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Tolerance of fecal samples to different refrigeration times for the recovery of infective Haemonchus contortus
larvae in coproparasitologic bioassays with sheeps

Abstract

The collection of viable infective larvae is essential for identification of genera and species in research or
parasitological diagnosis. The objective of this study was to determine the tolerance time for the preservation
of fresh feces for the recovery of third stage infective larvae (L3) of Haemonchus contortus. Three trials were
performed on parasite-positive sheep feces at different refrigeration times (5°C): 4d (RFG4d), 21d (RFG21d)
and 42d (RFG42d). In each trial at day zero (unrefrigerated) samples were processed and was the control
group (CTRL). The number of eggs per gram of feces (HGH) was determined by the McMaster technique.
Subsequently, coproculture and Baerman technique were performed. The number of L3 of H. contortus per
milliliter was identified. Larval emergence (Em) was calculated as Em= L3/HGH. The percentage recovery
(P<0.05) of L3 and final EM was 19.99, 0.62, 0% and 36.62, 0.46, 0% in RFG4d, RFG21d and RFG42d
respectively (P<0.05). A higher percentage of L3 emergence of H. contortus was obtained by stool culture
with non-refrigerated feces. If the sample was not processed on the same day, it could be refrigerated for up to
seven days with sufficient emergence (16.73%) to identify the genus and species of larvae.
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Resumen

La obtencion de larvas infectantes viables es sustancial para identificacion de género y especie en
investigacién o diagnostico parasitologico. El objetivo del estudio fue determinar el tiempo tolerable de
conservacion de heces frescas para la recuperacién de larvas infestantes de tercer estadio (L3) de Haemonchus
contortus. A partir de heces de ovino positivas al parasito, se realizaron tres ensayos en diferentes tiempos de
refrigeracion (5°C): 4d (RFG4d), 21d (RFG21d) y 42d (RFG42d). En cada ensayo al dia cero (sin refrigerar)
se procesaron muestras y fue el grupo control (CTRL). Se determind el nimero de huevos por gramo de heces
(HGH), por la técnica de McMaster. Posteriormente se realiz6 coprocultivo y técnica Baerman. Se identificd
el ndmero de L3 de H. contortus por mililitro. La emergencia de larvas (Em), se calcul6 Em= L3/HGH. El
porcentaje de recuperacion (P<0.05) de L3 y la EM final fue 19.99, 0.62, 0% y 36.62, 0.46, 0% en RFGA4d,
RFG21d y RFG42d respectivamente (P<0.05). Se obtuvo mayor porcentaje de emergencia de L3 de H.
contortus por coprocultivo con heces sin refrigerar. Si la muestra no se procesara el mismo dia puede
refrigerarse hasta siete dias teniendo emergencia suficiente (16.73%) para identificar el género y especie de la
larva.

*Autor de correspondencia
Email: marcela.morales@itson.edu.mx
ISSN 2594-0384 (Electronica)

36



Munguia-Xdchihua et al. / Revista Latinoamericana de Recursos Naturales 19(2): 36-41 2023

Palabras claves: Larvas, Haemonchus contortus, abomaso, cultivo in vitro.

Introduccién

El complejo de parasitos gastroentéricos amenazan
constantemente la eficiencia productiva en ovinos,
comprometiendo la rentabilidad de los rebafios.
Dentro del grupo de parasitos gastroentéricos se
encuentran Haemonchus contortus,
Oesophagostomum  spp., Ostertagia  spp.,
Nematodirus spp., Tichuris spp., Moniezia expasa y
Fasciola hepatica, de los cuales Haemonchus
contortus es el mas importante por disminuir los
parametros productivos, incluso ocasionar la muerte
en pequefios rumiantes (Kamal et al., 2019).
Haemonchus contortus, es el nematodo abomasal
mas patégeno en ovinos en zonas tropicales y
subtropicales, que por su alta fecundidad conduce a
la rédpida diseminacion de huevos y larvas
infectantes en pastizales y altos niveles de ingestion
posterior a la contaminacién. Dentro de sus efectos
patgenos, se estima que la acciéon hematdfaga de
cada verme equivale a un consumo de 0.05 ml de
sangre al dia (Qamar y Magbool, 2012). Lo anterior
explica parcialmente los signos de anemia en
animales infestados; ademéas de la pérdida por
sangrado en los sitios de alimentacién que quedan
siguen sangrando (Qamar y Magbool, 2012). Los
animales jovenes son mas susceptibles y presentan
la enfermedad en forma clinica y subclinica. Asi
mismo, en este grupo de animales se presenta
diarrea, anemia, hipoproteinemia, edema, debilidad,
anorexia, reduccion de peso, crecimiento y de lana 'y
en casos severos la muerte aguda (Nabi et al.,
2014).

