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variables productivas y vellosidades intestinales en codorniz
japonesa en postura

Effect of turmeric and sulfated marine polysaccharides on productive
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RESUMEN

Los antibiéticos reducen la carga microbiana en el huésped y durante décadas se usaron como
promotores del crecimiento, pero esto trajo como consecuencia resistencia bacteriana. El objetivo fue
evaluar plantas que contienen compuestos bioactivos naturales (cUrcuma) y polisacaridos marinos
sulfatados (PMS) sobre el comportamiento productivo, peso de érganos y grasa abdominal, calidad de
huevo, pérdida de peso de huevo y altura de las vellosidades intestinales en codorniz. Se utilizaron 250
codornices, donde el T1= testigo, T2y T3= 0.02 % y 0.03 % de cUrcumay T4y T5= 0.02 % y 0.03 % de
PMS respectivamente. Con respecto al testigo la adicion de clrcuma y PMS disminuyeron el porcentaje
de postura y masa de huevo, pero mejoran el peso de las aves, aunque no el de la molleja, proventriculo
y grasa abdominal (P>0.05), respecto a los niveles el 0.03% de curcuma favorecié la pérdida de peso del
huevo (P<0.0002); al aumentar los niveles de circuma disminuyd la altura de las vellosidades intestinales
en duodeno y yeyuno (P<0.001). El nivel de 0.03 % de PMS en codornices en postura aumenté el peso
del huevo y consumo de alimento (P<0.05) lo que afectd la conversion alimenticia (P<0.05). Los PMS
disminuyeron el grosor de cascaron (P<0.001), lo que provocé la pérdida de peso del huevo, ademas
redujeron el tamafio de las vellosidades intestinales en el duodeno (P<0.01).

Palabras clave: algas, duodeno, yeyuno, huevo, aditivos.

ABSTRACT
Antibiotics reduce the microbial load in the host and for decades were used as growth promoters, but this
resulted in bacterial resistance. The objective was to evaluate plants containing natural bioactive
compounds (turmeric) and sulfated marine polysaccharides (SMP) on productive behavior, organ weight
and abdominal fat, egg quality, egg weight loss and intestinal villi height in quail. A total of 250 quail were
used, where T1= control, T2 and T3= 0.02 % and 0.03 % of turmeric and T4 and T5= 0.02 % and 0.03 %
of PMS respectively. With respect to the control, the addition of turmeric and SMP decreased the
percentage of egg mass and laying, but improved the weight of the birds, although not the weight of the
gizzard, proventriculus and abdominal fat (P>0.05); with respect to the levels, 0.03% of turmeric favored
the loss of egg weight (P<0.0002); increasing the levels of turmeric decreased the height of the intestinal
villi in the duodenum and jejunum (P<0.001). The level of 0.03 % SMP in laying quails increased egg
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weight and feed intake (P<0.05) which affected feed conversion (P<0.05). SMP decreased eggshell
thickness (P<0.001), which caused egg weight loss, and also reduced the size of intestinal villi in the
duodenum (P<0.01).

Keywords: algae, duodenum, jejunum, egg, additives.

INTRODUCCION

En alimentacion animal es importante estudiar aditivos de origen natural como
alternativa a los antibioticos utilizados como promotores de crecimiento, este manejo ha
traido como consecuencia el desarrollo de bacterias resistentes (Cota et al., 2014). Por
lo que se buscan alternativas de alimentos funcionales que puedan ayudar a mejorar la
tasa de crecimiento en las aves. Actualmente se estudian plantas que contienen
compuestos bioactivos (proteinas, péptidos, acidos organicos, esteroles, polisacéridos,
oligosacaridos, compuestos fendlicos y pigmentos fotosintéticos) centrandose en su
potencial y sus beneficios para la salud, los cuales eviten el uso de antibiéticos,
prevengan infecciones entéricas, aumenten la longitud de las vellosidades o mejoren
las variables productivas.

Una alternativa de estudio son las algas marinas, que son organismos vegetales de
color verde, marron y rojas, compuestas de proteinas, acidos grasos poliinsaturados,
polifenoles, flavonoides, pigmentos, minerales, vitaminas y PMS (Ngo et al.,, 2011;
Raposo et al.,, 2013). Estos udltimos son polimeros que poseen grupos sulfatos
esterificados con los azucares que los conforman, llamados ulvanoligosacaridos,
quitosano y carragenano a los cuales se les atribuyen propiedades anticancerigenas
(Anitha et al., 2011), anticoagulantes (Osuna et al., 2016), antioxidantes (Flores et al.,
2017) e inmunomoduladoras (Lordan et al., 2011). Por otro lado, la circuma (Curcuma
longa) es una planta herbacea perenne, monocotiledonea, pertenece a la Familia
Zingiberaceae, ésta tiene tubérculos oblongo-palmeados, arrugados en el exterior, café
por fuera y color naranja en el interior (de Cos & Pérez, 2014). Esta puede ser objeto de
investigacion ya que contiene proteinas, carbohidratos, &acidos grasos esenciales,
polifenoles, pigmentos (1, 7-bis (4-hidroxi-3-metoxi-fenil) -1, 6-heptadieno-3, 5-diona) y
curcumina, demetoxicurcumina (DMC) y bisdemetoxicurcumina (BDMC) conocidos
como curcuminoides del cual dependen sus funciones farmacoldgicas (Kermanshahi &
Riasi, 2006; Megalathan et al., 2016); se ha encontrado que tiene efecto anticoccidial
(Galli et al., 2018), antiinflamatorio (Toden et al., 2017), antioxidante (Wang et al.,
2015), antimicrobiano y antifungico (Megalathan et al., 2016) asi como la estimulacion
de anticuerpos IgG (Elnaggar et al., 2021). Las algas y la curcuma tienen capacidad
antioxidante y antimicrobiana, por lo tanto, el objetivo de la investigacion fue evaluar la
curcuma y los polisacaridos marinos sulfatados sobre las variables productivas de la
codorniz japonesa en postura, peso de 6rganos y grasa abdominal, la calidad del
huevo, la pérdida de peso del huevo y el tamafio de vellosidades intestinales.
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MATERIAL Y METODOS

El experimento se realizé en la granja experimental de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla, ubicada en el Municipio de Los Reyes de Juérez, Puebla, México.
El experimento fue autorizado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (CICUAL-NSS530247-UALVIEP-24). Se usaron doscientas
cincuenta codornices en postura con edad inicial de 24 semanas y final de 35 semanas,
asignadas aleatoriamente a cinco tratamientos, con cinco repeticiones, con un total de
diez codornices, se alojaron cinco aves por jaula de 30 x 45 cm, con comederos lineales
y bebederos automaticos, la iluminacién se ajusté a 16 h luz d1, con luz artificial.

Las dietas fueron a base de sorgo - pasta de soya (Tabla 1), se cubrieron los
requerimientos para codornices ponedoras (Rostagno et al., 2017); se suplementaron
como aditivos curcuma en polvo y PMS extraidos de algas marinas de la marca Olmixe.
El tratamiento (T) T1 fue testigo (0 % curcuma y PMS), tratamiento dos (0.02 %
curcuma), tratamiento tres (0.03 % curcuma), tratamiento cuatro (0.02 %, PMS) y
tratamiento cinco (0.03 % PMS); el agua y alimento a libre acceso.

Tabla 1. Dietas experimentales de codornices postura

Ingredientes %
Sorgo (8% PC) 58.36
Pasta de soya (47% PC) 29.31
Aceite crudo de soya 1.74
DL-Metionina (99%)" 0.48
Lisina (78%)" 0.36
CaCO; (38%)° 8.06
Fosfato (18/21)" 0.90
Vitaminas y minerales® 0.30
Sal 0.35
Arena 0.14
kg 100
Analisis calculado (%)

EM (Kcal/kg) 2800
PC 19.07
Calcio 3.34
Fosforo disponible 0.34
Lisina 1.18
Metionina + cistina 0.96

TPorcentaje de pureza; 38%-= calcio; P18%-= fosforo y 21%= calcio. “Aporte por kg* de alimento: vit A, 7.33 MUI; vit D3; vit K3; vit
B1, vit B2; vit B6; vit B12; acido folico; biotina; D-pantotenato de calcio; nicotinamida; cloruro de colina; calcio; hierro (EDDI, como
fuente de yodo); zinc; manganeso 44.00 g/kg; cobre; selenio; antioxidante; EM, energia metabolizable; PC, proteina cruda.
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Variables productivas

Por cada repeticidon el huevo se peso6 cada dia (PH, g/d) y se evalu6 semanalmente el
alimento consumido (AC, g/ave/d), conversion alimenticia (CA, kg de alimento/kg de
huevos), porcentaje de postura (PP) y masa de huevo (MH, g de huevo ave/d). La
calidad de huevo se midid en la semana cuatro, ocho y doce, se recogieron cinco
huevos por repeticion para medir pigmentacion de la yema (CY) con el abanico de DSM
YolkFan™, peso de huevo (PH, g), peso de yema (PY, g), peso de albimina (PA, g),
peso de cascaron (PC, g) y grosor de cascaréon (GC, ym) con un tornillo micrométrico
(micrometro 293-240-30, Mitutoyo, Kawasaki, Japdn).

En la semana doce del experimento se midi6 la pérdida de peso de los huevos, para lo
cual se almacenaron cinco huevos por repeticibon en un ambiente ventilado a una
temperatura de 22° C, se tomé el peso de estos al dia de puestay alos 7, 14, 21y 28 d
de almacenamiento y por diferencia con respecto a la semana anterior se obtuvo la
pérdida de peso (g), asi como el acumulado que fue la suma de la pérdida de peso
durante los 28 d.

Estudio histolégico

En la semana 35 de edad, se tom6 al azar un ave por repeticidbn, es decir cinco
codornices por tratamiento, se pesaron individualmente (PV, g) y posteriormente se
sacrificaron al cortar la seccion de la vena yugular y arteria carétida, se siguieron las
recomendaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-033-SAG/Z0O0-2014; se midi6 el
peso del higado (PHI, g), peso del proventriculo (PR, g), peso de molleja (PM, g) y peso
de grasa abdominal (PG, g).

