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RESUMEN

GONZALEZ OLVERA MERIT. Evaluacion in vitro de la resistencia hacia tres
derivados del bencimidazol de dos poblaciones de Haemonchus contortus
aisladas en el Estado de Chiapas (bajo la direccion de: Biol, PhD Carlos Vasquez
Pelaez y MVZ M. en C. Enrigque Liébano Hernandez)

Haemonchus contortus (Hc) es el parasito que mas frecuentemente afecta las
explotaciones de ovinos alrededor del mundo, y se considera que es el parasito de
mayor patogenicidad y él que causa mas dafios en materia de salud y
productividad. Tradicionalmente Hc era controlado usando antihelminticos; pero
cada vez son mas frecuentes los reportes de resistencia. En el estado de Chiapas,
en la region montafiosa de los Altos, existe una poblacion de ovinos de raza
Chiapas, los cuales se ven afectados por una gran variedad de parasitos, siendo
Hc el parasito que mas los afecta; por lo que el objetivo de éste estudio fue aislar
una cepa de Hc a partir de muestras de heces de borregos Chiapas para
determinar su resistencia o susceptibilidad hacia tres derivados del bencimidazol
(albendazol, tiabendazol y febendazol), realizando pruebas in vitro y comparando
los resultados con un aislamiento Resistente. Se observé para el aislamiento
Chiapas que las CLsp fueron 0.01 mg/ml, 0.18 mg/ml y 0.23 mg/ml para
febendazol, tiabendazol y albendazol respectivamente; mientras que en el
aislamiento Resistente las CLso para los mismos productos fueron 0.074 mg/ml,
1.206 mg/ml y 33.4 mg/ml. Un segundo ensayo se realizé con un heterocultivo (H.
contortus y T. circumcincta) aislado de borregos Pelibuey localizados en

Tapachula, Chiapas; las CLsp en pruebas in vitro mostraron: 0.01 mg/ml, 0.14



mg/ml y 0.014 mg/ml, para febendazol, tiabendazol y albendazol respectivamente.
Se concluye que los dos aislamientos de nematodos obtenidos de Chiapas son

susceptibles a los tres derivados del Bencimidazol.



1. INTRODUCCION
Un parasito es un organismo con dependencia metabdlica hacia otro
organismo de una especie diferente, que generalmente es mas evolucionado. Esta
dependencia es el resultado de una pérdida de informacion genética por parte del
parasito. Un pardsito vive sobre o dentro del hospedero y se nutre a expensas del
mismo sin destruirlo como el depredador; pero algunas veces afecta tanto su salud

que llega a causarle la muerte.*

Las enfermedades causadas por parasitos gastrointestinales en los
rumiantes, son una de las enfermedades con mayor impacto sobre la salud animal
y su productividad a nivel mundial.>® Por tanto existe la necesidad de encontrar
estrategias de control alternativas y sustentables frente a una creciente resistencia

antihelmintica.*

En México, las nematodosis gastrointestinales son un grave problema y los
géneros que con mayor frecuencia afectan al ganado ovino son: Haemonchus
contortus (Hc), Teladorsagia circumcincta (Tc), Cooperia spp, Trichostrongylus
spp, Nematodirus spp, Strongyloides papillosus, Trichuris ovis, Bunostomum spp,

Oesophagostomum spp, y Chabertia ovina. *

Haemonchus contortus es considerado como uno de los nematodos mas

patégenos' y que mas pérdidas econémicas genera;’> asi como uno de los



parasitos que mas rapido generan resistencia hacia los desparasitantes;® y segtn

estudios, es el nematodo con mayor prevalencia en México. ’

Los bencimidazoles, son las sustancias mas comunmente empleadas por
los productores en México frente a diversas nematodosis;® sin embargo se ha

detectado que Hc ha desarrollado resistencia a éste farmaco.® & ° 10 11

2. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Nematodosis

De acuerdo con sus caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y filogenéticas
se ha dividido a los parésitos para su estudio en varios grupos. Los parasitos de
importancia en medicina veterinaria estdn considerados en los siguientes grupos:
Phylum Protozoa, Phylum Ciliophora, Phylum Platyhelminthes, Phylum

Acantocephala, Phylum Nematoda, Phylum Arthropoda, Phylum Pentastomida.®

Los nematodos corresponden al Phylum Nematoda y son gusanos con
cuerpo cilindroide, no segmentado con un tracto intestinal y una cavidad general,
con extremos terminados en punta. Son de forma redonda en seccién tranversa y

estan cubiertos por una cuticula mas o menos resistente a la digestion intestinal.*



El Phylum Nematoda comprende varias familias, una de ellas, la familia
Trichostrongylidae; cuyas caracteristicas son una capsula bucal muy pequefia o
ausente y papilas cervicales mas o menos desarrolladas.* El macho tiene como
caracteristica morfologica la bolsa copulatriz, la cual es relativamente grande y
generalmente simétrica; también poseen espiculas cuya forma es variable y
depende del género. Las hembras son de gran tamafio y poseen una vulva, cuya
forma y tamafio dependen del género. Esta familia comprende varios géneros,
algunos de ellos son: Cooperia spp, Haemonchus spp, Ostertagia spp,

Trichostrongylus spp, Teladorsagia spp. *

Los nematodos parasitos son el mayor problema de salud en la produccion
de ovinos en pastizales actualmente.’? Los nematodos gastrointestinales
econdémicamente importantes en los borregos pertenecen al orden Strongylida y la
familia Trichostrongyloidea e incluyen a los géneros Teladorsagia spp,

Trichostrongylus spp, Nematodirus spp y Haemonchus spp.*®

Las pérdidas econdmicas generadas por nematodos gastroentéricos
ascienden hasta 41.8 millones de délares (mdd) en Uruguay y a 26 mdd en Kenia;

en éste Ultimo, las pérdidas fueron causadas tnicamente por el nematodo Hc.®

Los efectos patogénicos de una infestacion por nematodos pueden variar
desde una depresion en la tasa de crecimiento, diarrea, y/o anemia; hasta la
muerte, dependiendo de la severidad de la infeccion y de las especies de

parasitos predominantes.**



Los nematodos también afectan el crecimiento de los corderos y causan
problemas reproductivos en las hembras que cursan con el estrés de una

gestacion tardia o una lactaciéon temprana.™

Los nematodos parasitos de los animales domésticos tienen gran
importancia econdmica, debido a la frecuencia y elevada morbilidad con que se
presentan en las diferentes especies. Se localizan en la mayoria de los 6rganos;

sin embargo, es el tracto digestivo en donde se encuentra la mayoria. *

2.2 Haemonchus contortus

Haemonchus contortus es considerado uno de los nematodos méas dafinos
del estémago de ovinos en zonas tropicales y subtropicales;* asi como el paréasito
méas importante en términos econémicos en muchas partes del mundo.’ La razén
por la cual Hc es tan importante es debido a su patogenicidad, a su rapido nivel de
reproduccién, a su adaptacion al clima célido y a su capacidad de sobrevivencia

en climas inhéspitos por la hipobiosis.’

Hc presenta un ciclo evolutivo directo con dos fases; una exdgena y una
enddgena. En la fase exdégena, los huevos de los nematodos salen junto con las
heces del animal al ambiente y dependiendo de una éptima temperatura (20-30°C)

y humedad relativa (80%) eclosiona la L; entre 24 y 30 horas, para posteriormente



evolucionar a L, en aproximadamente 2 o 3 dias; éstas larvas sufren una segunda
ecdisis 0 muda para transformarse en L3 (estadio infectante) en 4 a 7 dias, segun

las condiciones ambientales.’

La L3 es activa y sube a los tallos y hojas de los pastos que sirven como
alimento a los rumiantes, para de ese modo infectarlos. En la fase enddgena, la
larva infectante muda en el rumen, al haber un incremento del pH ruminal,
causado por la secrecion de la enzima leucoaminopeptidasa a través de las
células neurosecretoras de la larva.” La larva penetra al abomaso entre 10 y 20
minutos después de haber sido ingerida, en donde se transforma en L, y penetra a
las criptas de las glandulas gastricas (durante este proceso puede inhibir
temporalmente su desarrollo cuando la temperatura es extremadamente baja),
posteriormente las L, dejan la mucosa y se alojan en el lumen abomasal para

transformarse en Ls y después en parasitos adultos, machos y hembras (Fig. 1).”
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Figura 1. Ciclo biolégico de Haemonchus contortus. Imagen mablemente
proporcionada por el M. en C. Enrique Liébano Herndndez.

Dentro del ciclo evolutivo de Haemonchus spp se encuentra un proceso
denominado hipobiosis, que altera el ciclo normal de este parasito, y consiste en
que las larvas cuatro que se encuentran dentro del hospedero permanecen en
forma aletargada en la mucosa abomasal y continlan su desarrollo hasta que

llega una estacién apropiada, dando como resultado un gran niimero de adultos.’



La hipobiosis se ha descrito principalmente en regiones con inviernos frios y
prolongados; ya que al ser particularmente vulnerable a condiciones ambientales
adversas, Hc, recurre a esta estrategia para colonizar, dispersarse y progresar

incluso en regiones tan al norte como el circulo polar artico.*®

Haemonchus spp. es uno de los nematodos de mayor diseminacion en los
potreros debido a su gran prolificidad; ya que una hembra adulta y madura
sexualmente llega a ovopositar de 5,000 a 10,000 huevos por dia.” Al ser un
endoparasito, Hc carece de pigmentacion; sin embargo al alimentarse de sangre,
su intestino se torna de color rojo; y en el caso de las hembras esto da una
apariencia caracteristica de palo de barberia pues su (tero y su intestino se

encuentran entrelazados.!

El estado adulto de Hc, localizado en el abomaso, produce una reaccion
inflamatoria progresiva con hiperemia y aumento en la produccién de moco,” éste
parasito presenta habitos hematéfagos,” por lo que es considerado altamente
patdgeno; un adulto suele alimentarse varias veces hasta 12 minutos por vez y es
capaz de producir una pérdida de 0.05 ml diarios de sangre; tras la succion, la
hemorragia puede continuar por hasta siete minutos, por lo que se presentan

coagulos y erosién de la mucosa por descamacion de las células epiteliales.’