Para entender el comportamiento de Haemonchus
contortus, es necesario estudiarlo para avanzar en el
conocimiento epidemioldgico. Frecuentemente se
realizan estudios in vitro de rutina, siendo necesario
disponer continuamente de larvas infectantes del
nematodo. La refrigeracion de heces con huevos de
nematodos gastroentéricos es la forma ideal de
conservacion de muestras. Sin embargo, los dias de
almacenamiento pueden tener un efecto detrimental
en la viabilidad de los huevos, afectando
negativamente el porcentaje de eclosién en el
coprocultivo y el desarrollo a larva de tercer estadio
(L3). Con base en lo anterior, el tiempo de
conservacion de las muestras puede modificar el
porcentaje de eclosién por coprocultivo de L3 de
Haemonchus contortus. De esta manera, se pueden
asegurar mayor cantidad de L3 para su posterior
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identificacion de género, especie o ser utilizados en
diferentes pruebas in vivo e in vitro. Por lo tanto, el
objetivo del presente estudio fue identificar el
tiempo tolerable de conservacion de heces de ovino
para la recuperacion de larvas de tercer estadio de
Haemonchus contortus.

Material y métodos

Ubicacion del estudio

El estudio fue de tipo descriptivo, prospectivo y
longitudinal (Thrusfield, 2018), realizado en el
Laboratorio de Parasitologia del Departamento de
Ciencias Agronomicas y Veterinarias del Instituto
del Tecnoldgico de Sonora, en Ciudad Obregon,
Sonora.

Material biologico

Se utilizaron dos borregos machos de raza Pelibuey
(37 kg y 10 meses de edad en promedio), los cuales
recibieron una semana de aclimatacion en
condiciones ambientales naturales en alojamiento
individual de 3m? por animal donde recibian alfalfa
henificada y agua a libre acceso (Rodriguez et al.,
2015).

Infestacion artificial

Previo a la infestacion artificial, se realizd la
comprobacion de parasitos gastrointestinales con la
prueba de flotacidn y se desparasitd con clorhidrato
de levamisol a una dosis Unica de 7.5mg/kg (Figura
1), y se confirmé la desparasitacion mediante
flotacion a los 15 dias posteriores. A los 20 dias
posterior a la desparasitacion los borregos fueron
infestados artificialmente (via oral), con 4,800 L3
de H. contortus.

Colecta de muestras de heces

Con la presencia de huevos en heces se colectaron
muestras tres veces por semana los dias -4, 0, 7, 14,
21 y 28d (Figura 1). De la semana cinco post-
infeccion hasta la semana ocho se colectaron (con
calzon recolector de manta), por animal, 50g de
heces por las mafianas (8:00 a 11:00h), tres veces
por semana. Cada muestra fue identificada por
fecha de colecta. Las muestras se dividieron en
heces conservadas en refrigeracion a 5°C (Sonibare
et al., 2011; Mushonga et al., 2018), y sin
refrigeracion. En todo momento, los animales
fueron manejados sin poner en riesgo su vida y al
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Figura 1. Disefio del estudio previo y posterior a la infestacion artificial con L3 de H. contortus.

final del experimento fueron desparasitados y
donados.

Anélisis parasitolégico

De cada muestra colectada a lo largo de cada ensayo
se utilizd la técnica cuantitativa de McMaster
(Liebano et al., 2011; Gonzalez et al., 2013;
Mohammed et al., 2016), para determinar cantidad
de huevos por gramo de heces (HGH), del parasito,
y de la carga de huevos por cada 50g de heces
(H50H). El nimero de larvas de H. contortus en
etapa tres (L3), se determiné por conteo
(recuperadas del coprocultivo), con la técnica de
Baerman a partir de una alicuota en un volumen
final de 5ml (Liebano et al., 2011). La emergencia
(Em), se calculé6 mediante Em= L3/HGH en cada
una de las muestras.