Las muestras intestinales se recolectaron después de que se confirmé la muerte del
ave (2 min), se tom6 una muestra por repeticion de duodeno (parte descendente) y
yeyuno (proximal). Cada muestra se secciond a un tamafio de 2 cm de longitud, se lavo
el lumen intestinal con agua destilada y formalina tamponada al 10 % para eliminar su
contenido. Las muestras se fijaron enformalina al 10 % durante 48 h parasu
procesamiento y corte (Gava et al., 2015).

Posteriormente, las muestras se incluyeron en parafina, se cortaron en secciones de 5
um de espesor en un Microtomo 820 (Americal Optical, Estados Unidos), se aclararon
en xileno, se deshidrataron en concentraciones graduadas de alcohol y se tifieron con
hematoxilina-eosina. Para el analisis histomorfométrico, una vez obtenidas las laminillas
se midio la altura de 15 vellosidades intestinales de cada muestra (AVLL, um), se
realizd a partir de la cripta hasta la punta de la vellosidad, para lo cual se utilizé un
microscopio Leica Binocular, de luz con el objetivo de 4x, las medidas se realizaron en
el software de Image J (National Institutes of Health, MD, E. U.).
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Analisis estadistico

Los datos de las variables estudiadas se analizaron en un disefio completamente al
azar, el analisis de varianza para todos los datos se determind con el procedimiento
GLM. Las medias se compararon a traves de contrastes ortogonales, el nivel de
significancia se establecio en P<0.05. El primer contraste comparo al grupo testigo con
la curcuma y los PMS (C1: testigo vs curcuma + PMS), el segundo contraste confronto
la carcuma con los PMS (C2: curcuma vs PMS), el tercer contraste cotejo los niveles de
curcuma (C3: curcuma 0.02 % vs curcuma 0.03 %) y el cuarto contraste comparé los
niveles de PMS (C4: PMS 0.02 % vs PMS 0.03%; SAS, 2017).

RESULTADOS Y DISCUSION

Con respecto al testigo las variables de AC, PH y CA no se modificaron por efecto de
los tratamientos (P>0.05), mientras que el PP y la MH fueron mayor en el testigo
(P<0.05), por lo tanto, el efecto no significativo en el AC entre los tratamientos indico
gue agregar curcuma y PMS en polvo a las dietas de codornices ponedoras hasta 0.03
% no afecto el aroma del alimento y la palatabilidad de las aves. Respecto a los aditivos
la suplementacién de PMS aumenté el AC (P<0.006) en relacion con la curcuma, lo que
afect6 la CA (P<0.04), mientras que la carcuma disminuyo el AC, PP y MH. En relacién
con los niveles de carcuma el nivel de 0.02 % es el éptimo para codornices en postura
ya que el 0.03 % afecta el PP y la MH (P<0.001), mientras que en los niveles de PMS el
0.03 % aumento el AC (P<0.05) (Tabla 2).

El porcentaje de postura esta determinado por la tasa de ovulacion y ésta por la
deposicion de componentes de la yema en los foliculos en desarrollo (Burley et al.,
1993), por lo que el nivel de cdrcuma de 0.03 % ya no facilita la liberacién de vitelogenia
de las células hepaticas, lo que no condujo a una mayor foliculogénesis y ovogénesis,
respecto a este nivel la MH se vio afectada ya que ésta se obtiene con el PP. Longjam
et al. (2024) y Saraswati et al. (2013) al incluir en codornices circuma en polvo al 1 % y
54 mg/avel/d respectivamente encontraron que se mejord la produccion de huevo,
mientras que el AC y PH no se afectaron. Hassan (2016) observé que al adicionar 2 %
de curcuma en gallinas el PH disminuyé. En un estudio realizado por Sanchez et al.
(2021) obtuvieron en pollo de engorda que los PMS no modificaron el AC, pero si
mejoraron la CA. Abudabos et al. (2013) al incluir 3 % de algas (Ulva lactuca) en pollos
de engorda no se modifico el AC, CA y la ganancia de peso con respecto al testigo. Las
diferencias en los resultados de estos estudios con la inclusion de curcuma y algas
pueden atribuirse a factores como los niveles de concentracion, periodos de
suplementacién, método de secado de las plantas, asi como la edad del ave y la
especie.
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Tabla 2. Adicién de carcuma y polisacaridos marinos sulfatados en las variables productivas de
codorniz japonesa en postura

Variables (g) Tratamientos Contrastes*
T1 T2 T3 T4 T5 EM C1 Cc2 C3 Cc4
AC 4.34 3359 3271 33.83 3516 0.80 0.27 0.00 0.20 0.05
PH 14.27 14.24 1396 13.87 1435 0.23 0.45 0.96 0.31 0.08
PP (%) 87.43 85.02 7555 8460 8411 3.19 0.00 0.00 0.00 0.81
MH 12.50 12.10 10.53 11.72 1205 045 0.00 0.02 0.00 0.37
CA 241 2.40 234 243 2.44 0.05 091 0.04 0.21 0.85

T1, 0% curcumay PMS; T2, 0.02% carcuma; T3, 0.03% curcuma; T4, 0.02% PMS; T5, 0.03% PMS; AC,
alimento consumido; PH, peso de huevo; PP, porcentaje de postura, MH, masa de huevo, CA,
conversion alimenticia; EEM, error estandar de la media. *C1, testigo vs carcuma + PMS; *C2, clircuma
vs PMS; *C3, circuma 0.02% vs curcuma 0.03%; *C4, PMS 0.02% vs PMS 0.03%.

El PV mas bajo lo tuvo el testigo (P<0.05) (Tabla 3), mientras que los tratamientos con
curcuma y PMS tuvieron mejor peso, Xie et al. (2019) informaron que la suplementacion
con curcuma en la dieta aumentd la ganancia de peso corporal ya que mejora la
absorciéon y utilizacion de nutrientes. EI PHI mas bajo lo tuvo el testigo (P<0.05)
mientras que el 0.02 % de PMS favorecio el peso de este 6rgano. Anwar et al. (2013)
mencionan que al disminuir el PHI en las aves esta relacionado con la movilizacion del
glucogeno y lipidos del higado los cuales se utilizan para la sintesis de componentes
del huevo, lo que explica el bajo PHI y el alto PP en el testigo (P<0.002). Con respecto
a los aditivos, estos no influyeron en el peso de las codornices, 6rganos y grasa
abdominal; respecto a los niveles de estos, la curcuma tampoco modificO estas
variables, sin embargo, en los niveles de PMS el 0.02% aumento el PM (Tabla 3).

Tabla 3. Adicién de carcuma y polisacaridos marinos sulfatados en la dieta sobre el peso de
organos y grasa abdominal de codorniz japonesa en postura

Variables (g) Tratamiento Contrastes*
T1 T2 T3 T4 T5 EEM C1 C2 C3 C4
PV 306.40 325.22  329.40 315.08 32440 350 0.05 035 0.72 0.40
PHI 4.12 5.86 5.20 6.08 4.80 021 004 093 045 0.16
PR 0.98 1.14 0.90 1.110 1.10 0.04 059 069 0.11 0.56
PM 5.10 4.68 4.57 5.24 4.14 0.13 0.16 0.82 0.80 0.01
PG 1.62 1.68 2.85 0.28 1.70 030 059 069 011 0.56

T1, 0% curcuma y PMS; T2, 0.02% clrcuma; T3, 0.03% carcuma; T4, 0.02% PMS; T5, 0.03% PMS; PV,
peso vivo; PHI, peso higado; PR, peso del proventriculo, PM, peso de la molleja, PG, peso de la grasa.
EEM, error estandar de la media. *C1, testigo vs carcuma + PMS; *C2, circuma vs PMS; *C3, clrcuma
0.02% vs curcuma 0.03%; *C4, PMS 0.02% vs PMS 0.03%.

Las algas contienen fibra soluble y en aves ésta aumenta la viscosidad de la digesta, lo
gue aumenta el espesor de la capa intestinal e impide la absorcion de nutrientes en el
intestino delgado (Lahaye & Jegou, 1993; Furda, 1990), lo que pudo haber influido en
que a pesar de que la molleja aumentdé de tamafio con los PMS al 0.02 %, no se
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favorecio el PP y la MH. Ahmed et al. (2018) informaron que la inclusién de curcuma en
dietas de pollos de engorda causé una disminucion en el peso del higado, pero no
produjo diferencias en el peso de la molleja. Mientras que en codornices Saraswati et
al. (2013) encontraron que la suplementacién de curcuma no modificé la grasa
abdominal. EI PC y el GC fue mas alto en el testigo que en los tratamientos con
curcuma y PMS (P<0.03) y (P<0.01) respectivamente. Respecto a los aditivos los PMS
mejoraron el PH con respecto a curcuma (P<0.02), pero disminuyeron el GC (P<0.01).

Los niveles de carcuma no influyeron sobre la calidad de huevo, mientras que el nivel
de 0.03 % de PMS aumentd el PH (Tabla 4), esta mejora puede asociarse con una
mayor sintesis de vitelogenina debido al aumento de los precursores proteicos de la
yema de huevo presente en las células del higado (Kasiyati et al., 2016).

Tabla 4. Inclusién de cUrcuma y polisacaridos marinos sulfatados en la dieta sobre la calidad de
huevo de codorniz japonesa en postura

Variables (g) Tratamientos Contrastes*
T1 T2 T3 T4 T5 EEM C1 Cc2 C3 C4
PH 14.16 13.77 13.74 13.89 1439 0.18 0.25 0.02 090 0.03
PA 7.67 7.58 8.49 7.74 7.74 1.06 0.69 055 0.20 0.99
PY (%) 4.22 4.00 413 4.05 4.37 0.10 0.38 0.10 0.28 0.01
CY 3.33 3.34 3.37 341 3.38 0.04 0.51 050 0.64 0.68
PC 1.24 1.14 1.19 1.15 1.18 0.02 0.03 096 0.08 0.22

GC (um) 290.70 265.64 267.63 167.42 168.74 5.55 0.01 0.01 089 0.94

T1, 0% curcuma y polisacaridos marinos sulfatados; T2, 0.02% clUrcuma; T3, 0.03% curcuma; T4, 0.02%
polisacaridos marinos sulfatados; T5, 0.03% polisacaridos marinos sulfatados. PH, peso de huevo, PA,
peso de albumina, PY, peso de yema, PC, peso de cascardn; GC, grosor de cascaron; EEM, error
estandar de la media; *C1, testigo vs cdrcuma + PMS; *C2, carcuma vs PMS; *C3, curcuma 0.02% vs
curcuma 0.03%; *C4, PMS 0.02% vs PMS 0.03%.