Microscopicamente comienza una infiltracion con células mononucleares y
eosinofilos, con ulceras poco profundas en los bordes de los pliegues abomasales,

lo que altera el pH abomasal y consecuentemente la digestion, el flujo de alimento
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y el aprovechamiento de proteinas. Una contribucidén importante a la pérdida de
proteina es la salida de plasma al tracto alimentario, donde encontramos

principalmente pérdida de albumina.’

Otra fuente endbégena de pérdida de proteina es el aumento en la
produccion de moco y la proliferacion de células caliciformes como respuesta a la

irritacion causada por el parasito.*’

Los animales infectados muestran una menor tasa de crecimiento,’ diarrea,
gastritis aguda y edema generalizados,* presentan una anemia de tipo normocitica
normocrémica, hipoproteinemia e hipoalbuminemia,'’ disminucién en la
produccion de carne y lana, un pobre desempefio reproductivo® y finalmente la

muerte, en caso de una infeccion aguda.’

En México, se han desarrollado estudios para detectar la presencia de los
nematodos gastrointestinales en los rumiantes, y se ha concluido que el nematodo

abomasal Hc es el que mayor prevalencia presenta.’
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2.3 Bencimidazoles

En la actualidad existen varios grupos de sustancias antihelminticas, uno de
ellos es el de los bencimidazoles (Fig. 2), este grupo de desparasitantes presenta
subdivisiones como son: Tiazolicos (tiabendazol, cambendazol), Metilcarbamatos
(parbendazol, mebendazol, flubendazol, ciclobendazol, oxibendazol, luxabendazol,
albendazol, riconbendazol, febendazol, oxibendazol, oxbendazol), Halogenados

(triclabendazol) y Pro-bencimidazoles (tiofanato, febantel, netobimin).*®

H
N

/7
N

Figura 2. Fuente: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Benzimidazole_simple_structure
-png

Los bencimidazoles alteran la estructura microtubular al unirse a la tubulina
del nematodo favoreciendo la despolimerizacién y alterando la estructura de los
microtUbulos. Un microtibulo es un organelo con aproximadamente 15 nm de
diametro y con una longitud variable, este organelo estd formado por dimeros
compuestos por a y B tubulina, y esta involucrado en los procesos vitales para la

funcién celular como el transporte de nutrientes, mitosis, y arquitectura celular;
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ademas actuan modificando el transporte de glucosa hacia el citosol del parasito y
la actividad de enzimas mitocondriales como la fumarato reductasa, o que implica

una depresion del parasito y la inhibicién en la produccién de ATP.Y

Los microtubulos se encuentran en otros organelos tales como las
mitocondrias, el aparato de Golgi, los lisosomas, los ribosomas, la membrana
celular y el ndcleo. Los microtubulos estan presentes en todas las células
eucaridticas y su alteracion bioquimica o fisiolégica resulta en cambios que

conllevan a la pérdida de la homeostasis celular, la cual causa muerte celular.’

El mecanismo de resistencia al bencimidazol parece ser comun en muchas
especies e incluye alteraciones en los genes que codifican B-Tubulina;*® la
alteracidon mas comun involucra una mutacién de fenilalanina a tirosina localizada
en el residuo 200 del isotipo 1 del gen B-Tubulina.®® La resistencia a
bencimidazoles generalmente es mediada por un decremento en la afinidad del
bencimidazol para ligar a la B-Tubulina;?* esto fue comprobado con varios
farmacos de esta familia, contra poblaciones de Hc caracterizadas como

resistentes y susceptibles a estos farmacos.*®

En México se detectd por primera vez la resistencia a los bencimidazoles en
una cepa de campo de Hc en el estado de Puebla en 1990,% posteriormente
surgieron reportes en el Estado de México (1998), Veracruz (2000),° Morelos

(2003),° Yucatan (2003)* y Tlaxcala (2006)°.
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2.4 Resistencia antihelmintica

En la produccion animal alrededor del mundo, el uso de antihelminticos
para controlar parasitos internos y externos es una practica muy comun. El
namero de antihelminticos de amplio espectro disponibles ha aumentado desde la
introduccion de los bencimidazoles a principios de los 60’s; sin embargo, el uso
intensivo e indiscriminado de los farmacos para suprimir las infecciones ha
causado una rapida seleccién hacia la resistencia®® y el aumento de reportes de
nematodos insensibles a la mayoria; si no es que a todas las clases de

antihelminticos disponibles.?®

La resistencia antihelmintica puede definirse como la pérdida de la
sensibilidad hacia un farmaco, trasmitida genéticamente, en poblaciones de

helmintos que previamente eran sensibles al mismo farmaco.?°

En una poblacion de helmintos, los alelos que codifican la resistencia
estaran presentes, como el resultado de mutaciones; incluso en poblaciones que
no han sido expuestas a los farmacos. La resistencia se desarrollara si los alelos
que confieren resistencia representan una ventaja para la sobrevivencia de los

parasitos que los poseen.?
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Exponer a los helmintos que poseen los alelos de resistencia a los
farmacos, le dara a estos helmintos una ventaja, lo cual provocara que la cantidad
de helmintos resistentes en la poblacion se incremente. La frecuencia de los alelos
que codifican la resistencia, en el momento de la exposicion a un farmaco sera

importante para la tasa de desarrollo de una poblacién resistente.?

Otro factor importante para el desarrollo de la resistencia es la duracion de
la fase endogena del parasito; ya que las especies cuya fase enddgena es corta
tendran mas generaciones expuestas a un tratamiento antihelmintico, que los
parasitos con intervalos generacionales mas largos. Los tricostrongilidos en los
rumiantes (fase enddgena de aproximadamente 3 semanas) son ejemplos de

especies con intervalos generacionales cortos.?

Otro factor a considerar son los parasitos en refugio, los cuales representan
la fraccion de la poblacion de helmintos que no son expuestos al farmaco cuando
los animales son tratados; ej. huevos y larvas en el pasto. Los estadios de vida
libre de los parasitos son la parte mas importante del refugio. Mientras mayor sea
la proporcion de parasitos en refugio, mas lento sera el desarrollo de la

resistencia, pues la presion de seleccion de toda la poblacién es menor.?
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Ademas de los factores antes mencionados, una forma comun de desarrollo
de la resistencia es la supervivencia de parasitos que tienen contacto con dosis
subletales de algun compuesto, o cuando estos son aplicados en periodos cortos

de tiempo.*’

En términos generales la frecuencia en la seleccion de alelos asociados a la
resistencia que se presenta en una poblacion esta influenciada por los siguientes
factores: antropogénicos (frecuencia de aplicacion de los desparasitantes, rotacion
de principios activos, rotacion de potreros, y movimiento de animales), genéticos
(frecuencia alélica y tipo de dominancia presente en una poblacién) y biolégicos o

ecoldgicos (intervalo generacional y descendientes por generacion).'’

Sin embargo, en los sistemas modernos de pastoreo el mayor énfasis en el
control de nematodos es limitar el nimero de larvas infectantes en la pastura,
mediante el uso regular de antihelminticos;?* y es precisamente éste enfoque de

control de parasitos el que favorece el surgimiento de la resistencia.

La resistencia antihelmintica puede ser de 3 tipos; 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 ellos. La
resistencia cruzada involucra a grupos de antihelminticos con diferencias en la
estructura quimica y en el mecanismo de accion. La resistencia multiple, ocurre
cuando los parasitos son resistentes a dos 0 mas grupos de antihelminticos, por

resultado de una seleccién independiente a cada uno de ellos.*’
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La resistencia a los distintos grupos de antihelminticos ha sido asociada a
diferentes componentes estructurales del parasito, ya sean proteinas
estructurales, o enzimas que facilitan el transporte del desparasitante a través de

las membranas.?’

La resistencia de los nematodos a los principales grupos de antihelminticos
ha sido documentada alrededor del mundo para las tres principales especies de

nematodos en el borrego (H. contortus, T. circumcincta y T. colubriformis).*? © 8

25, 26, 27, 28, 29, 30, 10, 11

De las muchas clases de helmintos reportados como resistentes a varios
antihelminticos hasta ahora, Hc es el mas comun y frecuentemente reportado en

muchas partes del mundo.?

En México, los bencimidazoles son las sustancias, mas comunmente
empleadas por los productores debido a su bajo costo y accion de amplio
6 . . . .
espectro.” La eficacia de este compuesto ha sido evaluada en diversas
nematodosis en ovinos; pero se ha detectado que Hc ha desarrollado resistencia a

este farmaco.® & %1011



17

2.4.1 Diagnostico de resistencia antihelmintica

Existen varias pruebas enfocadas al diagnostico de nematodos resistentes
a desparasitantes, las cuales se dividen en dos grandes grupos: 1.- Pruebas in

Vivo y 2.- Pruebas in vitro.*!

Entre las pruebas in vivo estdn: La Prueba de Eficacia Antihelmintica
Controlada y la Prueba de Reduccion del Conteo de Huevos en Heces. Las
pruebas in vitro incluyen: Prueba de Eclosion de Huevos, Prueba de Motilidad
Larval, Prueba de Desarrollo Larval, Prueba de Fijacion a la Tubulina y Pruebas

moleculares. *

2.4.1.1 Pruebas de Eficacia Antihelmintica Controlada

Para estas pruebas se requiere un previo aislamiento de la poblacion
parasitaria sospechosa de ser resistente, con ella se inoculan algunos animales,
estos animales se dividen en un grupo testigo y en un grupo a evaluar con el
antiparasitario, se permite que las larvas alcancen la madurez (de 25 a 30 dias),
posteriormente los animales de ambos grupos se sacrifican, se aislan los parasitos
encontrados y se comparan los datos obtenidos, determinandose asi la efectividad
del producto.®? Esté método es el mas confiable; aunque rara vez se usa debido a

los altos costos que representa.?
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2.4.1.2 Prueba de Reduccién del Conteo de Huevos en Heces

Esta prueba se basa en el conteo de huevos en la materia fecal pre y pos
tratamiento, utilizando las vias y dosis recomendadas por el fabricante. En ésta
prueba se monitorean los cambios en la eliminacién de huevos durante el estudio,
tomando en cuenta el porcentaje de efectividad, 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; asi como mantener un
grupo control sin desparasitacion.®® La precisién de éste método depende de la
correlacion entre la cuenta de los huevos y la carga parasitaria, la cual no siempre
esta presente. Los nematodos T. colubriformis y O. circumcincta muestran una

baja correlacién; mientras que H. contortus muestra una correlacién alta.?