Ensayos experimentales

De acuerdo a los dias de conservacion, las muestras
refrigeradas se evaluaron y clasificaron en tres
ensayos independientes: RFG4d (2 y 4d), RFG21d
(7, 14 y 21d), y RFG42d (28, 35 y 42d). Las
muestras de heces sin refrigerar colectadas el dia
cero (0d), se consideraron como grupo control
(CTRL), para observar los cambios semanales en la
viabilidad de la muestra.

Anélisis estadistico

Los registros originales de HGH, H50H y L3 fueron
normalizados (Log+0.5), en hoja electrénica de
Excel, previa evaluacion de homogeneidad de
varianzas mediante la prueba de Barlett. Con los
datos transformados de cada ensayo se procedio al
andlisis de varianza mediante el procedimiento
GLM (SAS, 2014). Los dias de refrigeracion entre
ensayos de las variables HGH, H50H y L3 fueron
utilizados como efectos fijos en el modelo intra-
ensayos. En un andlisis intra-ensayo, las mediciones
repetidas de estas variables fueron analizadas bajo
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la estructura de un disefio cruzado en el cual la
fecha de colecta fue considerada como efecto fijo en
el modelo. Dentro de cada ensayo se utilizd un
disefio cruzado para observar los cambios de las
variables de estudio a través de los dias de
refrigeracion. Se realiz6 comparacion de medias
(LSMEANS), para determinar cambios (P<0.05), en
las medias de HGH y L3 en cada tiempo de
evaluacion en funcién al d0 (CTRL), de cada
ensayo. La Em acumulada al final del cada ensayo
fue analizada estadisticamente bajo la estructura de
un disefio completo al azar considerando el efecto
del tiempo de conservacién como efecto fijo. Para
su presentacion, los datos fueron transformados en
sus unidades originales (HGH). Todos los andlisis
estadisticos se realizaron con el paquete estadistico
SAS (2014; versidn 9.4; SAS Institute Inc., USA).

Resultados y discusion

Para RFG4d y RFG21d no hubo cambios (P>0.05),
en el HGH a través del tiempo, pero si en RFG42d
(P<0.05), respecto a su CTRL (Tabla 1). Para L3 en
RFGA4d se observé una reduccion de -722 a -1037
larvas del 2d al 4d (P<0.05). Debido a que la
realizacion y cuidados de los coprocultivos
(Sonibare et al., 2011), la recoleccién de larvas
infestantes por medio del aparato de Baerman y su
conservacion fueron realizados como indican otros
autores (Mahmoud et al., 2017; Mushonga et al.,
2018). Por lo cual los procedimientos no afectaron
el desarrollo y la obtencion de las larvas.

El éxito de un examen coproldgico depende
fundamentalmente de una correcta extraccion de las
heces y el procedimiento de la técnica, pero ademés
la conservacion es un elemento clave para el
diagndstico cualitativo y cuantitativo (Mehlhorn et
al., 1993). La conservacion en refrigeracion de las
muestras de heces es importante para evitar la
eclosion de las larvas, sin embargo, en la
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Tabla 1. Numero de HGH vy de larvas infestantes de Haemonchus contortus identificados durante los diferentes periodos de
conservacion de muestras.

Ensayos
RFG4d RFG21d RFG42d
Variable 0d 2d 4d od 7d 14d 21d od 28d 35d 42d
HGH 200° 175° 150° 400° 391° 408*  300° 50° 716° 575"  641°
L3 1,371° 649  274° 1,137° 327%® 92t 7.0° 583 17® 66 0.0°
bibliografia no se indica un tiempo limite de 2017).

conservacion, solo se menciona que para Su
procesamiento debe llegar al laboratorio en no mas
de 24 horas posterior a la colecta (Mehlhorn et al.,
1993). Lo anterior coincide con el presente estudio,
en el que efectivamente las muestras en las que se
observé mayor cantidad de HGH fueron en el
RFG4d y como era de esperar en los CTRL
(P<0.05).