Saraswati et al. (2013) y Saraswati & Tana (2016), encontraron que la administracion de
curcuma en polvo no afecté el PH asi como la calidad interna y externa del huevo.
Hallazgos recientes respecto al GC y CY encontraron que estos se vieron favorecidos
por la adicion de carcuma al 2 %, el aumento del CY esta relacionado con la cantidad
de curcuma que utilizaron, ya que ésta tiene xantéfilas que se depositaron en la yema
(Longjam et al., 2024). Mientras que Liu et al. (2024) reportaron que el PC y CY no se
afectaron, mientras que el GC si mejoré con curcuma. Respecto a los PMS no hay
informacion en aves donde se haya evaluado la calidad de huevo, ya que estos
demostraron desde la década de los 60 actividad antiviral, anticancerigena, antioxidante
y anticoagulante (Song et al., 2013; Song et al., 2015).

En la pérdida de peso acumulada (27 d de almacenamiento) (Tabla 5) no hubo
diferencias en ningun contraste (P>0.05). Respecto a los aditivos los huevos que
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perdieron mayor cantidad de peso en el dia 27 fueron con los PMS (P<0.002). En los
niveles de curcuma el huevo que tuvo mayor pérdida de peso en el dia 21 fue el nivel
de 0.02 % (P<0.0005) y en el dia 27 el nivel de 0.03 % (P<0.0002). El que los huevos
con PMS hayan perdido peso después de la oviposicion esta relacionado con el
cascaron delgado (Tabla 4) que se obtuvo al afiadir este aditivo a la dieta de las aves.
Con el paso de los dias a temperatura ambiente hay pérdida de peso de los huevos por
la deshidratacion, por lo que huevos con cascarones delgados estan sujetos a una
mayor evaporacion de agua de la albumina (Sari et al., 2012).

Tabla 5. Inclusién de cdrcuma y polisacaridos marinos sulfatados en la dieta sobre la pérdida de
peso del huevo de codorniz japonesa

Dia Tratamientos Contrastes*
T1 T2 T3 T4 T5 EM C1 C2 C3 C4
7 1.22 1.22 1.47 1.66 1.45 0.07 0.21 0.20 0.27 0.37
14 1.13 1.14 1.01 0.80 0.85 0.05 0.28 0.08 0.54 0.80
21 0.65 1.34 0.59 0.72 0.83 0.07 0.26 0.30 0.00 0.63
27 1.29 0.77 1.48 1.49 1.40 0.63 0.98 0.02 0.00 0.63
Acumulado 4.12 431 454 4.67 4.53 0.14 0.28 0.58 0.60 0.75

T1, 0% curcuma y polisacaridos marinos sulfatados; T2, 0.02% curcuma; T3, 0.03% curcuma; T4, 0.02%
polisacaridos marinos sulfatados; T5, 0.03% polisacaridos marinos sulfatados; EEM, error estandar de la
media; *C1, testigo vs clrcuma + PMS; *C2, cdrcuma vs PMS; *C3, circuma 0.02% vs curcuma 0.03%;
*C4, PMS 0.02% vs PMS 0.03%.

La longitud de las vellosidades intestinales en el duodeno fue mayor en el testigo que al
agregar los aditivos (P<0.001) (Tabla 6), mientras que en el yeyuno las vellosidades
fueron mayores en las aves alimentadas con 0.02 % de PMS respecto al testigo. En
relacion con los aditivos al utilizar la carcuma se disminuyé el tamafio de las
vellosidades en el duodeno; en relacién con el nivel, el porcentaje mas alto de carcuma
y de PMS (0.03 %) afectaron el largo de las vellosidades en esta seccion del intestino.
Mientras que en el yeyuno la circuma redujo el tamafio de las vellosidades intestinales
(P<0.0001) respecto a los PMS, asi como el nivel de 0.03 % de curcuma afectd el
tamafio de éstas. Esto explica la respuesta negativa del tratamiento con 0.03 % de
curcuma en la MH y la disminucién del PP, ya que conforme aumentd el nivel de
curcuma el tamafio de las vellosidades disminuy0 y la altura de éstas se correlaciona
positivamente con una mayor superficie de absorcién de nutrimentos, ademas de ser un
indicador de aves con mejor salud intestinal (Swatson et al., 2002). Rajput et al. (2013)
reportaron que la adicion de curcumina en el alimento de pollos de engorda aumento la
altura y el ancho de las vellosidades. Cafiedo et al. (2019) al adicionar algas a la dieta
de pollos, éstas favorecieron la longitud de las vellosidades; el que éstas mejoren su
tamafio esta relacionado con la renovacion de células epiteliales y la mitosis celular
activa en el intestino delgado (Samanya & Yamauchi, 2002). El que se encuentren o0 no
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diferencias en los aditivos utilizados depende de la especie, edad del animal, los
aditivos y los niveles utilizados.

Tabla 6. Inclusidon de cUrcuma y polisacaridos marinos sulfatados en la dieta sobre las medias
(um) de la altura de las vellosidades intestinales de codorniz japonesa en postura

Variables Tratamientos Contrastes*

T1 T2 T3 T4 T5 EEM C1 C2 C3 C4
Duodeno 107.11 94.06 70.59 105.70 98.88 1.09 <0.001 <0.001 <0.001 o0.010
Yeyuno 66.36 64.08 40.75 66.46 66.27 1.47 0.040 <0.001 <0.001 0.960

T1, 0% curcuma y polisacaridos marinos sulfatados; T2, 0.02% curcuma; T3, 0.03% curcuma; T4, 0.02%
polisacaridos marinos sulfatados; T5, 0.03% polisacaridos marinos sulfatados; EEM, error estandar de la
media; *C1, testigo vs curcuma + PMS; *C2, carcuma vs PMS; *C3, circuma 0.02% vs curcuma 0.03%;
*C4, PMS 0.02% vs PMS 0.03%.

CONCLUSIONES

En comparacion con el control, la circuma y los polisacaridos marinos sulfatados en
polvo a niveles de 0.02 % y 0.03 % en la dieta de codornices disminuyen el porcentaje
de postura y la masa de huevo, pero mejoran el peso de las aves, asi como aumentan
el tamafio del higado, aunque no el peso del proventriculo, molleja y grasa abdominal.
Respecto a la calidad del huevo, los aditivos reducen el peso de cascardén y su grosor,
pero no afecta la pérdida de peso del huevo. Aumentar los niveles de carcuma y
polisacaridos disminuye la longitud de las vellosidades intestinales en duodeno y
yeyuno.
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RESUMEN

El estudio evalué los efectos de la densidad de poblacién en la produccién de hemocitos de Litopenaeus
vannamei, asi como su impacto en el crecimiento, condicion y supervivencia en un cultivo con minima
reposicion de agua. Se analizaron tres densidades (TA =300, TB = 500, TC = 700 org m-®) durante 83 dias.
La calidad del agua se mantuvo dentro de rangos adecuados, sin embargo, las concentraciones de NO2-N
y NOs-N fueron mas altas en TC. Se observé que la tasa de crecimiento y supervivencia disminuyeron con
el aumento de la densidad, donde TC es el mas afectado. El nimero de hemocitos, incluye hialinos,
semigranulares, granulares y totales, fue mayor en TC. Se encontrd una alta correlaciéon negativa entre el
conteo de hemocitos y las concentraciones de NO2-N, asi como entre el peso-longitud del camarén vy el
conteo de hemocitos. Los resultados sugieren que una mayor densidad de poblacién afecta negativamente
la respuesta inmune del camarén, ya que incrementa el uso de las reservas de energia en procesos de
homeostasis, lo que reduce su rendimiento productivo y el crecimiento.

Palabras clave: hemocitos, nitrito, calidad del agua, cultivo superintensivo, densidad de siembra.

ABSTRACT
The study evaluated the effects of population density on hemocyte production in the white shrimp
Litopenaeus vannamei and its impact on growth, condition, and survival in a culture system with minimal
water exchange. Three densities (TA= 300, TB = 500, TC = 700 org m-3) were analyzed over 83 days. Water
quality remained within suitable ranges, but NO2-N and NOs-N levels were higher in TC. Growth rates and
survival decreased with increased density, particularly in TC, which also showed a higher number of
hemocytes, including hyaline, semigranular, granular, and total hemocytes. A strong negative correlation
was found between hemocyte count and NO2-N concentrations, as well as between shrimp weight-length
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and hemocyte count. The results suggest that higher population density negatively affects the shrimp's
immune response by increasing the use of energy reserves for homeostasis, thereby reducing growth and
overall productivity.

Keywords: hemocytes, nitrite, water quality, super-intensive culture, stocking density.

INTRODUCCION

En los ultimos afnos, la produccion mundial de camaron ha aumentado significativamente
(FAO, 2020), impulsada por diversas estrategias que han mejorado la produccién en los
diferentes esquemas de cultivo para satisfacer la creciente demanda global (Hamilton et
al., 2018). Aunque la intensificacion de la acuicultura ha presentado importantes retos,
también ha creado oportunidades para optimizar la sostenibilidad y eficiencia en la
produccion. Una de estas estrategias clave ha sido el aumento de la densidad de siembra,
lo que permite maximizar la productividad en los sistemas de cultivo.

A partir de esto se han realizado diversas investigaciones para determinar el efecto de la
densidad de siembra en el crecimiento y supervivencia en diferentes sistemas de cultivo,
tal como RAS, Biofloc, Heterotréficos, entre otros, asi como en diversos esquemas de
manejo como: sustratos, adiciones de fuentes de carbdn, recambios de agua, periodos
de cultivo, maternidades, calidad del agua, composicion microbiana en la columna de
agua y sustratos, salinidades, entre otras (Tierney & Ray, 2018; Arambul et al., 2019;
Fleckenstein et al., 2020; Tierney et al., 2020; Zulkarnain et al., 2020; Bardera et al.,
2021). Ademas, se han evaluado indicadores metabdlicos e inmunolégicos en camarones
cultivados a distintas densidades de siembra (20, 50, 200 y 600 organismos/m-3) con
resultados no concluyentes donde solo se observo una disminucion en la actividad fenol
oxidasa (Aguilar et al., 2011). Por otro lado, Lin et al. (2015) describe que las densidades
de 10 a 40 organismos/m- tienen un efecto negativo directamente en parametros
inmunes, tales como actividad fenol oxidasa, actividad respiratoria, estrés oxidativo,
actividad lisozima, proteina en hemolinfa y el conteo de hemocitos.