2.4.1.3 Prueba de Eclosion de Huevos

Se fundamenta en el hecho de que los bencimidazoles impiden la
embriogénesis y eclosion de los huevos y, consecuentemente, la produccion de
los estadios de vida libre de los helmintos; cuando los nematodos son resistentes
son refractarios al efecto ovicida de los bencimidazoles.*! Basicamente, la prueba
consiste en la separacién de los huevos de las heces y posterior incubacion de los
mismos en una serie de diluciones de productos a base de bencimidazoles, para
posteriormente determinar el porcentaje de huevos que embrionan y eclosionan
mediante el calculo de la Concentracion Letal 50% (CLso)** que es la

concentracion media minima para provocar la muerte en el 50% de los huevos, y



19

se compara con la ClLsp de una cepa susceptible (previamente aislada),
obteniéndose asi el indice de resistencia, que nos indica el nimero de veces que
tiene que aumentarse la ClLso de la cepa susceptible para producir los mismos

efectos en la cepa en estudio.**

2.4.1.4 Prueba de Motilidad Larval

Esta prueba se basa en que algunas drogas como el levamisol, el pirantel y
el morantel actian produciendo pardlisis de los parasitos; ésta prueba se ha
desarrollado especialmente para medir la motilidad de Ostertagia spp. Vy
Haemonchus spp. Las larvas de los parasitos son expuestas durante 24 horas a
diferentes concentraciones de un farmaco, posteriormente se mide el grado de
motilidad de éstas en un medidor de micromotilidad. Dicha prueba tiene la
desventaja de su subjetividad en la medicion para definir si una larva esta
paralizada o no. Igualmente, se informa que muchas veces se obtienen curvas

atipicas de dosis-respuesta.®
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2.1.4.5 Prueba de Desarrollo Larval

En esta prueba se agregan aproximadamente 100 huevos por pozo en una
placa de microaglutinacién, posteriormente se incorpora a esta una dilucion del
antihelmintico en cuestién, se incuba durante 7 dias a 26°C, al pasar los 7 dias 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 CLgo.*®

2.4.1.6 Prueba de Fijacion a la Tubulina

Esta prueba se ha desarrollado para evaluar la fijacion de los
bencimidazoles a la tubulina en sobrenadantes de suspensiones de larvas de
tercer estadio. Esta prueba se basa en la reducida capacidad de los

bencimidazoles para fijarse a la tubulina de los parésitos resistentes.®
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2.4.1.7 Técnicas moleculares

Estas pruebas, hasta el momento sélo se utilizan para medir la resistencia
hacia los bencimidazoles, dado que los mecanismos moleculares para levamisol,
pirantel y lactonas macrociclicas no estan lo suficientemente claros. La prueba que
se realiza es un PCR especifico de multiples alelos, en el cual se utilizan larvas de
tercer estadio desenvainadas para extraer ADN; la prueba amplifica el isotipo 1 del
gen B-Tubulina, buscando una de las mutaciones que confieren resistencia; ya que

si la resistencia esta dada por varias mutaciones, la prueba no funcionara.*

2.5 Métodos de control parasitario alternativos

2.5.1 Pastoreo rotativo

En este sistema de pastoreo, los animales no ocupan siempre toda el area
de pastoreo (pastoreo continuo) sino que en momentos determinados, existen
areas que se mantienen libres de animales. A pesar de que los tiempos de
pastoreo y descanso son variables y en general ajustados a la calidad y
disponibilidad de forraje, los periodos de descanso son lo suficientemente largos,
para hacer declinar dramaticamente los niveles de contaminacion de la pastura.
Se ha visto que en climas templados 90 dias de descanso son suficientes paras
reducir considerablemente las larvas en la pastura y en regiones mas calidas

basta con 30 dias.3®
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2.5.2 Seleccidn genética de animales resistentes

Dentro de los programas de seleccidon genética, la resistencia a infecciones
parasitarias es uno de los caracteres mas utiles ya que al reducir el nimero de
parasitos, se limitan las consecuencias sobre la produccién y disminuye la
contaminacion de los potreros; ademas de que cuenta con valores medios de
heredabilidad (0.25-0.35). Los animales resistentes tienen la habilidad de resistir al
establecimiento y posterior desarrollo de la infecciobn parasitaria, mediante
procesos inmunitarios; los individuos resistentes controlan el nUmero de parasitos

que se multiplican en ellos y disminuyen el nivel de postura de las hembras.*®

2.5.3 FAMACHA®

Se trata de una técnica de desparasitacion selectiva; donde se evalla el
grado de anemia que presentan los animales observado la coloracion de la
mucosa ocular y sélo los animales mas afectados son desparasitados. Con ésta
técnica se disminuye la presion de seleccion de nematodos resistentes y se

permite que la poblacién en refugio diluya la resistencia.*®

2.5.4 Hongos nemato6fagos

Existen mas de 200 especies de hongos que pueden utilizar a los
nematodos como fuente de energia, estos hongos, son llamados nematéfagos® y

se clasifican cuatro grupos: endoparasiticos, oportunistas, téxicos y predadores.®’
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Se pretende utilizar estos hongos como control biolégico, administrando sus
esporas en el alimento para que destruyan a las larvas de nematodos en las
heces; para que esto funcione, los hongos deben poder atravesar el tracto
gastrointestinal de los rumiantes sin ser destruidos, algunas especies que han
mostrado ésta caracteristica y con las que mas se trabaja actualmente son:
Duddingtonia flagrans, Arthrobotrys oligospora y Monacrosporium spp,®’ se han
realizado numerosas investigaciones con estas especies; sin embargo aun no se

ha logrado desarrollar un producto estandar.*

2.5.5 Herbolaria

Esta estrategia promueve el uso de plantas que poseen actividad
antiparasitaria con base a los conocimientos etnobotanicos acumulados por las
comunidades indigenas de América Latina; y exige que su efectividad sea
comprobada mediante el método cientifico; pero no para la creaciéon de farmacos;

sino para plantarlas en los ranchos y hacer uso de ellas en forma sustentable.3®

2.6 Borrego Pelibuey

En México la produccién ovina es una de las principales actividades del
sector agropecuario. El auge de esta actividad en las regiones tropicales se ve

reflejado, por un lado en el incremento del inventario de animales y por otro, en
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una mayor produccion debido a la aplicacion de programas de manejo
reproductivo, nutricional, sanitario y de mejoramiento genético, principalmente de

la raza Pelibuey.*®

En la década de los 80°s los borregos Pelibuey se encontraban marginados
en las regiones tropicales principalmente; pero a principios de los 90°s, cuando el
mercado nacional comenz6 a demandar carne y no lana, esta raza se popularizo
por todo el pais mostrando gran capacidad de adaptacion a cualquier clima y
rusticidad. Inicialmente se extendio a las regiones templadas, y posteriormente, a
las regiones éaridas y semiaridas, lugares donde tradicionalmente se encontraban
razas de lana.®® En general, la raza Pelibuey se caracteriza por presentar un
anestro estacional poco profundo y corto (Febrero a Abril), capacidad de
adaptacion a cualquier clima y sistema de produccién, alta rusticidad, y poca
demanda de manejo para subsistir y producir. Adicionalmente, de considerarse

una raza altamente fértil y prolifica.®

2.7 Borrego Chiapas

En México, especificamente en la regibn montafiosa de los Altos, en el
estado de Chiapas, existe un ganado de borregos criollos caracteristico de la

region. Este ganado desciende de los borregos esparioles introducidos en el siglo
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XVI (Churra, Lacha y Manchega)*®y debido al aislamiento geografico y comercial
que sufrio el Estado de Chiapas desde entonces hasta fechas recientes, podemos
concluir que no se introdujo sangre de algunas otras razas ovinas; ademas esto no
estd documentado en las cronicas coloniales y no se hace aparente en las

caracteristicas fenotipicas del borrego Chiapas.**

Los borregos Chiapas son animales pequefios, que poseen gran rusticidad
y estan muy adaptados a su ambiente;** y estad demostrado que poseen una gran
diversidad genética.*> Su manejo consiste en llevarlos a pastorear y alimentarlos
con rastrojo de maiz; generalmente no reciben medicamentos comerciales, sino

que se les proporcionan remedios caseros a base de plantas medicinales.**

Existen tres variedades o biotipos importantes del borrego Chiapas, que por
sus nombres en tzotzil se denominan: ICSAT (0jos negros) que parece descender
de la raza Churra, y se observa en la figura 3, SACJOL (mancha blanca en la
cabeza), de la variedad negra de la Manchega, que se muestra en la figura 4, y

MESHA (cafecita) de la raza Lacha, en la figura 5.*



Figura 3. Borrego Chiapas blanco Figura 4. Borrego Chiapas negro

Figura5. Borrgo Chiapas café

El borrego Chiapas muestra un peso corporal medio de 28 kg, una
produccion de 1.2 kg de lana burda por afio, un rendimiento lechero de 400 mi/dia
en lactaciones de 110 dias, pariendo un cordero por afio® y se destetan de forma

natural cuando cumplen seis meses de edad.*
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El borrego Chiapas se formé a partir de troncos étnicos autdctonos
espafioles, puesto que sus fenotipos y sus caracteristicas de produccién asi lo

indican; asi mismo que demuestran la ausencia de genes del tipo Merino.*°

En otras regiones borregueras del centro de México, existen ovinos criollos
que tienen cierta semejanza con los fenotipos descritos; sin embargo, aquellos
poseen una lana muy corta por la influencia de la raza Merino asi como una
conformacion mas carnica, por los cruzamientos que han sufrido con razas

introducidas.*°

Hoy dia, los borregos Chiapas pertenecen exclusivamente a los indigenas*
tzotziles, uno de los nueve grupos indigenas de origen maya, que habitan en la
region montafiosa de los Altos de Chiapas (Figura 6). Entre los tzotziles, la cria de
ganado lanar constituye una importante estrategia de subsistencia, principalmente
porque con los vellones de sus animales las mujeres elaboran la ropa tradicional
para toda la familia asi como artesanias que venden a los turistas. De igual forma
los borregos generan ingresos adicionales a través del estiércol, el cual se utiliza

como abono natural.*

En casos de urgencia economica, pueden vender alguno de sus borregos,
los cuales se destinan para consumo entre la poblacion no indigena; ya que los
tzotziles no consumen la carne de los borregos por sus creencias religiosas, segun
las cuales toda persona tiene una esencia vital localizada en el corazén, ademas

de un alma animal que esta intimamente ligada al hombre, al que acompafa
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desde el nacimiento hasta la muerte; por tanto comerlo equivaldria a comer carne
humana. Curiosamente los borregos son los Unicos animales domeésticos que

entran en esta categoria.**
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-i:igura 6. Mapa de la ubicacién deilos grupos 'indigenas en Chiapas.
Fuente: http://www.sepi.chiapas.gob.mx/Pueblos_indios/Pueblos.html

