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RESUMEN

Las infecciones producidas por nematodos gastrointestinales representan un problema de gran importancia para la salud
en bovinos, ademas de afectar la economia de los ganaderos e industrias productoras. Se simuld las condiciones necesarias
para el desarrollo de los huevos de los nematodos contenidos en las heces del bovino a través de un coprocultivo en
aserrin de laurel (Laurus nobilis). En esta investigacion se pretendio6 evaluar diferencias en el tiempo de recuperacion de
larvas de nematodos a partir del coprocultivo. En la metodologia se realizo la técnica de flotacion para la identificacion de
huevos de nematodos y el McMaster para contabilizar la cantidad de huevos por gramo de heces y la cantidad de larvas
recuperadas del coprocultivo a los diferentes tiempos. El analisis de los resultados se realizé con el software Minitab
version 19, y se aplico un ANOVA con un analisis post hoc de Tukey. Como resultado, se establecié que existe una diferencia
significativa, de importancia, en el conteo de nematodos cuando estos se recolectan a las 3 horas.

Palabras Clave: Rumiante, nematodos, heces, flotacion, Laurus nobilis, ANOVA.
ABSTRACT

Gastrointestinal nematode infections represent a problem for the health of cattle, as well as affecting the economics of
farmers and producing industries. The necessary conditions for the development of the eggs of the nematodes, contained
in the feces of the bovine, were simulated using a coproculture in sawdust of laurel (Laurus nobilis). In this investigation it
was tried to evaluate differences in the recovery time of nematode larvae from the coproculture. In the methodology, the
flotation technique was used to identify nematode eggs and the McMaster to count the amount of eggs per gram of feces
and the amount of larvae recovered from the coproculture at different times. The analysis of the results was performed
with the Minitab software version 19, and an ANOVA was applied with a post hoc analysis of Tukey. It was established that
exist a significant difference in the nematode count when they are collected at 3 hours.
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INTRODUCCION

La técnica del coprocultivo se utiliza para promover la maduracién y eclosién de los huevos de nematodos, y la evolucién
de las larvas hasta el tercer estadio, la fase infestante (L3) (1). Para que esta técnica sea posible necesita de una humedad,
oxigenacion y temperatura adecuada (2). Ademas, es importante utilizar un sustrato que emule las condiciones del suelo,
como lo es la madera, y que esta no sea téxica para las larvas, tal es el caso del aserrin de laurel (Laurus nobilis) (3).

Los coprocultivos nos permiten identificar de mejor manera la identidad de los nematodos gastrointestinales que causan
serias infecciones en los rumiantes (4). Esto representa un problema en el nivel mundial, en especial a los bovinos, debido
a que la productividad del hospedador se ve afectada al causar reducciones en las tasas de crecimiento, fecundidad, asi
como un incremento en la mortalidad (5).

Las infecciones por nematodos son mas comunes en animales de corta edad, debido a que su sistema inmunolégico no esta
suficientemente desarrollado (6). En la literatura es comtn encontrar que los nematodos que se reportan principalmente
en rumiantes son: Cooperia, Trichostrongylus, Haemonchus, Oesophagostomum, Ostertagia y Nematodirus (7).

Por otra parte, no se han encontrado estudios donde se hable acerca de cémo afecta la variacién del tiempo en la obtencién
de nematodos gastrointestinales a partir de un coprocultivo en heces de bovinos. Por ese motivo, este estudio evalu6 el
tiempo en la recuperacién de larvas de nematodos a partir de un coprocultivo con aserrin de laurel.

MATERIALES Y METODOS

Seidentificé un bovino con alta carga de huevos de nematodos, mediante el método de flotacién con solucién hipersaturada
de sacarosa (8). Luego se prepar6 un coprocultivo, dentro de un recipiente de vidrio, con 10g de heces, 10g de aserrin
de laurel (Laurus nobilis) y se adicion6 aproximadamente 40 ml de agua destilada, se tapé con papel aluminio perforado
(Figura 1A), y se dej6 reposar por 8 dias a 27°C. Posteriormente, se le adicionan cantidad suficiente de agua destilada a
37°C hasta que se forma un menisco con forma convexa, dos horas después se coloca una placa de Petri invertida sobre
el recipiente y se le dio vuelta.

Se adicion6 16 mL de agua destilada a 37°C en el exterior de la placa, asegurdndose cubrir los alrededores del recipiente
(Figura 1B). Se mantuvo en reposo y el procedimiento se evalu6 por triplicado en los tiempos de 0.5, 1, 2, 3y 4 horas. Se
realiz6 la recolecta del liquido externo a cada una de las muestras realizadas, se trasladaron a un tubo de ensayo que se
mantuvo a 4 °C durante una hora. Pasado este tiempo se tomé 0.4mL del fondo del tubo y se mezclé con una gota de lugol
para ser analizado utilizando un McMaster como instrumento para realizar el conteo de larvas (Figura 1C) (9). Ademas,
para el ensayo propuesto se evalué a las 2 horas la especificidad comparando el medio de cultivo con heces vs uno sin
heces, y la precision a través de 6 repeticiones. El analisis de los resultados se realiz6 con el software Minitab versién 19,
y se aplicé un ANOVA con un andlisis post hoc de Tukey (10).