Los crustaceos, al no poseer un sistema inmunolégico adaptativo como el de otros
organismos (Tassanakajon et al., 2013; Flegel, 2019), son especialmente vulnerables a
infecciones por patdogenos. Ademas, se ha demostrado que el estrés y la pérdida de las
condiciones Optimas necesarias para mantener la homeostasis agravan esta
susceptibilidad, lo que afecta aun mas su capacidad para resistir enfermedades y afectar
negativamente la composicién celular de los hemocitos (Hartinah et al., 2017). Los
hemocitos desempenan un papel esencial en su sistema inmunoldgico, ya que llevan a
cabo procesos de defensa celular y también son responsables de sintetizar y liberar
diversos factores que apoyan la inmunidad humoral, proporcionan asi una base material
para las respuestas inmunes del organismo; sin embargo, su clasificacion, maduracion y
diferenciacion aun estan en debate. Hasta la fecha, solo se ha reportado informacion
discreta e inconsistente sobre la clasificacién de los hemocitos del camardn (Koiwai et
al., 2021).

Los hemocitos, tradicionalmente son clasificados en tres tipos morfoldgicos segun la
tincion de sus granulos intracelulares (Soderhall & Smith, 1983; Johansson et al., 2000)
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y se dividen en hialinos, semigranulares y granulares. Mas recientemente, estudios con
secuenciacion de ARN unicelular (scRNA-seq) con base en microfluidos han permitido
analizar mejor sus funciones (Raddi et al., 2020; Tattikota et al., 2020). No obstante, la
falta de genomas de referencia de alta calidad para los crustaceos, debido a la alta
proporcion de repeticiones de secuencias simples, dificultan esta investigacion (Zhang et
al., 2019).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el impacto de la densidad de siembra del
camaroén blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei) en la produccién total (NTH) y
diferencial de hemocitos (DH), asi como determinar la correlacion entre la produccién de
estos hemocitos y la calidad del agua. El estudio busca entender cémo diferentes
densidades afectan el sistema inmune del camardn, con énfasis en los hemocitos, que
son clave en su defensa inmunoldgica, y cdmo estos cambios influyen en las condiciones
ambientales y en la salud del cultivo.

MATERIAL Y METODOS

Diseno experimental

Este estudio se realizé en el Laboratorio de Bioingenieria Costera, de la Escuela Nacional
de Ingenieria Pesquera, Universidad de Nayarit, San Blas Nayarit, México (21°29'N,
105°12'W). Las postlarvas de camaron L. vannamei (PL 15) utilizadas fueron adquiridas
del laboratorio comercial Acopio de Larvas y Asesoria en Proyectos S.A. de C.V. ubicado
en Bahia Matanchén, San Blas, Nayarit. Las postlarvas de camardn tuvieron un peso
inicial medio de 0.005 = 0.002 g y fueron transferidas a los tanques experimentales de
forma aleatoria para su aclimatacion.

El disefio experimental consistidé con tres densidades de siembra por sistema de cultivo
experimental: 300 (TA); 500 (TB), 700 (TC) org m=, con tres réplicas asignadas al azar.
Los camarones se alimentaron cada dos horas mediante comederos con dieta comercial
MaltaCleyton® (35 a 28 % de proteina bruta). La tasa de alimentacion fue de 16 a 1.7 %
de la biomasa, ajustada diariamente hasta el final del estudio, el cual tuvo una duracion
de 83 dias.

Sistemas de cultivo experimental

Se utilizaron nueve estanques circulares de 1.5 m? de capacidad maxima (microcosmos),
revestidos de geomembrana. Cada estanque contd con aireacién continua mediante
cuatro difusores a una tasa de 29 mL s™'. Los sistemas se llenaron con agua de mar
filtrada (arena y carbon activado) a una salinidad de 35 mg L-'. Durante el estudio, no
hubo recambio de agua; solo se reponia la pérdida por evaporacién con un 0.5 % semanal
de agua de mar.

Calidad del agua

Durante el estudio, se registro la calidad del agua en los tanques experimentales. La
concentracion de oxigeno disuelto (OD; mg L), la temperatura (°C), el pH y la salinidad
(mg/L) se monitorearon cada dos horas con un equipo multiparametro (modelo Pro-20,
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YSI Inc., Yellow Springs, OH, USA). Las concentraciones de nitrdgeno amoniacal total
(TAN mg L"), nitrito-N (NO2-N mg L"), nitrato-N (NO3-N mg L"), ortofosfato-P (PT mg L-
) y la alcalinidad-CaCO3s (mg L) se midieron semanalmente, segun los métodos
descritos por la UNESCO (1983).

Desempeio de crecimiento

El desempefio de crecimiento de los camarones fue evaluado conforme a lo detallado por
(Arambul-Munoz et al., 2019), quienes incluyen el calculo de la ganancia en peso (GP),
peso diario ganado (G/D), tasa especifica de crecimiento (TEC), factor de conversion
alimentaria (FCA), indice leptosomatico (IH), factor de condicion (FC) y Supervivencia
(%S) el cual se determin¢ al final del experimento como la relacion entre el numero final
y el numero inicial de los camarones en cultivo, todos los parametros se calcularon tal y
como se detalla a continuacion:

GP(g) = Peso final (g) — Peso inicial (g)
Peso final (g) * Peso inicial (g)

G/D =
/ Dias de cultivo

Ln Peso final — Ln Peso inicial
TEC = n * 100

Alimento seco of ertado

FCA =

Peso himedo ganado

1H(%) Peso del hepatopancreas (g) 100
— *
0 Peso del camarén (g)

Peso final (g)

%) =
FC(%) [Longitud total (cm)]3 * 100

Ti
S(%) = T_f * 100

Extraccién de hemolinfa y conteo de hemocitos

A partir de la quinta semana del cultivo experimental se extrajo hemolinfa semanalmente
a seis organismos por tratamiento, con jeringas estériles para insulina de 1 mL (0.3 mL
31Gx6mm) del seno hemolinfatico ventral de los camarones, en la zona del segundo par
de pledépodos. La jeringa se cargd con una solucion isotonica (NaCl 450 mM, KCI 10 mM,
Hepes 10 mM) para camar6on y EDTA (4cido etilendiaminotetraacético) como
anticoagulante (EDTA-Na2 10 mM, pH 7.3, 850 mOsm/kg) previamente almacenado a
4°C (Vargas-Albores et al., 1993), en una proporcion 2:1 (2 volimenes de SIC-EDTA por
cada volumen extraido de hemolinfa). La muestra de hemolinfa se deposité en tubos
estériles de 1.5 mL sobre hielo. Se tomaron 50 pL de la dilucion 2:1 de SIC-EDTA-
hemolinfa y se mezclaron con 150 uL (1:3 v/v) de una solucion de formaldehido pre-
enfriado al 4 %, para fijar los hemocitos. A partir de esta dilucion se realiz6 el conteo total
y diferencial por muestra utilizando una camara Neubauer con una reticula de 0.01 mm
bajo un microscopio éptico (VELAB®). La respuesta inmune del camarén se evalud
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mediante el conteo total de hemocitos de acuerdo a Cabrera-Pérez et al. (2019)
(CTH) (células/mL) =(Hc*D*C) /0.4

Donde:

Hc = Numero total de hemocitos contados

D = Factor de dilucion de la hemolinfa

C = Conversion del factor x 0.1 mm3x mL (1000)

Analisis estadisticos

Se probd la normalidad y la homocedasticidad de los datos por la prueba de
Kolmogorov-Smirnof y Levene, respectivamente, ahora bien, cuando N < 50, la
normalidad se probo por Shapiro-Wilk. Tanto el conteo de hemocitos, calidad del agua
y desempefio de crecimiento, se evaluaron mediante un analisis de varianza de una
via (ANDEVA) y cuando se detectaron diferencias significativas (P < 0.05) en los
tratamientos para cada una de las variables estudiadas, se realizdé una prueba de
Tukey. Cuando no cumplieron con los supuestos estadisticos de homocedasticidad y
normalidad se realiz6 el analisis de varianza de una via para datos no paramétricos
de Kruskal-Wallis al 95 % de nivel de confianza. Ademas, se efectu6é un analisis de
correlacién de Spearman entre el conteo de hemocitos, las variables de respuesta y
la calidad del agua. Todos los analisis se realizaron con el paquete estadistico IBM
SPSS Statistics V26® (Armonk, N.Y., EE. UU.).

Consideraciones éticas

La especie L. vannamei, no se encuentra en peligro de extincion o protegida y se cumplio
con la Norma Oficial Mexicana: NOM-062-Z00-1999, la cual sefiala las especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio.

RESULTADOS

Calidad del agua

La concentracién de oxigeno disuelto (OD), la temperatura, el pH y la salinidad del agua,
concentracion de NAT, PT y CaCOs, no mostraron ninguna diferencia significativa (P >
0.05) entre las diferentes densidades de siembra (Tabla 1). Sin embargo, las mayores
concentraciones de NO2-N se registraron en la densidad TC, y se observaron diferencias
significativas (P<0.05) entre TC y los otros tratamientos. Las mayores concentraciones
de NOs3-N se presentaron en los tratamientos TB y TC, sin diferencias significativas
(P>0.05) entre ellos, pero si difiieron con la menor concentracién registrada en el
tratamiento TA. No obstante, todas las variables anteriormente descritas se encontraron
dentro de los intérvalos 6ptimos para la especie (Boyd, 2019).
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Tabla 1. Variables fisicoquimicas de calidad del agua (Media * Desv. Est.) en estanques utilizados
para el cultivo de L. vannamei en diferentes densidades de siembra durante un periodo de 83 dias

Variables TA B TC
T(°C) 31.73+£1.04 31.79+£1.00 31.68 £ 0.96
OD (mg L) 4.91+0.52 4.81+0.50 4.81+0.51
pH 7.95+0.14 7.96 +0.14 7.94 +0.16
Salinidad (mg L") 35.24 + 0.97 34.93 +0.97 35.16 £ 0.98
NAT (mg L") 1.91+1.48 2.26+1.70 2.67 +1.72
NO2-N (mg L") 2.50 £ 0.30¢ 4,55 +0.33° 6.73 £ 0.412
NOs3-N (mg L") 11.46 £ 0.312 10.93 £ 0.46° 10.98 £ 0.59°
PT (mg L") 6.14 + 2.50 6.05+2.85 7.13+2.49
CaCOs3 (mg L") 116 + 13.59 114.87 £ 18.95 112.72 £ 18.89

TA= 300 org m=3, TB=500 org m=3, TC=700 org m=3, Temperatura (T), Oxigeno disuelto (OD), Nitrégeno
amoniacal total (NAT), Nitrito (NO2-N), Nitrato (NOs-N), Fosforo total (PT), Alcalinidad (CaCOs).