Para mejorar los pardmetros productivos del borrego Chiapas, en distintos
momentos se han introducido diversas razas ovinas especializadas en la
produccion de lana, (Rambouillet, Columbia, Romney Marsh). Sin excepcion, estos
animales mostraron falta de adaptacion al clima y a los recursos alimenticios
disponibles y murieron en pocas semanas; y aun cuando hubieran sobrevivido, las
caracteristicas de su lana corta y fina no hubieran permitido a las artesanas

trabajarlas.**
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En el borrego Chiapas se presentan frecuentemente enfermedades
digestivas causadas por parasitos,” y ocasionan importantes pérdidas

econémicas debidas a la reduccién en la productividad de los mismos.**

Existe una alta incidencia de parasitosis, donde destacan las causadas por
helmintos planos (Moniezia spp) y redondos (gastroentéricos y pulmonares), por
protozoarios (Eimeria spp) y por Fasciola hepatica. Los borregos no son

vacunados y ocasionalmente se presenta una mortalidad elevada.*!

En un estudio epidemiolégico se encontr6 que el porcentaje de borregos
infectados con nematodos gastrointestinales a lo largo del afo es de
aproximadamente 77%. También se encontré una correlacion negativa de 0.99
entre el peso y la infeccion con nematodos gastrointestinales, lo cual indica que la
alta incidencia de parasitos lleva a los animales a perder peso. Al realizar los
coprocultivos en invierno se observé que el 80% era Haemonchus contortus, 20%

Trichostrongylus spp, 8% Oesophagostonum spp y 2% Chabertia ovina.**

OBJETIVO

Determinar la Concentracion Letal 50 y la resistencia o susceptibilidad hacia tres
derivados del bencimidazol (albendazol, tiabendazol y febendazol) en dos
poblaciones de Haemonchus contortus aisladas en el estado de Chiapas; una

proveniente de borregos Chiapas y otra de borregos Pelibuey.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Lugar de muestreo

3.1.1 Teopisca, Chiapas

Con el objeto de obtener y aislar Haemonchus contortus (Hc), se realizé un
muestreo en 20 borregos de la raza Chiapas en el Centro Universitario de
Investigacion y Transferencia de Tecnologia (CUIIT) UACH, ubicado en la Region
de los Altos en el municipio de Teopisca, Chiapas (Fig. 7) con una latitud norte de
16°32'24”, una longitud oeste de 92°28'19” y 1780 msnm. El clima que prevalece
en la region es C(w”2)(w), que corresponde a un clima semifrio, con un verano
corto y frio; la temperatura media anual es de 13°C y la precipitacion pluvial anual

promedio 1059.2 mm.*

3.1.2 Tapachula, Chiapas

Se realiz6 otro muestreo en 20 borregos de la raza Pelibuey en una
explotacion comercial en el municipio de Tapachula, Chiapas (Fig. 7), el cual
presenta las siguientes coordenadas geograficas extremas: latitud norte 15° 14,
latitud sur 14° 37’, longitud oeste 92° 28’, longitud este 92° 10’ y una altitud de
160msnm. El clima es Am, calido humedo con abundantes lluvias en verano; la
temperatura media anual es de 26.2°C y la precipitacion pluvial anual promedio es

de 2370 mm.*®



31

OAXACA

REPUBLICA DE
GUATEMALA

Capital
Cabecera Municipal

Limite Municipal
Templado subhimedo
con lluvias en verano
Célido subhtimedo
con lluvias en verano

Semicalido subhimedo con
lluvias en verano

Semicalido himedo con
abundantes lluvias en verano

| Templadohtimedo con
abundantes lluvias en verano

| Célido hiimedo con
abundantes lluvias en verano

Calido himedo con
lluvias todo el afio

| Bemicallde himedo con
lluvias todo el afio

Figura 7. Mapa de los climas de Chiapas sefialando la ubicacion de Teopisca y Tapachula.

Fuente:http://mapserver.inegi.org.mx/geografia/espanol/estados/chis/climas.cim?c=444&e
=22
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3.2 Ubicacion del estudio

El aislamiento de Hc; asi como las pruebas in vitro se realizaron en el
Laboratorio de Helmintologia del Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en
Parasitologia Veterinaria del INIFAP ubicado en Jiutepec, Morelos, en la carretera

Cuautla-Cuernavaca, col. Progreso.

3.3 Manejo de los animales

En el CUIIT se mantienen Unicamente borregos de la raza Chiapas que
fueron en un inicio adquiridos en las comunidades indigenas y que ahora son
mantenidos en condiciones de explotacién semiintensiva.*® El CUIIT consta de 54
ha. y alberga 530 borregos Chiapas, los animales son desparasitados
mensualmente, haciendo rotacion de principios activos; existe una alta incidencia
de parasitosis en el rancho y se han observado los siguientes géneros: Moniezia
spp, Trichuris ovis, Fasciola hepatica, Nematodirus spp, Trichostrongylus spp,
Oesophagostomum spp, Chabertia ovina, Oestrus ovis, Haemonchus contortus,
Teladorsagia circumcincta (Tc); y en algunas ocasiones se ha encontrado
Toxocara vitulorum. A causa de las parasitosis los animales presentan anemia,

diarrea, falta de crecimiento, emaciacién y algunas veces mueren.

La explotacion en Tapachula cuenta con 40 ha., de las cuales ocho se
utilizan para pastorear a los borregos. La explotacion alberga 150 borregos

Pelibuey conjuntamente con bovinos. Los borregos se alimentan con pasto
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Pangola y maiz molido, son desparasitados cada seis meses rotando los
farmacos, ivermectina y albendazol; los animales no son pesados para aplicar los
farmacos y se les dosifica de acuerdo al criterio de los vaqueros. No se introducen
animales nuevos en la explotacion y los principales problemas causados por

parasitos son diarrea, falta de crecimiento y emaciacion.

3.4 Muestreo de animales

Con objeto de conocer la presencia de Hc en la poblacion, se realizé un
muestreo al azar de 19 borregos Chiapas (12 hembras y 7 machos) de diferentes
edades, a los que se les tomaron muestras de heces directamente del recto,*’

para evaluar los géneros parasitarios presentes, asi como su cantidad.

Una vez conocida la presencia de Hc en la poblacion, se tomaron muestras
de heces*’ de 20 borregos Chiapas (11 hembras y 9 machos) de diferentes
edades, los cuales presentaban sintomatologia de haemoncosis severa; para

obtener larvas de Hc a partir de las heces.

Adicionalmente se tomaron muestras de heces*’ de 20 borregos Pelibuey

(12 hembras y 8 machos) de diferentes edades para la obtencion de larvas de Hc.
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3.5 Procesamiento de muestras

Con dichas muestras se realizaron pruebas de McMaster*’ para determinar
el numero de huevos por gramo de heces (hpg), las muestras que resultaron
positivas a huevos de nematodos gastroentéricos, se utilizaron para hacer
Coprocultivos en frasco (Anexo |), y asi obtener L3 (larvas infectantes), las cuales
fueron recuperadas con la técnica de Baermann; las larvas que se obtuvieron con
esta técnica fueron filtradas con papel Optical Lens Paper, Thomas Scientific®, y

luego fueron identificadas con base a sus caracteristicas morfométricas.*®

3.6 Infeccion artificial

Se seleccionaron dos borregos Pelibuey machos para ser infectados con
las larvas obtenidas en los coprocultivos. Se tomaron muestras de heces*’ de los
borregos seleccionados dos veces con un intervalo de diez dias; con dichas heces
se realizaron las pruebas de McMaster*’ y de flotacion*’ para verificar que los

borregos no estuvieran parasitados.

Para las larvas del borrego Chiapas se seleccion6 un cordero macho de dos
meses de edad y 10 kg de al que se le inocularon 2,300 larvas (total de larvas

recuperadas del coprocultivo) via oral.

Para las larvas del borrego Pelibuey se seleccion6 un borrego Pelibuey
macho de seis meses de edad de 30 kg de peso, que fue infectado via oral a

razén de 350 larvas/kg de peso.*
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3.6.1 Inoculacién del aislamiento puro de Hc de borrego Chiapas

Para el aislamiento puro de Hc de borrego Chiapas se selecciond un
borrego Pelibuey macho de seis meses de edad de 28 kg de peso, al que se le

inocularon 350 larvas/kg de peso*® de Hc via oral.

3.7 Produccioén de Ly

Transcurridos veintian dias de la fecha de infeccién de los borregos, se
tomaron muestras de heces*’ de los borregos y se les hizo la prueba de
McMaster*’ para confirmar que estuvieran positivos, entonces se colocaron a los
borregos en jaulas metabdlicas durante 45 dias; durante ese periodo los animales
fueron alimentados con concentrado para evitar que se reinfectaran con
nematodos; también se recolectaron sus heces diariamente y se hicieron
coprocultivos en tina (Anexo II), se tomaron muestras de sangre cada 15 dias para
evaluar el hematocrito®, se hicieron pruebas de McMaster*’ cada 15 dias y se
evallo la condicién corporal y las mucosas diariamente. Las larvas recuperadas

fueron criopreservadas (Anexo llI).
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3.8 Necropsia parasitolégica

Se sacrificaron dos borregos a los dos meses de ser infectados, los
borregos se sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital sddico administrado
via EV; segun lo aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los
Animales de Experimentacion (CICUAE) en el oficio emitido para el protocolo no.
353. Una vez sacrificados los borregos, fueron colocados en posicion decubito
dorsal y se incidié a lo largo de la linea alba. Se expuso el aparato digestivo e
inmediatamente se realizaron ligaduras dobles, con hilo cafiamo en las uniones
omaso-abomasal, abomaso-duodenal e ileo-cecal, con la finalidad de evitar la
migracion parasitaria de un compartimiento a otro. Posteriormente se corto entre
las dobles ligaduras y se retir6 el abomaso a los borregos y su contenido se colocé
en una charola de fondo oscuro donde se colectaron los adultos de Hc,” los
cuales fueron separados en machos y hembras; las hembras se utilizaron para

hacer un cultivo puro.®?