Figura 1. (A) Coprocultivos en envases de vidrio cubiertos con papel aluminio perforado. (B) Envase invertido sobre placa de Petri
cubierta con agua destilada como medio de obtencién de larvas. (C) Larvas en estadio L3 observadas a través del microscopio
utilizando la cAmara de McMaster.
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RESULTADOS

El animal del que se tomaron las muestras para el estudio tenfa una edad de 4 meses y un conteo de 10050 huevos por
gramo de heces, donde se encontré Uinicamente la especie Trichostrongylus sp., que coincide con las larvas obtenidas
luego de que se realizara el cultivo. En la tabla 1 se muestran los resultados de la especificidad del método de cultivo, a
través del uso de aserrin de laurel (Laurus nobilis).

Tabla 1. Datos del crecimiento de larvas comparando un medio de cultivo con y sin muestra, para evaluar la especificidad.

Medio de Cultivo Cantidad de larvas en 2 horas Promedio Desviacion Estandar
C, C, C, X SD
Aserrin + Agua 0 0 0 0 0
Aserrin + Heces + Agua 2 3 5 3,33 1,53

Simbologia: C representa el nimero del coprocultivo.

Al realizar diferentes repeticiones de la misma muestra se puede observar que la desviacion estandar para la técnica
resulta ser amplia, segin se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Precision del coprocultivo segiin nimero de larvas eclosionadas a diferentes tiempos.

Cultivo Cantidad de larvas en 2 horas Promedio Desviacion Estandar
C, C, C, C, C, C, X SD
Aserrin + Heces+ Agua 2 3 5 3 4 6 3.83 1,47

Simbologia: C representa el nimero del coprocultivo.

Se determiné la variacidn en el conteo de larvas de nematodos a distintos tiempos de recolecta posterior al cultivo, como
se muestra en la figura 2. A las 3 horas se recuper6 la mayor cantidad de larvas de Trichostrongylus sp. mostrando una
diferencia significativa con respecto a los otros tiempos ensayados. El conteo de nematodos a las 3 horas mostré un
porcentaje aparente de eclosion del 23%.

3 A !
2.1 B Le
] H
20 31 : .
4-1 1 .
H
L 5-1 ; .
H
1
3.2 .
(o " %
® 4-2 [ 3
5 5-2 i .
' H
L4 4-3 i *
0 [ ] '
5-3 i .
1
5-4 . H
1 2 3 4 5 \
T 20 10 0 10 20 30

Figura 2. (A) Gréafica de intervalos de Q (cantidad de larvas) con respecto a T (Tiempo) a 95% IC para la media. 1 = 0.5 horas, 2 = 1
hora, 3 =2 horas, 4 = 3 horas, 5 = 4 horas. (B) ICs simultaneos de 95% de Tukey. Diferencias de las medias para Q (cantidad

de larvas).

DISCUSION

Se evalud la especificidad de los datos del crecimiento de larvas al comparar un medio de cultivo con y sin muestra de
heces, y se demuestra que hay una correcta especificidad de la técnica con el uso de aserrin de laurel, por lo que se puede
decir que el aserrin de laurel (Laurus nobilis) se relaciona con falsos positivos, por lo tanto, no es un factor que afecte en
los resultados obtenidos en los cultivos (3,11).
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Para evaluar la precision del estudio se elaboraron 6 cultivos como se muestra en la tabla 2. Esta representa la
reproducibilidad que tiene la investigacion o en otras palabras la homogeneidad que tiene la muestra a la hora de realizar
los coprocultivos. Para efectos de la precision, el método resulta generar una desviacion estandar bastante considerable
entre los diferentes ensayos a un mismo tiempo de espera (12). Pero esto podria ser consecuencia de pequefias diferencias
de minutos entre los tiempos de recolecta a las 2 horas, ya que como se podra observar una diferencia en los tiempos de
60 minutos marca un importante cambio.

Luego de invertir el frasco con la placa Petri y afadirle agua alrededor de esta, el tiempo que se espera para recoger el
sobrenadante es crucial ya que las larvas migran en un tiempo determinado. Por este motivo, se evalu6 el ensayo por
medio del método de analisis de exactitud donde se establecieron los tiempos indicados en la figura 2 (13). Haciendo uso
del programa estadistico Minitab 19 y aplicando la prueba ANOVA de un factor con comparaciones multiples post hoc
en Tukey, se observé un incremento en el nimero de larvas de Trichostrongylus sp. a partir de una hora. Llegadas las tres
horas se obtuvo un pico considerable de larvas en donde el conteo de estas era muy superior al de 2 horas. Por otra parte,
un tiempo de espera de cuatro horas dio resultados similares a los de dos horas. Este ultimo aspecto podria ser explicado
por una situacion en la que las larvas que ya han migrado al exterior, posterior a un tiempo de 3 horas intenten retornar a
la zona de donde salieron, debido a la disminucién de la temperatura en el medio externo. Otra posibilidad de este cambio
podria estar relacionada a la vitalidad de la larva posterior a las 3 horas, lo cual deja claro que no es propicio una espera
superior a ese tiempo, ya que los resultados no serian adecuados, mientras que la mayor recolecta se obtiene en ese
punto maximo, y la diferencia con respecto a los otros tiempos es de significancia estadistica. Para finalizar es importante
sefialar que los nematodos gastrointestinales en general poseen una buena resistencia a las temperaturas calidas como
frias, lo cual hace que el método utilizado y en los tiempos propuestos no afecte de mayor manera los resultados.
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