las larvas |
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Anexo E
TECNICA DE MIGRACION LARVARIA (BAERMANN)

Esta técnica se realiza para la obtencion de larvas de nematodos
puimonares o larvas lll de nematodos gastrointestinales a partir de cultivos
fecales, se aprovechan los tactismos bioldgicos de estas para realizar la colecta

(hidrotropismo y termotropismo).’

1. Se coloca la muestra del cultivo fecal en una gasa, misma que se pone
en un tamiz que forma parte del aparato de Baermann (soporte universal,
anillo metalico, pinzas Mohr, Embudo, manguera de hule latex, vidrio de
reloj y tamiz).

2. Se vierte agua tibia purificada por las paredes del embudo, hasta que
cubra la malla del tamiz.

3. Se deja reposar por 8 a 10 horas y se obtiene el contenido en el vidrio de
reloj.

4. Se realiza la inspeccion con un microscopio estereoscopico.

o

Se colectan lar larvas con la ayuda de una pipeta Pasteur.
6. Las larvas colectadas se colocan en un portaobjetos y se realiza la
identificacion de las mismas por sus caracteristicas morfolégicas.
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Anexo F

MODIFICACION DE LA TECNICA DE LAVADO DE LARVAS A PARTIR
DE UN CULTIVO FECAL. &

1. El liquido colectado de la técnica de migracién larvaria se distribuye en
tubos (15 ml) y se somete a centrifugacion por 5 min. a 3,000 rpm a 4°C.
2. Se deja sedimentar en refrigeracion durante 30 min.

3. Se decanta el sobrenadante y se aforan los tubos a 15 ml con agua
destilada y se homogeniza el contenido.

4. Se repite este procedimiento hasta que el sobrenadante quede claro.

5. Se concentra el liquido en un tubo de centrifuga.

6. Se agrega solucién de sacarosa al 37% en proporcion 1:5.

7. Se centrifuga a 4,000 rom por 10 min.

8. Las larvas quedan resuspendidas en la parte media y superior del tubo,

en el fondo se localizan los detritus fecales.

9. Se colectan las larvas con una pipeta Pasteur.

10.Las larvas se resuspenden en solucion salina amortiguadora de fosfatos
con pH 7.2 para eliminar el exceso de sacarosa.

11.Se contintlan haciendo lavados por centrifugacion hasta observar que el
sobrenadante quede claro, esto es 5§ min. a 4,000 rpm.

12.Se deja sedimentar el contenido a 4 °C durante 30 min. , entre cada
centrifugacion.

13. El material obtenido puede ser cuantificado o utilizado directamente para

cualquier procedimiento.
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SOLUCIONES EMPLEADAS EN LA TECNICA DE
LAVADO DE LARVAS A PARTIR DE UN CULTIVO FECAL

Solucién de sacarosa al 37%
Para la preparacion de 100 ml
37 g de sacarosa
Aforar a 100 mi

Solucién Amortiguadora

Buffer fosfato comercial Sigma Diagnostics: 8.3 mmol /L, pH 7.2 a 25°C.
Formula por 1 vial

Fosfato de sodio y potasio

Disolver el contenido del vial en 3.8 | de agua destilada

Refrigerar a 2-6°C
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Anexo G USO DE INICIADORES Ph1y Ph2

El Ph1 es el iniciador no especifico sentido 5- 3' y Ph2 es el iniciador no
especifico antisentido 5-3’. Al emplearlos se obtiene un fragmento de 750 pb,
fragmento especifico para la identificacion del genero Haemonchus contortus.

Para esta reaccion se emplearon las siguientes substancias: 3 nl de DNA
(de origen huevo, larva o adulto de H. contortus), 2.5 U de taqg polimerasa
(biotecnologias universitarias), 0.2 mM dNTP (biotecnologias universitarias), 2
ul de Buffer Cr 10X con 1.5 mM de MgCl, (biotecnologias universitarias) y 10
mM de cada primer (Ph1 y Ph2).

Condiciones de PCR para los Iniciadores Ph1 y Ph2

Desnaturalizacion inicial 94 °C / 3 minutos

Desnaturalizaciéon 94 °C / 30 segundos

Alineacion 60 °C / 30 segundos 30 ciclos
Sintesis 72 °C / 30 segundos

Polimerizacion final 72 °C / 3 minutos
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Anexo G1 USO DE INICIADORES Ph1 y Ph4

El Ph1 es el iniciador no especifico sentido §'- 3’ y Ph4 es el iniciador
especifico antisentido 5’-3'de alelos susceptibles, con su uso se obtiene un
fragmento de 550 pb, que es el fragmento especifico de susceptibilidad a BZ.

La mezcla de reaccidon de PCR consta: 3 ul de DNA (de origen huevo,
larva o adulto de H. contortus), 2.5 U de taq DNA polimerasa (biotecnologias
universitarias), 0.2 mM dNTP (biotecnologias universitarias), 2 pul de Buffer Cr
10X con 1.5 mM de MgCI; (biotecnologias universitarias) y 10 mM de cada

primer (Ph1 y Ph4) y llevar a 20 ul con agua destilada estéril.

Condiciones de PCR para los iniciadores Ph1 y Ph4

Desnaturalizacién inicial 94 °C / 3 minutos

Desnaturalizacion 94 °C / 30 segundos
Alineacion 60 a 62 °C / 30 segundos } 30 cxclos
Sintesis 72 °C / 30 segundos
Polimerizacion final 72 °C / 3 minutos
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Anexo G2 USO DE INICIADORES Ph2y Ph3

Ph2 es el iniciador no especifico antisentido 5°-3', Ph3 es el iniciador alelo
especifico para resistencia sentido 5'- 3'. Se obtiene un fragmento de 250 pb
que es especifico de cepas de Haemonchus contortus resistentes a BZ.

Para la reaccion se emplearon las siguientes substancias: 3 ul de DNA
(de origen huevo, larva o adulto de H. contortus), 2.5 U de taq polimerasa
(biotecnologias universitarias), 0.2 mM dNTP (biotecnologias universitarias), 2
nl de Buffer Cr 10X con 1.5 mM de MgCIl, (biotecnologias universitarias) y 10
mM de cada primer (Ph2 y Ph3)

Condiciones de PCR para los Iniciadores Ph2 y Ph3

Desnaturalizacion inicial 94 °C / 3 minutos

Desnaturalizacion 94 °C / 30 segundos
Alineacion 62 °C / 30 segundos 30 ciclos
Sintesis 72 °C / 30 segundos
Polimerizacién final 72 °C / 3 minutos
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Anexo H EQUIPO EMPLEADO

Termociclador
Hybaid limited PCR
Oomn-E

Termociclador
Hybaid limited PCR Express

Termoblock
Dry bath incubator

Fisher scientific

Fuente de Poder

E-C Apparatus corporation

Camara para electroforesis

Microcentrifuga
Eppendorf 5417C

Centrifuga para tubos tipo Falcon (15 — 50 ml)

|IEC — Centra GP8R

Bano Hiumedo
Isotermp waterbath
Fisher scientific 2I-M
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Transiluminador

uvep

Transluminator White/UV
GDS 7500 Dark room

Impresién de imagenes
Digital graphic printed
Sony UP D860
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