3.9 Identificacion y aislamiento de L; de H. contortus

Las larvas recuperadas de los coprocultivos del aislamiento del borrego
Chiapas se colocaron en una caja de petri, para observarlas en el microscopio
estereoscopico y tomar una pequefia muestra con una micropipeta de 20ul, la
muestra se coloco en un portaobjetos y se observd con el aumento de 4x en el

microscopio Optico, asi se identificaron las L3 de Hc y se retiraron de la muestra
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usando la micropipeta, depositandolas en otra caja de petri. Se aislaron las L3 de
Hc una por una durante cuatro semanas hasta que se obtuvo la cantidad suficiente

para un inoculo.

3.10 Pruebas in vitro: Afinidad a la tubulina

Se utilizaron larvas frescas desenvainadas (Anexo lll) y se realizaron 6
ensayos in vitro, uno con L3 de Hc de borrego Chiapas, dos con L3 de Hc y Tc de
borrego Pelibuey y tres con Lz del aislamiento de referencia de Hc del INIFAP.*
Se utilizaron cajas de cultivo celular de 96 pozos, donde se prepararon diferentes
concentraciones de febendazol, tiabendazol y albendazol (1 mg/ml, 0.5 mg/ml,
0.250 mg/ml, 0.125 mg/ml, 0.062 mg/ml, 0.03 mg/ml). Los productos utilizados
fueron sales activas de febendazol de laboratorios Intervet México, S.A. de C.V,;
Pestanal® de SIGMA (2- 4-Thiazolyl benzimidazole) con sales activas de
tiabendazol y Valvasen® 10% de Bayer; con albendazol como sustancia activa.
Se realizaron dos repeticiones mas un control con agua, en cada repeticion se
colocaron en promedio sesenta larvas® y se hicieron tres lecturas a las 2, 18 y 42
horas, donde se cuantificaron las larvas vivas y muertas en cada una de las
concentraciones ensayadas. Las larvas vivas y muertas fueron cuantificadas
mediante su observacion en el microscopio compuesto en un portaobjetos con
diez alicuotas de 5 pl. Los resultados fueron considerados con base a la motilidad

de las larvas, como se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Imagen de larvas vivas y muertas expuestas a antihelminticos,
observada con el objetivo 10x. Las larvas vivas se encuentran en movimiento o
“enrolladas”; mientras que las larvas muertas se observan inmdviles con rigidez
muscular y usualmente en forma de letra “C”.

3.11 Modelo estadistico

Los datos de las pruebas in vitro fueron transformados a arcosenovp para
cumplir con los supuestos de normalidad, se utiliz6 un modelo lineal siendo los
efectos explicativos Grupo (Aislamiento obtenido de borregos Pelibuey,
Aislamiento de borregos Chiapas y Aislamiento Resistente Presionado de
Referencia del INIFAP), cuando fue necesario se realiz6 una prueba de
comparaciones multiples a través de la prueba SNK. Se realizaron dos andlisis, en
el primero (A1) se incluyo la informacion de las pruebas in vitro realizadas con las

larvas de borrego Pelibuey (Hc, Tc) y la informacion de las pruebas in vitro
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realizadas con el aislamiento de referencia; en el segundo analisis (A2) se incluy6
la informacién de las pruebas in vitro realizadas con las larvas de borrego Chiapas
(Hc) y la informacion de las pruebas in vitro realizadas con el aislamiento de

referencia; con el proposito de realizar comparaciones.

Se calculo el porcentaje de efectividad (PE) de cada farmaco para cada

aislamiento de la siguiente manera:

Gc— GT
E=——

100
Gc x

Donde:

Gc = Media del grupo control

GT = Media del grupo tratado

3.12 Concentracion Letal

Se calcularon diferentes concentraciones letales (CLsg, ClLgo, CLgg) para
cada aislamiento, mediante un analisis Probit incluido en el Programa Polo Plus,
LeOra Software, 2002-2011. Se utilizaron los datos obtenidos en la segunda
lectura (18 horas); ya que en la primera lectura no se pudieron obtener las CL para
la cepa de Referencia, al tener mortalidades menores al 50%; y en la tercera
lectura no se pudieron obtener las CL para la cepa de borregos Chiapas, pues las

mortalidades eran del 100%.
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4. RESULTADOS

4.1 Pruebas de McMaster

Se aprecia en el cuadro 1 que a excepcion del borrego 5, todos los
borregos estaban infectados con parasitos y todos presentaron huevos de
tricostrongilidos, seis borregos presentaron huevos de Trichuris ovis, en tres
borregos se observaron huevos de Toxocara vitulorum y solamente un borrego

presento huevos de Nematodirus spp.

Cuadro 1. Huevos encontrados en la prueba de McMaster realizada a las heces de
los borregos Chiapas.

Identificacion  Sexo Edad Huevos Por Gramo de heces
(afios)  Tricostrongilidos Trichuris  Nematodirus  Toxocara
ovis spp vitulorum
11-5 M 5 1000
42-3 M 7 900
514-7 H 3 <50
29-5 H 5 100 350
53-8 H 2 3700
17-4 H 6 1400
20-7 H 3 100 100
5 M 0.4
14 H 0.4 100
13 M 0.4 4900 50
26 M 0.36 200 <50
74-2 H 8 <50
25-7 H 3 <50
1 H 0.41 900 400
21 H 0.4 <50 450 <50
11 H 0.4 <50 <50
19 M 0.4 1700 600
24 M 0.39 150
12-5 H 5 50 <50




41

4.2 lIdentificacién de géneros larvarios
De acuerdo a sus caracteristicas morfométricas®® se identificaron los
géneros Haemonchus contortus (Fig. 10) y Teladorsagia circumcinta (Fig. 9) en

los cultivos de ambos borregos. Predominando Hc en el cultivo de borregos

Chiapas; mientras que en el cultivo de borregos Pelibuey predominé Tc.

Figura 9. Teladorsagia circumcincta. Figura 10. Haemonchus contortus.
Longitud total 729 p a) Punta de la cola Longitud total 573u a. Punta de la
de la vaina, b) Punta de la cola de la larva, cola de la vaina. b. 16 células
c) Primordium genital, d) 16 células intestinales c. Punta de la cola de la
intestinales, e) Eséfago rabditiforme. Obj. larva, d. Eséfago rabditiforme Obj.
10x. 10x.

4.3 Produccion de larvas

A partir de los coprocultivos que se realizaron a las heces de los borregos
infectados artificialmente, se obtuvieron 62,300 larvas de Haemonchus contortus
(Hc) y Teladorsagia circumcincta (Tc) del borrego Chiapas, 74,600 larvas de Hc y
Tc del borrego Pelibuey, y 60,000 larvas de Hc del borrego Chiapas. Todas las

larvas obtenidas fueron criopreservadas (Anexo llI).
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4.4 Monitoreo y cuidado de los borregos infectados

Los tres borregos infectados con las larvas obtenidas de los coprocultivos
quedaron positivos; y durante los 45 dias que se mantuvieron en las jaulas
metabdlicas, su hematocrito®® se mantuvo entre 27 y 31, su condicién corporal en

4, con mucosas rosas y cuentas de McMaster*” menores a 5,000 hpg.

4.5 Pruebas in vitro del aislamiento de borregos Pelibuey (A1)

En el cuadro 2 se observa que el aislamiento de borregos Pelibuey fue mas
susceptible a los principios activos que se utilizaron como desparasitantes, con
respecto al aislamiento Resistente. Se observa que el aislamiento de borregos
Pelibuey tuvo 68% de mortalidad y el aislamiento Resistente tuvo 36%.

Cuadro 2. Proporciéon de mortalidad de los aislamientos Resistente y de borregos
Pelibuey con larvas de Hc y Tc.

AISLAMIENTO N MORTALIDAD + ERROR ESTANDAR
Pelibuey 224 0.686 + 0.0072
Resistente 339 0.365 + 0.009°

Valores con literales diferentes presentaron significancia estadistica P<(0.05)

Se aprecia en el cuadro 3 que en ambos aislamientos, el febendazol fue la
sustancia activa que produjo mayor mortalidad, siendo esta de 79.2%, y en
segundo lugar estan el albendazol y el tiabendazol ya que no presentan una

diferencia estadistica, con mortalidades de 38.3% y 36.7% respectivamente.
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Cuadro 3. Proporciéon de mortalidad de acuerdo a la sustancia activa utilizada en
los aislamientos Resistente y de borregos Pelibuey con larvas de Hc y Tc.

SUSTANCIA ACTIVA N MORTALIDAD + ERROR ESTANDAR
Febendazol 180 0.792 + 0.0062
Albendazol 179 0.383 + 0.008"
Tiabendazol 180 0.367 + 0.01°
Control 24 0.012 + 0.003°

Valores con literales diferentes presentaron significancia estadistica P<(0.05)

En el cuadro 4 se observa que conforme mayor fue la concentracion, mayor
fue la mortalidad para ambos aislamientos. En la concentracion inicial de 1 mg/ml
la mortalidad alcanzé un 70.9%, en las concentraciones siguientes: 0.5, 0.25,
0.125, 0.062, 0.03 mg/ml; la mortalidad fue de 65.6%, 58.6%, 48.1%, 37% Yy

28.1%, respectivamente.

Cuadro 4. Proporcion de mortalidad con respecto a la concentracion utilizada en
los aislamientos Resistente y de borregos Pelibuey con larvas de Hc y Tc.