Rendimiento del crecimiento de los camarones

Los camarones cultivados a menores densidades (TA) presentaron mejores rendimientos
en peso final (10.06 £ 0.13), tasa especifica de crecimiento (2.78 + 0.01), ganancia diaria
de peso (0.30 £ 0.03), indice hepatosomatico (4.25 £ 0.39) y supervivencia (84.92 + 1.98),
encontrandose diferencias significativas (P<0.05) respecto a las otras dos mayores
densidades de cultivo (TB y TC). El factor de conversion alimenticia y el factor de
condicion no presentaron diferencias significativas (P>0.05) entre las tres densidades de
siembra. La mayor biomasa total se registré en la densidad intermedia (TB) (5.05 £ 0.29),

lo que difiere significativamente (P<0.05) de las otras dos densidades de siembra (TAy
TC) (Tabla 2).

Tabla 2. Desempeio de crecimiento del camarén blanco L. vannamei cultivado en diferentes
densidades durante un periodo de 83 dias (Media * Desv. Est.)

Tratamiento

Variables Media + Desv. Est.
TA 1B TC

PF (g9) 10.06 £ 0.132 8.43+0.47° 5.44 £ 0.20°
FCA 1.33+0.10 1.15+0.01 1.36 £ 0.02
TCE (% d) 2.78 £+ 0.012 2.56 + 0.06° 1.99 + 0.09¢
Biomasa total (Kg tanque-") 3.91+0.21 5.05 + 0.292 4.23+0.27°
PG (g d) 0.30 £ 0.032 0.19 £ 0.02% 0.11 £ 0.01b
IH (%) 4.25+0.292 3.91+£0.112 2.62 £ 0.16°
FC (%) 0.61+0.02 0.67 £ 0.05 0.68 £ 0.09
Supervivencia (%) 84.92 + 1,982 80.06 £ 0.44b 74 £ 2.00¢

TA= 300 org m3, TB= 500 org m-3, TC= 700 org m-3. Peso final (PF), Factor de conversiéon alimenticia
(FCA), Tasa de crecimiento especifica (TCE), Peso ganado por dia (PG), indice leptosomatico (IH), Factor
de condicion (FC).
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Conteo de hemocitos

La concentracion de hemocitos HH en los camarones cultivados fueron similares entre
las diferentes densidades de siembra, con una concentracion < 20,000 cel mL™", en
cambio, los camarones cultivados a la mayor densidad de siembra (TC) presentaron las
mayores concentraciones de SGH (77,401.44 + 4,041.63), GH (73,541.48 + 1,833.52) y
TH (161,194.81 £ 5, 451.04) lo que difiere significativamente (P < 0.05) de las
concentraciones obtenidas en camarones cultivados en las otras dos densidades
menores de siembra (TAy TB) (Figura 1).
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Figura 1. Relacién del nimero de hemocitos (células mL-') de camarén blanco juvenil cultivado
a diferentes densidades de siembra. TA= 300 org m-3, TB= 500 org m=3, TC= 700 org m-. HH=
hemocitos hialinos, GH= hemocitos granulares, SGH= hemocitos semigranulares, NTH= Numero total
de hemocitos.

Hemocitos (Cel mL! X10%)

En los estanques con menores densidades de siembra (TA) se observé una correlacion
negativa entre la concentracion de NO2-N en el agua y la concentracion de hemocitos
HH, SGH y NTH en los camarones cultivados NTH (P < 0.05). En cambio, en los
estanques con mayores densidades de siembra (TC) solo se observé una correlacion
negativa con los hemocitos HH y NTH, mientras que en los estanques con densidades
medias (TB) la correlacion negativa solo se observé con los hemocitos HH.
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Tabla 3. Correlacion de Spearman (P < 0.05) entre el numero de hemocitos (HH, SGH, GH, NTH) y
concentracion de NO2-N en diferentes densidades de siembra de camaron blanco L. vannamei
durante 83 dias de cultivo

Tratamiento NO:2
TA B TC
HH -0.987** -0.937** -0.955**
SGH -0.472 -0.078 0.063
GH -0.822** -0.018 -0.024
NTH -0.895** -0.475 -0.671*

TA= 300 org m3, TB= 500 org m-3, TC= 700 org m-3. NO2-N= nitrito. HH= hemocitos hialinos, GH=
hemocitos granulares, SGH= hemocitos semigranulares, NTH= numero total de hemocitos. *. La
correlacion es significativa en el nivel 0.05 (bilateral). **. La correlaciéon es muy significativa en el nivel de
0.05 (bilateral).

Se observé correlacion negativa (P< 0.01) entre la longitud y peso de los camarones
cultivados y su concentracion de hemocitos HH, SGH, GH y NTH.

Tabla 4. Correlacion de Spearman (P < 0.05) entre el nimero de hemocitos (HH, SGH, GH, NTH) y el
crecimiento del camarén blanco L. vannamei durante un periodo de 83 dias

Crecimiento HH SGH HG NTH
Peso -.646" -422" -478" -.596"
Longitud -.622" -.440° -.504" -.620"

HH= hemocitos hialinos, GH= hemocitos granulares, SGH= hemocitos semigranulares, NTH= namero total
de hemocitos. *La correlacion es significativa en el nivel 0.05 (bilateral). **La correlacion es muy significativa
en el nivel 0.01 (bilateral).

DISCUSION

La calidad del agua del cultivo de camaron a diferentes densidades de siembra durante
el periodo de 83 dias, se mantuvo dentro del intervalo adecuado para el crecimiento y
supervivencia del camardn blanco Litopenaeus vannamei (Boyd, 2019; Zahraie et al.,
2019; Martins et al., 2020), no obstante las concentraciones de NO2-N y NOs-N tuvieron
un incremento considerable mas alla de los niveles 6ptimos de la especie (Boyd, 2019),
debido a la acumulacion de materia organica sedimentada y en suspension en los
sistemas de cultivo (Avnimelech, 2006; Avnimelech, 2009), aunado a esto, el minimo
recambio de agua, la exposicién prolongada a las altas densidades de cultivo de los
camarones y la alta dependencia de la comunidad bacteriana, permitieron que las
concentraciones de estos compuestos nitrogenados se incrementaran (Arambul et al.,
2019; Tiarney et al., 2020; Ray & Rode, 2021).

El rendimiento de los camarones fue significativamente mayor en el tratamiento de menor
densidad (TA), por lo que se infiere que existe una fuerte influencia por la densidad de
siembra en el desarrollo de los organismos cultivados. Al respecto, Sharawy et al., 2020,
mencionan que las altas densidades de siembra afectan directamente los indicadores
productivos debido a: la limitacidn de espacio, la competencia por alimento, acumulacién
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de sedimentos y sustancias toxicas (como NO2-N) y proliferacion de comunidades
bacterianas.

Estos factores disminuyeron la supervivencia, asi como la tasa de crecimiento al
incrementar de la densidad de siembra, sin embargo, la biomasa maxima se registré en
la densidad de siembra intermedia (TB), como resultado del balance entre supervivencia,
peso final y densidad de siembra (TB). El sistema inmune de L. vannamei, principalmente
los procesos de fagocitosis y la produccion de melanina (Amparyup et al., 2013), puede
ser evaluado indirectamente por el conteo de hemocitos. Los resultados de la presente
investigacion muestran que la exposicion crénica al estrés por la alta densidad de
siembra aumento el numero total de hemocitos respecto a camarones sin estrés,
coincidiendo con lo reportado por Sharawy et al., 2020.Los hemocitos (células
circundantes de la hemolinfa) y el hepatopancreas constituyen los componentes clave
en la respuesta al estrés por compuestos nitrogenados en el camaron, cumpliendo
funciones esenciales en metabolismo, desintoxicacion y defensa inmunoldgica (Liang et
al., 2016; Zhao et al., 2020). A diferencia de lo reportado por Pinto et al. (2016) donde
sus resultados presentaron una reduccion en NTH durante estrés crénico por nitrdgeno,
nuestro estudio mostr6 un incremento significativo en el NTH correlacionado
positivamente con la densidad de siembra.

Hartina et al. (2017) demostraron que juveniles de Penaeus monodon, experimentan un
periodo critico de 36 horas de estrés intenso cuando se cultivan a densidades mayores
de 60 camarones/m?. Los organismos que superan este periodo muestran una mayor
actividad motora, alimenticia y aumento de hemocitos en la hemolinfa, indicando
adaptaciéon exitosa. Nuestros resultados son consistentes con este patron, ya que
después de 83 dias de exposicion a altas densidades de siembra, el NTH aumentd
significativamente, este incremento en el NTH sugiere un buen estado inmunolégico en
los camarones adaptados como lo reportado por Hartina et al. (2017).

Se observo una correlacion negativa significativa (P < 0.05) entre el conteo total de
hemocitos y las concentraciones de NO2-N en todos los tratamientos, derivado de la
respuesta inmune a las altas densidades y como estrategia de aumentar la resistencia
defensiva de los organismos contra gradientes ambientales externos (Perazzolo et al.,
2002; Hartina et al., 2017). En la presente investigacion los intervalos de NO2-N
sobrepasaron los maximos permisibles (0.4 a 0.8 mgL™) para la especie (Boyd, 1998;
Avnimelech & Ritvo, 2003), ademas esas concentraciones se mantuvieron por largos
periodos de tiempo, lo que posiblemente ocasioné las bajas supervivencias y que los
pesos finales fueran afectados significativamente. Adicionalmente se correlacioné el
peso y la longitud final de los organismos con el nimero total de hemocitos, los
resultados evidencian una alta correlacion negativa entre las variables evaluadas y el
namero de hemaocitos, lo cual se ve reflejado en el indice hepatosomatico, pero no en el
factor de condicion.
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Se recomienda que, en futuras investigaciones se trabaje sobre el efecto de las
densidades de siembra en la respuesta inmune del camardn, con énfasis al analisis
molecular del hepatopancreas, para definir expresion génica al estrés temprano.