En el RFG21d, al 7d se perdio6 (P<0.05), el 71.2% (-
810 larvas), de las L3, acumulando una pérdida del
99.38% (-1130 larvas), a los 21d (P<0.05). En el
RFG42d, no quedaron L3 al final del ensayo
(P<0.05). La exposicion de las heces a la
temperatura ambiental causa diferencias en la
eclosion de las larvas de Haemonchus contortus
(Stankiewiez et al., 1996). Asi en clima tropical
calido la eclosién y formacion de L3 es de 4 a 5 dias
y en clima templado es de 7 a 10 dias (Liebano,
2011).

En este estudio la temperatura ambiente en la toma
de muestra de heces no tuvo influencia en la
obtencién de larvas infestantes. Pero en los estudios
no se indica el efecto de los dias de conservacion en
refrigeracion en la eclosién de los huevos vy
formacidn de L3 en el coprocultivo. Se reporta que
hay diferencia en la velocidad de desarrollo de L3
en huevos de H. -contortus cultivados en
incubadoras que controlan la humedad y la
temperatura, si la velocidad del desarrollo de las
larvas difiere, entonces es posible que la mortalidad
de la L3 o la pérdida de la vitalidad en condiciones
ambientales de calor puede suceder en condiciones
templadas, incluso cuando se mantienen en
condiciones de refrigeracion de 4-5°C (Bahuaud et
al., 2006). Lo cual puede explicar la disminucion de
obtencién de larvas a medida que aumentaban los
dias de conservacién de las heces en refrigeracion.
Ademas de considerar el tiempo de refrigeracion en
la obtencién de L3 de H. contortus, se menciona
que la edad de las larvas afecta la evaluacion in
vitro de antihelminticos de extractos de plantas, lo
ideal es que sean entre dos y cinco semanas de edad
para mejorar la repetitividad y reducir la variacion
en los resultados del bioensayo (Castafieda et al.,
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La figura 2, muestra el porcentaje de Em a través
del tiempo de refrigeracion de los diferentes
ensayos. En los CTRL (d0), se observé una Em del
100, 64.72 y 64.51% para los tiempos RFG4d,
RFG21d y RFG42 respectivamente. El RFG4d fue
el ensayo en el que se obtuvo mayor emergencia
(36.62%), respecto al resto de los ensayos (P>0.05),
en el que al final de los ensayos, practicamente no
hubo emergencia a los 21d (0.46%), o 42d (0%).

En el caso del RFG4d, la Em se perdié -25.78% en
las primeras 48h, lograndose solo el 36.62% de
emergencia a las 96h de conservacion. EI RFG21d,
muestra que a los 7d adn es posible una Em=
16.73%. Por otro lado, a partir de los 28d la Em es
insignificante en el RFG42.

Es evidente que en los estudios que se realicen in
vitro o in vivo, el protocolo a utilizar requiere ser
estandarizado a las necesidades de uso de cada
laboratorio, es relevante recordar que los parasitos
son materiales biol6gicos que pueden mostrar
variacion en su respuesta (Chan et al., 2016).

Los ensayos con el uso de larvas se han utilizado
durante muchos afios para medir la sensibilidad y
resistencia de las larvas de nematodos
trichostrongilidos a antihelminticos in vitro e in vivo
(Ruffell et al., 2018). Por ello, la importancia del
tiempo de refrigeracién de las muestras para la
obtencidén de L3 en cantidad y viabilidad adecuada
para los diferentes experimentos que se realizan
para seguir aumentando el conocimiento
parasitoldgico de Haemonchus contortus.

Conclusiones

Las muestras de heces frescas sin refrigeracion son
las ideales para obtener la emergencia de larvas de
Haemonchus contortus en mayor cantidad y
viabilidad. Las muestras de heces conservadas en
refrigeracion por periodos mayores a una semana
afectan considerablemente la emergencia de larvas
de Haemonchus contortus. Sin embargo, si hay
necesidad de refrigeracion, se puede obtener un
porcentaje de emergencia satisfactorio en las
primeras 48h de refrigeracion. incluso hasta por
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Figura 2. Efecto del tiempo de conservacion sobre el porcentaje de emergencia de Larvas infestantes de Haemonchus
contortus.

siete dias con una emergencia suficiente para
identificar el género y especie de la larva.
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