CONCENTRACION N MORTALIDAD + ERROR ESTANDAR
1 mg/ml 90 0.709 + 0.01°
0.5 mg/ml 90 0.656 + 0.01°
0.25 mg/ml 90 0.586 + 0.012°
0.125 mg/ml 90 0.481 + 0.014¢
0.062 mg/ml 89 0.370 + 0.015°
0.03 mg/ml 90 0.281 + 0.013'

Valores con literales diferentes presentaron significancia estadistica P<(0.05)

Se observa en el cuadro 5 que en el aislamiento de borrego Pelibuey hubo
mayor mortalidad que en el aislamiento resistente; también se observa que en

ambos aislamientos el febendazol provoc6 mayor mortalidad, seguido por el
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albendazol y finalmente por el tiabendazol. ElI febendazol causé 93.8% de
mortalidad en el aislamiento de borregos Pelibuey y 69.4% en el aislamiento
Resistente; el albendazol causd 61.7% de mortalidad en el aislamiento de
borregos Pelibuey y 23% en el aislamiento Resistente; y el tiabendazol causo
58.5% de mortalidad en el aislamiento de borregos Pelibuey y 22.2% en el
aislamiento Resistente.

Cuadro 5. Proporcién de mortalidad y error estdndar con respecto al aislamiento y

a la sustancia activa utilizada en los aislamientos Resistente y de borregos
Pelibuey con larvas de Hc y Tc.

AISLAMIENTO | Febendazol Albendazol Tiabendazol Control
Pelibuey 0.938+0.005 |0.617 +0.011 |0.585+0.013 | 0.029 +0.004
Resistente 0.694 + 0.013 | 0.230+0.007 |0.222+0.013 |0.001+0

4.6 Pruebas in vitro del aislamiento de borregos Chiapas (A2)

Se observa en el cuadro 6 que en el aislamiento de borregos Chiapas hubo
mayor mortalidad que en el aislamiento Resistente, incluso la mortalidad aumento
casi al doble, pues en el aislamiento de borregos Chiapas fue del 60.6%, mientras
gue en el aislamiento Resistente fue de 36.5%.

Cuadro 6. Proporcion de mortalidad segun el aislamiento utilizado. Ambos
aislamientos contenian Unicamente larvas de Hc.

AISLAMIENTO N MORTALIDAD + ERROR ESTANDAR
Chiapas 103 0.606 + 0.0112
Resistente 339 0.365 + 0.006"

Valores con literales diferentes presentaron significancia estadistica P<(0.05)
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Se aprecia en el cuadro 7 que el producto que caus6 mayor mortalidad en
ambos aislamientos fue el febendazol con una mortalidad de 76.2%, seguido por
el tiabendazol y por el albendazol que no mostraron diferencia estadisticamente
con mortalidades de 28.8% y 27.8% respectivamente.

Cuadro 7. Proporcién de mortalidad de acuerdo con la sustancia activa utilizada en
el aislamiento Resistente y en el aislamiento de borrego Chiapas con larvas de Hc.

SUSTANCIA N MORTALIDAD + ERROR ESTANDAR
ACTIVA
Febendazol 140 0.762 + 0.0092
Tiabendazol 140 0.288 + 0.007°
Albendazol 141 0.278 + 0.008°
Control 21 0.001 + 0.000°

Valores con literales diferentes presentaron significancia estadistica P<(0.05)

Se observa en el cuadro 8 que conforme aumento la concentracion, mayor
fue la mortalidad para el aislamiento Resistente y para el aislamiento de borregos
Chiapas. La concentracion inicial fue de 1 mg/ml, y produjo una mortalidad del
65.8%, en las concentraciones siguientes de 0.5, 0.25, 0.125, 0.062, 0.03 mg/ml;
la mortalidad fue de 58.7%, 50.8%, 38.8%, 28.1% y 19.4% respectivamente.

Cuadro 8. Proporcion de mortalidad con respecto a la concentraciéon utilizada en
los aislamientos Resistente y de borregos Chiapas con larvas de Hc.

CONCENTRACION N MORTALIDAD + ERROR ESTANDAR
1 72 0.658 + 0.015%
0.5 72 0.587 + 0.016°
0.25 72 0.508 + 0.015°
0.125 72 0.388 + 0.013¢
0.062 70 0.281 + 0.012°
0.03 63 0.194 + 0.011"

Valores con literales diferentes presentaron significancia estadistica P<(0.05)
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Se aprecia en el cuadro 9 que el aislamiento que tuvo mayor mortalidad de
nematodos fue el de los borregos Chiapas y que la sustancia activa que causo
mayor mortalidad fue el febendazol, seguido por el tiabendazol y por el albendazol,
respectivamente. En el aislamiento de borregos Chiapas el febendazol produjo
una mortalidad de 99% y en el aislamiento Resistente la mortalidad fue de 69.4%;
el tiabendazol produjo una mortalidad de 51.1% en el aislamiento de borregos
Chiapas y 22.2% en el aislamiento Resistente; y el albendazol caus6 una
mortalidad de 43.5% en el aislamiento de borregos Chiapas y 23% en el
aislamiento Resistente.

Cuadro 9. Proporciéon de mortalidad y error estandar con respecto a la sustancia

activa utilizada en los aislamientos Resistente y de borregos Chiapas con larvas
de Hc.

Aislamiento | Febendazol Tiabendazol Albendazol Control
Chiapas 0.990 + 0.001 0.511 +0.014 |0.435+0.018 |0.000+0
Resistente | 0.694 + 0.012 0.222 +0.005 |0.230+0.005 |0.001 +0.000

4.7 Evaluacion de la efectividad antihelmintica

4.7.1 Porcentaje de efectividad de los bencimidazoles a las 2 horas

En la figura 11 se aprecia la diferencia del porcentaje de efectividad entre
los tres aislamientos en estudio; ya que en el aislamiento de borregos Chiapas el
febendazol alcanzé el 100% de efectividad en casi todas las concentraciones

ensayadas (Fig. 11a); mientras que en el aislamiento de borregos Pelibuey solo
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alcanzé el 100% de efectividad en las dltimas tres concentraciones (Fig. 11b) y el
aislamiento Resistente, con el mismo producto solo alcanzé el 100% de
efectividad en la concentracion mas alta (Fig. 11c). En el caso del tiabendazol, en
el aislamiento de borregos Chiapas, la efectividad de éste antihelmintico aumenté
hasta alcanzar 70% de efectividad (Fig. 11a), en el aislamiento de borregos
Pelibuey aumento hasta alcanzar 89% de efectividad (Fig. 11b) y en el aislamiento
Resistente Unicamente alcanzd 30% de efectividad (Fig. 11c). Finalmente con el
albendazol podemos ver que en el aislamiento de borregos Chiapas este
antihelmintico comenz6 a presentar efectividad hasta la concentracion de 0.25
mg/ml y alcanz6 una efectividad de 30% en la concentracidon mas alta (Fig. 11a);
mientras que en el aislamiento de borregos Pelibuey inicié su actividad en la
concentracion mas baja y llego hasta casi un 40% de efectividad (Fig. 11b) y en el
aislamiento Resistente éste antihelmintico sélo obtuvo 1% de efectividad en la

concentracion de 1 mg/ml (Fig. 11c).
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Figura 11. Porcentaje de efectividad de acuerdo a la concentracién
y a las sustancias activas utilizadas. a) Aislamiento de borregos
Chiapas con larvas de Hc. b) Aislamiento de borregos Pelibuey
con larvas de Hcy Tc. c¢) Aislamiento Resistente.
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4.7.2 Porcentaje de efectividad de los bencimidazoles a las 18 horas

Se observa en la Figura 12 que el comportamiento entre los tres
aislamientos sigue siendo diferente; en el aislamiento de borregos Chiapas el
febendazol alcanzé el 100% de efectividad en casi todas las concentraciones
ensayadas (Fig. 12a) y en el aislamiento de borregos Pelibuey pasé casi lo mismo
(Fig. 12b); mientras que en el aislamiento Resistente, el mismo producto soélo
alcanzé el 100% de efectividad en la concentracion de 0.5 mg/ml y de 1 mg/mi
(Fig. 12c). En el caso del tiabendazol, en el aislamiento de borregos Chiapas la
efectividad de éste antihelmintico aumento6 hasta alcanzar 85% de efectividad (Fig.
12a), en el asilamiento de borregos Pelibuey alcanzo6 el 100% (Fig. 12b) y en el
aislamiento Resistente alcanzé un 54% de efectividad (Fig. 12c¢). Finalmente con
el albendazol podemos ver que en el aislamiento de borregos Chiapas este
antihelmintico alcanzé una efectividad de 91% (Fig. 12a) y en el aislamiento de
borrego Pelibuey 78% (Fig. 12b); mientras que en el aislamiento Resistente éste

antihelmintico s6lo alcanz6 28% de efectividad (Fig. 12c).
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Figura 12. Porcentaje de efectividad de acuerdo a la concentracién
y a las sustancias activas utilizadas. a) Aislamiento de borregos
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con larvas de Hc y Tc. c) Aislamiento Resistente.