CONCLUSION

Se concluye que la densidad de siembra en cultivos superintensivos de camarén con
minimo recambio de agua influye significativamente en la fisiologia del camarén. Si bien
se observa un efecto negativo en la proliferacién de hemocitos, estrés y una menor tasa
de crecimiento individual, la alta densidad permite alcanzar una mayor biomasa total de
cosecha. Esto sugiere que, aunque los camarones priorizan la homeostasis en detrimento
del crecimiento individual, la produccion total se maximiza. Estos resultados subrayan la
necesidad de optimizar las densidades de siembra y las condiciones de cultivo, donde se
considere tanto el crecimiento individual como la biomasa total, para garantizar la salud
y la productividad del camaron en sistemas superintensivos.
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a wetland-agroecosystem interface in northwest Mexico
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ABSTRACT

Avian influenza is a highly contagious viral disease caused by the avian Influenza virus (AlV). Waterfowl
are considered their natural reservoirs, but highly pathogenic strains can cause mass mortality in both wild
birds and poultry. Agroecosystems and coastal wetlands near migratory routes of wild birds are also habitats
for many synanthropic animals, which may serve as a "bridge host" between poultry and other species. We
aimed to analyze the molecular prevalence of AlV in terrestrial synanthropic birds and aquatic migratory
wild birds within the context of the wetland-agroecosystem interface in Sonora, Mexico. A one-year survey
was conducted. RT-gPCR was carried out to detect the molecular genome of AIV in ARN from cloacal
samples. Our results show that avian influenza virus type A has been identified in 13 birds, from two
estuarine species (Anas crecca and Mareca americana) and one ubiquitous bird (Aythya marila) inhabiting
coastal and agricultural habitats. No evidence of positive doves was found. AlV-positive birds were more
frequently found in adult female wild aquatic birds in the Yaqui Valley and southern Sonora's coastal
wetlands, demonstrating the importance of these birds in introducing AlV to these sites, contributing to the
ecoepidemiology of synanthropic birds, and highlighting the relevance of active surveillance in preventing
outbreaks in this important Pacific migratory flyway.

Keywords: avian influenza, waterfowl, synanthropic birds, wetlands, agroecosystem, Sonora

RESUMEN
La influenza aviar es una enfermedad viral altamente contagiosa ocasionada por el virus de la influenza
aviar (VIA). Las aves acuéticas son el reservorio natural de estos virus; sin embargo, las cepas de influenza
aviar de alta patogenicidad pueden ocasionar mortalidades masivas tanto en aves silvestres como en pollos
domeésticos. Los agroecosistemas y los humedales costeros que forman parte de las rutas migratorias de
las aves albergan otras especies sinantrépicas que pueden constituir hospederos puente entre las aves
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domésticas, otras especies silvestres y mamiferos. El objetivo fue analizar la prevalencia del VIA en aves
terrestres sinantrépicas y en aves acuaticas migratorias en la interfaz de un humedal-agroecosistema en
Sonora, México. Se realiz6 un monitoreo de un afio y la deteccién molecular del genoma viral de VIA en
muestras de cloaca por RT-gPCR. Las aves positivas a VIA fueron 13 individuos de tres especies: dos
acuaticas estuarinas (Anas crecca y Mareca americana) y una especie ubicua (Aythya marila) que puede
usar tanto el habitat del humedal como la zona agricola del Valle del Yaqui, principalmente hembras
adultas. No se encontraron palomas positivas. Esto demuestra la importancia de las aves acuaticas en
estos sitios en la introduccion de virus influenza aviar y aporta informaciéon sobre el papel de aves
sinantropicas en la ecoepidemiologia de los VIA, asi como la relevancia de la vigilancia activa para prevenir
brotes en la ruta migratoria del Pacifico.

Palabras clave: influenza aviar, aves acuaticas, aves sinantrépicas, humedal, agroecosistema, Sonora

INTRODUCTION

Avian influenza is a highly contagious viral disease that poses a significant challenge to
global veterinary and public health. It is caused by the Influenza A virus, a segmented,
single-stranded, negative-sense  (ssRNA-) virus belonging to the genus
Alphainfluenzavirus and the family Orthomyxoviridae (Walker et al., 2022). Waterfowl| are
considered its natural reservoirs, including members of the orders Anseriformes and
Charadriiformes, such as qulls, swallows, shorebirds, ducks, geese, and swans
(Blagodatski et al., 2021). Still, other orders of domestic and wild birds, as well as mammal
species, including humans, can be infected (WHO, 2023). Avian influenza virus
Hemagglutinin (H1-H16) and neuraminidase (N1-N9) subtypes are distributed worldwide.
They are found in more than 100 species of birds (Simancas-Racines et al., 2023),
whereas influenza-like viruses H17-H18 and N10-N11 are found in bats (CDC, 2024).

Most of the AIV strains cause middle to subclinical disease in infected birds. However,
highly pathogenic avian influenza A viruses (HPAIV subtypes H5 and H7) can breach the
intestinal and respiratory epithelial barriers, leading to systemic damage and death
(Simancas-Racines et al., 2023). For instance, exposure to clade 2.3.4.4a H5N8 in 2014
and clade 2.3.4.4b H5N8 in 2016, as well as H5N6 in 2017, caused 60% and 100%
mortality in Pekin ducks (Anas platyrhynchos), respectively (Verhagen et al., 2021).

Some AlV traits, such as genomic diversity, plasticity in hosts and environments, and bird
behavior linked to feeding and roosting, might foster contacts between reservoirs and
increase the risk of potential transmission or spillovers among susceptible species.
Synanthropic animals found in anthropogenically modified landscapes (i.e., agricultural
fields) may constitute "bridge host" species in the transmission of AlV between wild birds
and domestic poultry farms or human settlements (Ringenberg et al., 2024). These
animals could coexist with migratory wild birds in agroecosystems near their migratory
routes, where the bodies of water facilitate the fecal-oral transmission of AIV. Once
infected, synanthropic species, such as pigeons and doves, or other invasive species, can
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introduce the virus into poultry farms and domestic birds in rural areas (Shriner & Root,
2020).

This wildlife-agricultural interface scenario is common in the state of Sonora, located in
northwest Mexico. Sonora has 1,209 km of coastline (INEGI, 2016) and 1,144,269 ha of
agricultural land (INEGI, 2023). The coastal wetlands of northwest Mexico serve as the
primary wintering grounds for waterfowl and shorebirds migrating through the Pacific
Flyway (Palacios, 2019), one of the four main routes connecting the northern and southern
hemispheres. Therefore, considering the notable fluxes of bird population migration
through our wintering grounds, the continental and regional circulation of both low and
highly pathogenic avian influenza strains, the possibility of zoonosis and/or bird infection
transmission mediated by synanthropic species, we aimed to analyze the molecular
prevalence of AlV in terrestrial synanthropic birds and aquatic migratory wild birds within
the context of wetland-agroecosystem interface in Sonora, Mexico.

MATERIALS AND METHODS

Study design and sample collection

This observational epidemiological study was conducted in two Units for Wildlife
Conservation Management (UMA, SEMARNAT), located near the Etchohuaquila (N
3,021,903, E 622,660 UTM) community and the other within the Tobari estuary (N
2,988249, E 608,768 UTM). Etchohuaquila is a small town surrounded by agricultural
fields located in the south of Sonora state, within the Yaqui Valley, where agriculture and
livestock are the main economic activities (INEGI, 2023). The Tobari estuary is part of the
Gulf of California and includes 16,700 ha of waterfowl and shorebird habitat. It was
declared a priority wetland for migratory shorebirds in Mexico by the Secretariat of
Environment and Natural Resources (SEMARNAT) in 2008. In addition, the Tobari
estuary was included in the Western Hemisphere Shorebird Reserve Network in 2014 due
to its international importance for shorebirds and waterfowl along the Pacific Flyway
migration route (Figure 1) (WHSRN, 2019).

Opportunistic sampling was conducted from hunted aquatic and terrestrial game wild birds
from the two Units for Wildlife Conservation Management previously described. This
sampling method was selected because it is convenient for rapidly and efficiently sampling
many samples in a short period. The study was conducted from October 2018 to February
2019. The sample size was calculated, considering the 95% confidence interval and an
expected prevalence of 0.25% and 3.60% of positivity for AlV in terrestrial and aquatic
birds, respectively (Montalvo-Corral et al., 2011); this resulted in n=1,201 for terrestrial
birds and n=103 for aquatic birds.
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Cloacal samples were collected using Dacron sterile swabs. Bird species, age, and sex
were recorded, along with the location and date of collection. Samples were placed in
cryovials containing transport medium (Hank’s solution with 10% glycerol, supplemented
with 100 pg/mL of penicillin-streptomycin and 0.02 mg/mL of amphotericin B) and stored
in a double-layer container. They were refrigerated, transported, and pooled before
storage at -80°C until analysis. The UMA administrators of hunting clubs granted
permission for sampling as part of their monitoring and hunting bird activities. No
intervention or experimental procedures were conducted with organisms or samples. All
personnel handling the birds and collecting samples employed standard biosafety and
biosecurity procedures and equipment during fieldwork tasks.

A 4 :&~
Tobati - &
estuary g

@ Tobari estuary
@ Etchohuaquila

Figure 1. Sampling sites' geographical location. A) Location of the sampling sites respecting the Pacific
flyway; B) Satellite image showing location and distance between the Tobary estuary and Etchohuaquila
community; C) Satellite image showing the agroecosystem surrounding Etchohuaquila community.

Real-time RT-PCR (RT-gPCR)

RNA was extracted from pooled samples using the RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Inc.,
California, USA) according to the manufacturer’s instructions. Pools consisted of five
samples collected from the same bird species on the same date. Once a pool was
detected as positive, all the samples were reanalyzed individually to calculate prevalence.
All these procedures were performed in a BSL-2 laboratory equipped with a Class Il
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biosafety cabinet (LABCONCO, Missouri, USA) while wearing personal protective
equipment and utilizing barrier containment measures.

The AIV virus matrix M and hemagglutinin 5 genes (H5 subtype-specific for the North
American and Eurasian lineage) were analyzed in the samples by RT-qPCR using the
One Step Ahead RT-PCR Kit (QIAGEN, Inc., Hilden, Germany), and a set of
oligonucleotides previously described and tested for specificity including both avian North
American and Eurasian lineage viruses and isolates of human, equine, and swine origin
to demonstrate specificity for type A influenza virus by (Spackman et al., 2002). The
molecular test had a specificity of 89%. The matrix, H5, and H7 RT-qgPCR assay had a
detection limit of 102 gene copies/pl (Montalvo-Corral et al., 2009). The PCR reaction mix
consisted of 5 ul of RNA (50 ng), 10 pl of One Step Ahead RT-PCR MM 2.5x, 1 ul of One
Step Ahead RT-Mix 25x, forward and reverse oligonucleotides (500 nM), TagMan probes
(300 nM), and RNAse-free molecular-grade water to complete a volume of 25 pl. Cycling
conditions began with one cycle at 50°C for 10 min and one cycle at 95°C for 10 min,
followed by 40 cycles at 95°C for 10 s and 60°C for 20 s, with a final extension at 72°C for
2 min (Montalvo-Corral & Hernandez, 2010). Non-template and positive controls were
used. This amplification was performed in the thermocycler (StepOne™, Applied
Biosystems, California, USA).

Statistical analysis

The prevalence of AlV was calculated in the software STATA version 12 (Corporation,
Texas, USA). The dependence between the variables (bird’s sex, age, date of sampling)
and the presence of AlV was evaluated using Pearson's chi-squared test. Associations
between sex and total viral load were analyzed using Analysis of Variance (ANOVA) with
a significance level of p < 0.05. The analysis was conducted with the RStudio (IDE) 219
program.

RESULTS

The sample distribution consisted of 1201 terrestrial bird species from the agricultural
valley of Etchohuaquila and nearby fields, as well as 102 dabbling duck and one diving
duck species from the Tobari wetlands (Figure 2). Three species of synanthropic
terrestrial birds were included in the study sample: 597 White-winged Doves, Zenaida
asiatica (49.7%); 592 Mourning Doves, Zenaida macroura (49.3%); and 12 Eurasian
Collared-Doves, Streptopelia decaocto (1.0%). Considering the three species, it was
found that 50.8% were males, and 49.2% were females; 11.3% were juveniles, and 88.7%
were adults. None of the terrestrial bird samples analyzed were positive for the matrix M
and hemagglutinin 5 genes, indicating the absence of the AlIV genome detection (Table
1). The Columbiformes, which are widely distributed in this agroecosystem, utilize a
variety of habitats near poultry facilities, fields, and human settlements.
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Figure 2. Schematization of the interaction of aquatic migratory and terrestrial synanthropic birds
as possible “bridge hosts” for avian influenza virus

The eight waterfowl species sampled (n = 103) are described in Table 1. Thirteen positive
cases for the matrix M gene were identified from three of the eight species of migratory
aquatic birds sampled. Considering the total samples, the prevalence of AlV in aquatic
birds during the 2018-2019 migration season in the Tobari estuary was 12.6%. The
analysis by species shows a differential contribution to this prevalence. The highest
positive samples were obtained from the dabbling ducks, specifically the Green-winged
Teal, Anas crecca, followed by the American Wigeon, Mareca americana, and the diving
duck, the Great Scaup or bluebill, Aythya marila (Table 1).

After identifying the AIV matrix M gene, the positive samples were analyzed for molecular
subtype determination with H5-specific primers for the Eurasian and North American
lineages. Neither sample was positive for the Eurasian H5 subtype; however, two
individuals were positive for the North American lineage H5 subtype, each found in Anas
crecca and Aythya marila, respectively (Table 1).

According to the positive cases in waterfowl by sex, we found that 9 of 13 cases were in
female specimens. This represents a ratio of 2.25 positive female samples to male
samples. Regarding age, 9 of 13 cases were adult birds, one was classified as juvenile,
and three remained unclassified by age. Additionally, nine cases were identified in
autumn, while the remaining four were discovered in winter, at the end of January. There
were no statistically significant differences in age, sex, or collection month, as determined
by the Chi-squared test (Table 2).
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Table 1. Avian influenzavirus A was detected by Real-time RT-PCR in wild birds sampled during the
2018-2019 season at the Tobari agroecosystem interface in Sonora, Mexico (n = 1,304)

Common name Specie n Positive M! Positive HSNA?
n (%) n (%)
Terrestrial birds
White-winged Dove Zenaida asiatica 597 0 0
Mourning Dove Zenaida macroura 592 0 0
Eurasian Collared-Dove  Streptopelia decaocto 12 0 0
Total terrestrial birds 1,201 0 0
Aquatic birds
Dabbling ducks
Green-winged Teal Anas crecca 54 10 (18.5) 1(1.9)
Blue-winged Teal Spatula discors 8 0 0
Cinnamon Teal Spatula cyanoptera 1 0 0
Redhead Aythya americana 2 0 0
Gadwall Mareca strepera 20 0 0
American Wigeon Mareca americana 14 2 (14.3) 0
Northern Pintail Anas acuta 2 0 0
Diving ducks
Great Scaup Aythya marila 2 1 (50) 1 (50)
Total aquatic birds 103 13 (12.6) 2.9

IM: avian influenza virus matrix gene (M) detection. 2H5NA: North American H5 lineage subtype.

Upon thorough examination, we analyzed the potential differences by sex in the ten
positive samples found in Green-winged Teal (Anas crecca). However, the ANOVA
analysis revealed no statistically significant differences (p > 0.05).

Table 2. The proportion of samples tested for avian influenzavirus and dependency analysis by sex,
age, and month

Variable Classification Positive M! Negative M* p-value
n (%) n (%)
Sex?® Male 4 (3.9 44 (42.7) 0.354
Female 9 (8.7) 46 (44.7)
Age® Adult 9 (8.7) 73 (70.9) 0.300
Juvenile 1(1.0) 9 (8.7)
Unidentified? 3(2.9) 8 (7.8)
Month?3 December 9 (8.7) 55 (53.4) 0.796
January 4(3.9) 35 (34.0)

IM: avian influenza virus matrix gene (M) detection. °The months in question are January and December,
including the sampling on December 14, 2018, and January 24, 2019, respectively. *Chi-squared test in n=
103 samples
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DISCUSSION

None of the terrestrial birds analyzed were positive for AlV; however, the overall
prevalence found in the duck sample was 12.6%, higher than the results previously found
in surveys carried out in the same wetland belonging to the Pacific Flyway migratory route
region in Sonora, México, in aquatic birds with a prevalence of 3.6% (Montalvo-Corral et
al., 2011). Similar results were found by Mateus-Anzola et al. (2021), with a prevalence
of 3.6% of AlV-positive dabbling ducks in mid-winter in the Lerma river of Central Mexico.
In addition, a study developed in the east of Mexico studied wild birds at a point of
convergence of different migratory flyways (Pacific, Central and Atlantic), including
samples of Anatidae and Columbidae families, and found an exceptionally high
prevalence in terrestrial birds (49%) compared to aquatic birds (26%), without differences
in the prevalence of resident (39%) and migratory (39%) birds (Cerda-Armijo et al., 2020).
Although species that use the Pacific Flyway were included in the mentioned report, we
agree with these authors that the differences in prevalence between the present and
previous studies could be caused by the season of the year, species sampled, geographic
variation, and also by the number of each represented species in the monitoring that
increased the proportion of positive samples and the overall prevalence.

In the case of the three synanthropic dove species included in our research, they behave
as either resident or long-distance migrants, capable of mobilizing up to 40 km from their
perch to feeding sites within the agroecosystem. Their role as bridge species is
controversial, as only a few studies included in AV monitoring have found both positive
and negative results. We did not detect any positive birds from doves included in our
study. It has been argued that the very low AlV prevalence in the Columbine group is due
to innate infection resistance mechanisms that they possess (Shao et al., 2023). Some
epidemiological surveillance studies have evaluated the presence of LPAI AlIV in
Streptopelia decaocto and Zenaida macroura, without finding any positive samples ( Kulak
et al., 2010; Lefrancois et al., 2010; Cerda-Armijo et al., 2020). A study limitation is that
the AIV genome, as determined by molecular diagnosis, doesn’t reflect serological status,
since we did not test for anti-influenza antibodies to evaluate the synanthropic birds' AlV
exposure. Additionally, opportunistic sampling for terrestrial hunted game birds restricts
the species included to cinegetic birds.

Nevertheless, the interaction between migratory birds and synanthropic birds and the
conditions of coastal wetlands, where the bodies of water facilitate contact with fecal
material, would lead to the spread of avian influenza viruses indirectly to poultry through
the contaminated body that deposits the virus in water or feed and not necessarily by
direct secretions, as well occurs with fomites, feathers or by mechanical spread (Abolnik,
2014; Shriner & Root, 2020). Previous research that simulated these natural conditions
reported that starlings were susceptible to infection by exposure to AlV-contaminated
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water (Ellis et al., 2021), reinforcing the idea of the potential of some terrestrial birds to
act as AlV bridge hosts and maintaining the importance of surveillance and the need for
further analysis to test this possibility (Martelli et al., 2023). The three dove species
included in our study are among the most abundant species in the Yaqui Valley, along
with other pigeon species, which utilize different landscapes within the agroecosystem
(Leyva-Garcia et al., 2025).

It has been demonstrated that some terrestrial bird species play a role in the transmission
of the influenza virus, as they can acquire the virus and exhibit symptoms (Liu et al., 2020;
Sultankulova et al., 2022; Garcés & Pires, 2024). The possibility of exposure to the virus
in other species of pigeons not included in the study is not ruled out because wild birds of
the order Columbiformes have tested positive for antibodies and identification to AlV
(Abolnik, 2014). Furthermore, birds of the Streptopelia decaocto are positive for HPAIV in
territories affected by outbreaks in poultry (Verhagen et al., 2021). A seasonal, spatial,
and demographic variation in avian influenza prevalence has been documented, with a
peak in late summer, autumn, and winter in different regions of the Northern Hemisphere
(Verhagen et al.,, 2021; Kent et al., 2022). Additionally, some authors have reported
differences based on sex, finding a higher prevalence in female waterfowl (Nallar et al.,
2015). Although we found a higher number of positive AlVs in females, this difference
was not statistically significant due to the limited sample size.