51

4.7.3 Porcentaje de efectividad de los bencimidazoles a las 42 horas

En las graficas de la Figura 13 se aprecia la diferencia con la que los
aislamientos responden a las mismas sustancias activas; se observa que en el
aislamiento de borregos Chiapas el febendazol alcanz6 el 100% de efectividad en
todas las concentraciones ensayadas (Fig. 13a); en el aislamiento de borregos
Pelibuey también alcanzé el 100% de efectividad en todas las concentraciones a
excepcion de la primera (Fig. 13b); mientras que en el aislamiento Resistente, el
mismo producto soélo alcanzo6 el 100% de efectividad en la concentracién de 0.5
mg/ml y de 1 mg/ml (Fig. 13c). En el caso del tiabendazol, en el aislamiento de
borregos Chiapas la efectividad de éste antihelmintico inicié en 50% y termind en
100% (Fig. 13a), para el aislamiento de borregos Pelibuey inicié en 45% y alcanz6
el 100% en las dos ultimas concentraciones (Fig. 13b) y en el aislamiento
Resistente Unicamente alcanzd 56% de efectividad (Fig. 13c). Por ultimo con el
albendazol se puede observar que en el aislamiento de borregos Chiapas este
antihelmintico alcanzé una efectividad de 94% (Fig. 13a) y en el aislamiento de
borregos Pelibuey 91% (Fig. 13b); mientras que en el aislamiento Resistente éste

antihelmintico alcanz6 42% de efectividad (Fig. 13c).
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Chiapas con larvas de Hc. b) Aislamiento de borregos Pelibuey
con larvas de Hc y Tc. c¢) Aislamiento Resistente.
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5.8 Determinacion de las Concentraciones Letales (CL)

En el cuadro 10 se observa que utilizando febendazol en el aislamiento de
borregos Chiapas se requirieron 0.010 mg/ml para matar al 50% de las larvas,
para el aislamiento de borregos Pelibuey la cantidad es casi la misma; sin
embargo su intervalo de confianza es mayor al intervalo de la cepa Chiapas; y en
el Resistente se requirieron 0.074 mg/ml para matar al 50% de las larvas. Con
respecto al tiabendazol, en el aislamiento de borregos Pelibuey se necesitaron
0.139 mg/ml para matar al 50% de las larvas y en el aislamiento de borregos
Chiapas se requirieron 0.178 mg/ml para producir el mismo efecto; en tanto que
con el aislamiento Resistente la cantidad de producto requerida aumentd hasta
1.206 mg/ml. Para el albendazol existe una diferencia mas marcada entre el
comportamiento de cada aislamiento pues en el aislamiento de borregos Pelibuey
el 50% de las larvas se muri¢ utilizando 0.014 mg/ml, y esta cantidad aumento6 a
0.23 mg/ml en el aislamiento de borregos Chiapas y finalmente el aislamiento
Resistente requirid 33.39 mg/ml para obtener el mismo resultado. Para la CLgo, se
observa que el uso del febendazol mata al 90% de las larvas a menores
concentraciones con respecto a los otros productos; en el aislamiento de borregos
Chiapas se requirieron 0.031 mg/ml, para el aislamiento de borrego Pelibuey se
requirieron 0.039 mg/ml y para el aislamiento Resistente se requirieron 0.353
mg/ml. Al observar el tiabendazol, se requirieron 0.342 mg/ml para matar al 90%
de las larvas del aislamiento de borregos Pelibuey, para el aislamiento borregos
Chiapas se requirieron 1.57 mg/ml y para el aislamiento Resistente se requirieron

41.99 mg/ml. Por altimo para el albendazol, en el aislamiento de borregos Chiapas
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se requirieron 0.970 mg/ml para matar al 90% de la poblacién y 2.761 mg/ml para
matar al 90% de las larvas en el aislamiento de borregos Pelibuey; sin embargo
este Ultimo tiene un intervalo bastante amplio, pues su limite superior de confianza
es de 246 mg/ml, y en el caso del aislamiento Resistente, la cantidad necesaria
para matar al 90% de la poblacion es tan alto que no se obtuvo el valor; pero
rebasa los 2,177 mg/ml, ya que ese es su limite inferior de confianza. Matar al
99% de las larvas resulta mas dificil, por lo tanto se observa para la CLgy que en
algunos casos se requirieron grandes cantidades de producto como en el caso del
albendazol, donde se requirieron 3.47 mg/ml en el aislamiento de borregos
Chiapas y 200 mg/ml en el aislamiento de borregos Pelibuey; mientras que para el
aislamiento Resistente éste valor excedio los mil millones de mg/ml; ya que el
programa ni siquiera proporciond el limite inferior que puede expresarse hasta 10°.
Con el tiabendazol se requiri6 menos cantidad de producto para matar al 99% de
las larvas; en el aislamiento de borregos Pelibuey se requirieron 0.714 mg/ml, en
el aislamiento de borregos Chiapas se requirieron 9.277 mg/ml y el aislamiento
Resistente requirié 759 mg/ml. Por altimo, cuando se utilizé febendazol, el 99% de
las larvas del aislamiento de borregos Chiapas se murié con 0.075 mg/ml, las
larvas del aislamiento de borregos Pelibuey se murieron con 0.106 mg/ml y las

larvas del aislamiento Resistente con 1.269 mg/ml.
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Cuadro 10. Concentraciones Letalesso g0, 99 (Mg/ml) e Intervalo de confianza 95%
con respecto a la sustancia activa utilizada en los aislamientos Resistente, de
borregos Chiapas con larvas de Hc, y de borregos Pelibuey con larvas de Hc y Tc.

Aislamiento Febendazol Tiabendazol Albendazol
Media Intervalo de Media Intervalo de Media Intervalo de
Clsgo Confianza Confianza Confianza

Chiapas 0.010 0.002-0.016° | 0.178 0.149-0.211° | 0.230 0.177-0.233°

Pelibuey 0.011 0.004-0.018% | 0.139 0.105-0.180° | 0.014 0.000-0.043"

Resistente | 0.074 | 0.054-0.095° | 1.206 | 0.772-2.406° | 33.39 | 4.31-82,161°

Aislamiento Febendazol Tiabendazol Albendazol
Media Intervalo de Media Intervalo de Media Intervalo de
ClLgg Confianza Confianza Confianza

Chiapas 0.031 0.021-0.037° | 1.570 1.137-2.392% | 0.970 0.776-1.278%

Pelibuey 0.039 0.030-0.048° | 0.342 0.253-0.563" | 2.761 0.833-246 °

Resistente | 0.353 0.253-0.582° | 41.99 13.73-274.2° | *ewwkeix | 177 wwkonk D

Aislamiento Febendazol Tiabendazol Albendazol
Media Intervalo de Media Intervalo de Media Intervalo de
ClLgg Confianza Confianza Confianza

Chiapas 0.075 0.058-0.154° | 9.277 | 5.43-18.972° | 3.476 2.450-5.419°

Pelibuey 0.106 0.076-0.235° | 0.714 | 0.460-1.615° | 200 13-13,036,000"

Resistente | 1.269 0.732-3.104° | 759 138-13,566° | **x*xx feeioioioioioiololololololelsl

*rxexxkx (No se pudo obtener el valor correspondiente).
Valores con literales diferentes presentaron significancia estadistica P<(0.05)

4.9 Prediccion de la mortalidad

En la Figura 14 se observa la ecuacion de regresion que predice la
mortalidad de los aislamientos Resistente, Chiapas, y Pelibuey; segun la dosis de
febendazol aplicada en las pruebas in vitro. La mortalidad del aislamiento
Resistente aumenta 1.81% por cada unidad que se aumente la dosis y alcanzé el
100% de mortalidad con la dosis de 1 mg/ml (Fig. 14a). El aislamiento de borregos
Chiapas tiene una mortalidad de 2.67% por cada unidad que se aumente la dosis
y alcanzé el 100% de mortalidad con la dosis de 0.125 mg/ml (Fig. 14b). El
aislamiento de borregos Pelibuey presenta una mortalidad de 2.4% por cada
unidad que se aumente la dosis y alcanz6 el 100% de mortalidad con la dosis de

0.125 mg/ml (Fig. 14c)
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En la figura 15 se observa la ecuacion de regresion que predice el
comportamiento de la mortalidad de los aislamientos Resistente, Chiapas y
Pelibuey; donde la mortalidad en el aislamiento Chiapas y en el aislamiento de
borregos Pelibuey es mayor que en el aislamiento Resistente. La mortalidad
aumento6 1.3%, 3.3% y 0.83% por cada unidad que se aumento la dosis, para los
aislamientos Chiapas, Pelibuey y Resistente respectivamente (Fig 15b, 15c y 15a
respectivamente). También se observa que el aislamiento Pelibuey alcanzo el
100% de mortalidad con la dosis de 1 mg/ml (Fig. 15c); mientras que el
aislamiento Chiapas alcanzo el 80% de mortalidad (Fig. 15b) y el aislamiento

Resistente alcanzé el 48% de mortalidad con la misma dosis (Fig. 15a).
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En la Figura 16 se observa la ecuacidn de regresion que predice el
comportamiento de la mortalidad de los aislamientos Chiapas y Pelibuey utilizando
albendazol, donde la mortalidad en el aislamiento Chiapas aumenta 2% por cada
unidad que se aumente la dosis (Fig. 16a); mientras que en el aislamiento de
borregos Pelibuey aumenta 0.56% (Fig. 16b); y a la dosis de 1 mg/ml el
aislamiento Chiapas tuvo una mortalidad de 90% (Fig. 16a) y el aislamiento de

borregos Pelibuey tuvo una mortalidad de 85% (Fig. 16b).
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5. DISCUSION
La generacion de la resistencia ha ido creciendo desde sus primeros
reportes en 19572 y se ha ido esparciendo por el mundo, al punto en que ahora se
encuentran reportes de resistencia a farmacos en diversos géneros parasitarios;*°

incluso en Dictyocaulus viviparus® y en Fasciola hepatica.>

El parasito Haemonchus contortus (Hc), es uno de los parasitos con mayor

prevalencia en las explotaciones ovinas y con mas notificaciones de resistencia en

8, 6, 10, 11, 9 25, 26, 27, 28

México y en otros paises.

Encontrar un aislamiento en campo que presente susceptibilidad hacia los
antihelminticos, particularmente hacia los bencimidazoles, que son los que mas
tiempo llevan en el mercado,® es inusual; sin embargo, en éste estudio se obtuvo
un aislamiento puro de Hc y un aislamiento mixto con H. contortus y T.

circumcincta susceptibles a tres derivados del bencimidazol (albendazol,

febendazol, tiabendazol).

Los resultados de este estudio, con base a la prueba in vitro de afinidad a la

tubulina, concuerdan con los trabajos de Kumsa® y Shefaraw®® en Etiopia.

La Prueba de Fijacion a la Tubulina (PFT) no es muy usada, y no se
encontraron estudios donde se haya empleado la misma prueba; las pruebas que

mas se reportan en los articulos son la Prueba de Reduccién del Conteo de
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Huevos en Heces (PRCHH) y la Prueba de Eclosion de Huevos (PEH); ya que
estas han sido estandarizadas, y recomendadas por la WAAVP (World Asociation

57.58,24 an sus tres

for Advancements in Veterinary Parasitology 1992, 1999, 2006)
publicaciones de lineamientos sobre resistencia antihelmintica; sin embargo la
WAAVP también sefialé que las pruebas que utilizan larvas tienen potencial; pero
que se requiere mas trabajo para que sean de utilidad; esta publicacion fue
emitida en 2006 y es probable que desde entonces se haya desarrollado mas

investigacion sobre las pruebas con larvas, que aun no han sido evaluadas por la

WAAVP 24

Aungque no se encontraron estudios que utilizaran la misma prueba, ni las
mismas concentraciones de bencimidazol que en éste trabajo; y por tanto no se
pudieron comparar las Concentraciones Letales obtenidas; el aislamiento de
referencia del INIFAP contra el que se compararon los resultados; presentd una

CLso de 0.499 ppm al momento de ser aislado en 1990.2

En cuanto a las pruebas de diagnéstico de resistencia antihelmintica, la
utilizacion de una u otra prueba esta en funcion de varios factores como son: el
grupo de farmacos a evaluar, la cantidad de animales disponibles para realizar las
pruebas, el presupuesto, él o los géneros parasitarios a evaluar; las ventajas o
desventajas que la prueba representa; asi como el estadio de vida que evalla la

prueba elegida.
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En el cuadro 11 se observan los resultados que se obtuvieron usando
diferentes pruebas de diagndstico de resistencia antihelmintica hacia los
bencimidazoles; se observa que los Unicos aislamientos susceptibles son los de
Etiopia®* * y los del presente estudio, se observa que existen diferencias en
cuanto a las dosis para la PRCHH (mg/kg), a las Concentraciones Letales para la
PEH (ug/ml) y a las Concentraciones Letales para la PFT (mg/ml), lo cual puede
atribuirse a que en la PRCHH sélo se observa la capacidad adulticida;* pero no
se mide el grado de resistencia;® ademas de que la sensibilidad a los

bencimidazoles disminuye conforme avanza el proceso de desarrollo

embrionario.?®

Cuadro 11. Resultados obtenidos utilizando diferentes pruebas de diagndstico de
resistencia antihelmintica.

*Prueba Estadio *Sustancia Susceptible | Resistente Pais
evaluado activa
PEH Huevo Abz 0.06 pg/ml Etiopia®
PEH Huevo Thz 0.499 ppm | México®
PEH Huevo Thz 0.678 pg/ml | India”™®
PRCHH Adultos Abz 7.5 mg/kg Etiopia®’
PRCHH Adultos Sulféxido de 5 mg/kg Méxica®
Abz
PRCHH Adultos Abz 10 mg/kg Irag”’
PRCHH Adultos Fbz 5 mg/kg Republica
Checa®
PFT Ls Abz 0.230 mg/ml México
PFT Ls Thz 0.178mg/mi México
PFT Ls Fbz 0.01mg/ml México

*Abz (albendazol), Thz (tiabendazol), Fbz (febendazol)
** PEH (Prueba de Eclosion de Huevos), PRCHH (Prueba de Reduccion en el Conteo de
Huevos), PFT (Prueba de Fijacion a la Tubulina)
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6. CONCLUSION

Los resultados de este estudio mostraron que el aislamiento de H. contortus
de borregos Chiapas, y el aislamiento de H. contortus y T. circumcincta obtenido
de borregos Pelibuey, son susceptibles al tiabendazol, febendazol y albendazol,
razon por la cual se sugiere su aplicacion como nematodos de referencia en la
estandarizacion, validacién y uso en las pruebas de diagndstico que involucren

bencimidazoles.

Frente a una creciente y alarmante presencia de resistencia a los
antihelminticos, es necesario estandarizar las pruebas de diagnéstico de
resistencia, asi como contar con laboratorios de referencia que realicen

diagnésticos precisos de resistencia.
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8. ANEXOS

Anexo |. Técnica de cultivo en frasco:
Tomado de Liébano-Hernandez E. (2010)°

Material

-Mortero y pistilo ascos de vidrio con boca de 1% pulgadas (3.81cm) y cucharas de
plastico o aluminio

-Nistatina (Micostatin) en polvo

-Goteros

Procedimiento
Pesar 10g de heces y mezclar las heces con agua destilada. La mezcla se
coloca en el fondo del frasco, evitando ensuciar las paredes del mismo.

Espolvorear en la superficie una pequefia capa de Micostatin comercial

Las muestras de heces se homogenizan hasta lograr una consistencia de
masa fresca, cuidando que no esté seca ni muy liquida, la masa se deposita en un
frasco ocupado solo el primer cuarto de su altura para que asi haya mayor
oxigenacion y por lo tanto eclosion. Se coloca la tapa sobre el frasco; pero no se
cierra y se deja a temperatura ambiente por un periodo de 7 dias, durante este
tiempo se tiene que destapar y remover el contenido una vez al dia, transcurrido
el tiempo se procede a colocar las heces del frasco en un pedazo de gasa que

sirva como envoltura y asi procesarla bajo la técnica de Baermann.



74

ANEXO I

Técnica de coprocultivo en tina

La finalidad de esta técnica es obtener miles de larvas y consiste en depositar las
muestras de heces en una tina de 14 cm de alto y 35 cm de diametro, abarcando
como maximo un tercio del recipiente, entonces se les agrega agua poco a poco,
tratando de incorporarla con las heces hasta que tengan una consistencia acuosa,
luego se afaden trozos de hule espuma y se homogenizan con las heces,
después se sella la tina con papel aluminio y se le cortar un cuadro al centro, el
cual se cubrira con una gasa de 8 cm x 8 cm, la tina se queda asi por 7 dias y
cada dos dias se homogeniza. Transcurrido este periodo las muestras se

procesan mediante la técnica de Baermann.
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ANEXO I

Criopreservacion de larvas
Tomado de Liébano-Hernandez E. et al (1996)%°

La criopreservacion es un método de laboratorio utilizado para preservar
células o sus constituyentes, durante largos periodos de tiempo, empleando
temperaturas inferiores a 0°C, deteniendo su reproduccién y manteniendo sus
caracteristicas morfolégicas, fisioloégicas, e inmunoldgicas; aunque debe
considerarse que al descongelarlas existe una mortalidad de hasta 20%. El
meétodo de criopreservacion ofrece algunas ventajas sobre otros métodos para
mantener disponible una poblacion de larvas en forma constante ya que no
requiere mantenimiento, ni animales; ademas de permitir un ahorro considerable
en cuanto a tiempo y trabajo y otros gastos relacionados con el mantenimiento
continuo del aislamiento monoespecifico. Previo a la criopreservacion se debe de

lavar a las larvas y desenvainarlas, dicha metodologia se describe a continuacion.

Lavado de larvas infectantes (L;) de nematodos gastroentéricos con
solucién de sacarosa al 40%.

Tomado de Liébano-Hernandez E. (2010)°°

Al hacer el coprocultivo para obtener larvas en la fase infectante estas se
encuentran muy sucias por lo que es importante que una vez que se concentren,
limpiarlas por medio de la técnica de Baermann. Luego las larvas se filtran a
través de un tamiz de malla de 100 con la idea de eliminar detritos. Posteriormente

todo el contenido se pasa a unos tubos de plastico de 50 mL los que se meten a
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refrigeracion a 4°C por dos horas y luego se elimina el sobrenadante y se limpia el
sedimento. En tubos de ensaye se colocan nueve ml de sacarosa al 40% vy
después con mucho cuidado se agrega el sedimento con larvas deslizandolas por
las paredes del tubo de ensaye para posteriormente centrifugarlas a 3500 r.p.m.
durante cinco minutos con la finalidad de que sedimente la mayor cantidad de
contaminantes; posteriormente se colectan las larvas (contenidas en el anillo que
se forma) para inmediatamente depositarlas en tubos de 10 mL y lavarlas por
centrifugacion con agua destilada para eliminar el exceso de sacarosa. Esta
operacion se realiza por tres ocasiones a 3500 r.p.m. durante tres minutos y asi
poder utilizarlas en diferentes pruebas experimentales (controlo biolégico e

inmunologico, Biologia Molecular, Epidemiologia y Ecologia).

Eliminacion de las vainas de larvas infectantes (L;) de nematodos
gastroentéricos

Tomado de Liébano-Hernandez E. (2010)°

La eliminacion de la vaina de la larva infectante (L3) es de suma
importancia para que la larva pueda continuar evolucionando a L4, L5. En el
laboratorio. Una vez que fueron lavadas las larvas infectantes, fue necesario retirar
la vaina de ellas de siguiente manera artificial para dar paso al siguiente estadio
larval que es el cuarto (L4). De una botella de hipoclorito de sodio al 6% se
colocan en cuatro tubos de ensaye tres mL de agua y en el primer tubo se le
agrega tres mL de hipoclorito de sodio y de este se hacen diluciones hasta llegar

al 0.375% de concentracion. Antes de la realizaciéon de cada desenvaine fue
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necesario tomar una muestra (gota) de lavas y confrontarla con la soluciéon con
hipoclorito de sodio para verificar el tiempo requerido para el desenvaine, ya que,
incluso en ellas cada organismo responde de manera distinta ante este estimulo,
el tiempo promedio que se requiri6 para esta operaciéon fue de 5-10 minutos.
Después de este lapso de desenvaine rapidamente se enjuagaron con agua
destilada y se centrifugaron a 3500 r.p.m. durante tres minutos por tres ocasiones;
en la dltima se retira el sobrenadante dejando solamente el “boton” de larvas en

cada tubo.

Técnica de criopreservacion de larvas infectantes de nematodos
gastroentericos.

Tomado de Liébano-Hernandez E. et al (1996)%°

Las larvas limpias y desenvainadas se concentran y se colocan en un vial,
donde se les agrega 1 ml de Dimetil Sulfoxido (DMSO) al 10%, el cual es un
crioprotector. La introduccion de los viales en nitrégeno liquido sera mediante el
proceso de congelacién paulatina, donde se introducen los viales con los estadios
infectantes a un refrigerador (4°C) durante dos horas, posteriormente estos viales
se colocan en un recipiente nadando en alcohol para introducirlos a congelacion (-
76°C) por 12 horas y finalmente se introducen al nitrégeno liquido (-196°C). La
descongelacién se realiza en forma rapida, utilizando bafio Maria a 37°C y
lavando los estadios infectantes por tres ocasiones con agua destilada, con el
objeto de que el crioprotector salga rapidamente de las células y se aumente la

sobrevivencia de las larvas.
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