Birds that migrate to Sonoran wetlands originate from regions in North America where the
presence of the North American lineage H5 subtype has been documented, and, before
2006, was believed to be of low prevalence. |5a et al. (2022), in a genomic complementary
study to Montalvo et al. (2011)'s waterfowl Sonora survey, found diverse subtypes of
influenza virus, including the Low Pathogenic (LPAI) North American lineages H5N2 and
H5N3 subtypes. Confirming the circulation and diversity of subtypes that waterfowl carry
to the Pacific Mexican wetlands. After an introduction to new areas, AlV can circulate
through the year and even persist until the following season. This phenomenon has been
observed in the wetlands included in our study. Montalvo-Corral & Hernandez (2010)
identified two subtype H5 viruses in aquatic birds of Sonora and found a genetic identity
of 94% between the two samples collected in different seasons. Furthermore, these
viruses were highly related (99% and 98% identity) to viruses isolated in California from
different consecutive years. However, more details of the genetic identity of the viruses
found in the 2018-2019 season remain unknown.

Regarding the waterfowl species with positive samples, besides the Green-winged Teal
(Anas crecca), which had the highest influenza prevalence, the virus found in a Great
Scaup (Aythya marila) stands out. Previously, Spackman et al. (2017) reported its
susceptibility to infection with H5 HPAIV, and Huang et al. (2024) found a high AlIV
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seroprevalence in this species. Conventionally, diving ducks are underrepresented in
monitoring efforts. Diving ducks in the Yaqui Valley agroecosystem are found in canals
and drains as part of the water irrigation system (Leyva-Garcia et al., 2025). This interior
area can blend with other terrestrial and aquatic species that can be bridge species in the
transmission of viruses. This species is less represented in influenza monitoring studies
and uses sites in the Valley, such as agricultural canals, which are not accessed by other
species of ducks. As the Yaqui Valley region is one of the wintering sites for migratory
species from North America, there is a possibility of introducing and mobilizing viruses.
The circulation of newly arrived viruses can be maintained and spread among migratory
populations of different species, potentially also to resident populations, promoting the
transmission of VIA in wetlands and irrigation canals visited by birds. However, the latter
could not be verified in the terrestrial birds studied.

Avian influenza viruses pose a persistent threat to animal and human health, as well as
to wildlife biodiversity. Recently, significant mortalities have been caused by a highly
pathogenic strain (HPAIV) H5N1 clade 2.3.3.4b in birds and mammals (Webby et al.,
2024; Ospina-Jimenez et al., 2024). Thus, monitoring AlV in non-typical birds or reservoirs
significantly contributes to understanding the ecology of the disease. The present
research was conducted before the discovery and introduction of the highly pathogenic
strain (HPAIV) H5N1 clade 2.3.3.4b in birds and mammals in North America and Mexico,
as well as before poultry outbreaks in our region during the winters of 2022 and 2023 in
farms from the Yaqui Valley (SENASICA, 2024). The results reported here are relevant to
understanding the circulation, potential spread, and dynamics of viruses. Including those
reasons reported by Ramey et al. (2018) regarding the importance of permanent
surveillance of AlV in birds, such as the dispersion of wild bird viruses, the introduction of
HPAIV strains, viral transmission between wild birds and poultry, the low probability of
encountering and detecting a specific virus, and birds' immunity as outbreak triggers.

CONCLUSION

Avian influenza virus was identified in wild aquatic birds from the Tobari wetland habitats,
demonstrating the importance of these sites in introducing this type of virus. However, the
role of terrestrial species in transmission routes of the AlV to the domestic environment of
this arid region has yet to be determined. A better understanding of the characteristics of
individuals and their environment would help to explain the eco-epidemiology of avian
influenza virus and other zoonotic diseases present in wild birds, which will allow the
generation of base information for modeling the risk of introducing diseases to this region
for possible prevention and control of outbreaks, and the importance of active
surveillance.
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Resumen

Tritrichomonas foetus es un protozoo pardsito del sistema reproductor bovino, agente causal de la
tricomoniasis bovina que afecta principalmente a las vacas. A nivel mundial, la tricomoniasis bovina ha ido
en aumento y se considera un serio problema de sanidad pecuaria en paises con limitadas estrategias para
su control. Por ello, el uso de productos naturales podria constituir una terapia complementaria para su
tratamiento. En este trabajo se evalud el efecto in vitro de los extractos hexanicos y metandlicos de Cordia
dodecandra, Gaultheria odorata, Tagetes nelsonii y Talisia oliviformis sobre el crecimiento celular de T.
foetus. Los extractos fueron obtenidos por maceracion asistida con sonicacion, la actividad antiprotozoaria
fue evaluada a concentraciones < 500 pg/mL, mediante un hemocitometro manual. Ademas, un perfil
guimico semicuantitativo fue realizado a cada extracto. La actividad anti-T. foetus fue variable para los
extractos de una misma planta, el extracto hexanico de T. nelsonii mostré la mejor actividad con una
concentracién inhibitoria media (Clso) de 275.75 ug/mL. Alcaloides, fenoles y terpenos son presuntos
responsables de esta actividad. Los resultados de este trabajo constituyen el primer reporte de plantas
mexicanas etnomedicinales en la investigacion de productos naturales para atender la tricomoniasis
bovina.

Palabras clave: actividad anti-T. foetus, Tritrichomonas foetus, tricomoniasis bovina, plantas
etnomedicinales, Tagetes nelsonii.

Abstract

Tritrichomonas foetus is a flagellated protist parasite of the bovine reproductive system; it is the agent
responsible for bovine trichomoniasis. Worldwide, cases of bovine trichomoniasis have increased, and in
developing countries like Mexico there are few alternatives for its control. Therefore, the use of natural
products could serve as a complementary therapy for its treatment. This work analyzes the antiprotozoal
effect of hexanic and methanolic extracts from Cordia dodecandra, Gaultheria odorata, Tagetes nelsonii
and Talisia oliviformis, plants used in ethnomedicine in Mexico, against T. foetus. Extracts were obtained
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through sonication-assisted maceration, and antiprotozoal activity was as assessed at concentrations < 500
pg/mL using a manual hemocytometer. In addition, a semiquantitative phytochemical was conducted for
each extract. The anti-trichomonas activity varied among the extracts from the same plant, with the hexane
extract of T. nelsonii showing the most potent activity, with a mean inhibitory concentration (ICso) value of
275.75 pg/mL. The results of this study represent the first report on the use of medicinal from Mexican ethnic
cultures in the investigation of natural products for treatmenting bovine trichomoniasis.

Keywords: activity anti-T. foetus, Tritrichomonas foetus, bovine trichomonosis, Etnomedicinal plants,
Tagetes nelsonii.

INTRODUCCION

Tritrichomonas foetus es un protozoario flagelado, parasito extracelular causante de la
tricomoniasis bovina, una patologia de transmision sexual de vacas y toros. Ademas, se
ha encontrado como huésped comensal en cerdos y gatos, y en algunos casos provoca
infecciones ocasionales del tracto gastrointestinal, y como patégeno oportunista en
humanos inmunocomprometidos (Okamoto et al., 1998; Lim et al., 2010; Dabrowska et
al., 2019; Yildiz & Sursal, 2019).

En las hembras, la tricomoniasis bovina es grave, el parasito se extiende por vagina, Utero
y feto, dando lugar a vaginitis, cervicitis, endometritis, placentitis y aborto. Habitualmente,
la hembra supera la infeccién y queda gestante de nuevo. Sin embargo, en lesiones del
tejido endometrial causadas por T. foetus, la aparicion de pibmetra es inminente, lo que
conduce a infertilidad definitiva. Durante la gestacion, la pérdida del embrion puede
ocurrir de forma temprana, lo que ocasiona un fallo reproductivo que dificiimente se
percibe como un aborto en ganaderia extensiva sin diagndstico de gestacion. Ademas,
suele presentarse celo irregular en vacas, con periodos estrales mas alla de los 23 dias.
En los machos, la infeccion se limita a la cavidad prepucial con lesiones purulentas o en
Su mayoria sin sintomatologia aparente (Campero & Cobo, 2006; Doumecq & Soto, 2012;
Islam et al., 2017).

T. foetus esta presente a nivel mundial, en regiones con producciéon masiva de ganado,
reportandose casos de tricomoniasis bovina en Victoria River (65.9 %), China (56.3 %),
Sudafrica (26.4 %), Espafa (32 %), Rhajastan (28 %), Turquia (5.7 %), Brasil (3.7 %), y
Argentina (3.5 %); es endémica en Estados Unidos de América y de prevalencia incierta
en México (Yao, 2013; Dabrowska, 2019, Martin et al., 2021).

Aungue la tricomoniasis bovina es considerada una enfermedad con minimo riesgo para
la salud humana, el impacto biolégico y productivo de la infeccién bovina radica en su
alta tasa de contagio, la propagacién de individuos asintomaticos, la elevada incidencia
de abortos y la disminucion de la tasa de prefiez, provocan severos perjuicios econémicos
en la produccion ganadera de carne y leche (Islam et al., 2017; Leyva, 2019). Tan solo
en E.U.A, un bovino infectado genera gastos econdmicos que van desde los 600 hasta
los 2,500 dolares (Fox et al., 1995; Yao, 2015).

La tricomoniasis bovina no tiene cura aparente, no obstante, dentro de la familia de los
5-nitroimidazoles, el ronidazol y metronidazol tienen efecto tricomonicida in vitro e in vivo,
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sin embargo, existen limitaciones de uso en animales destinados a consumo humano
(Gookin et al., 2006; Love et al., 2017). TrichGuard® es la Unica vacuna aprobada por la
FDA para disminuir y prevenir el impacto biologico-econémico de T. foetus (Edmonson et
al., 2017). Sin embargo, la accesibilidad a la vacuna es limitada en paises en vias de
desarrollo, por lo que la aplicacion de practicas bioseguras de produccién animal
constituye la principal estrategia para el control de la enfermedad. Esto, a su vez destaca
la ausencia de terapias para tratar la infeccion por T. foetus (Baltzell, 2013; Yao, 2013).

Por otro lado, el aprovechamiento de las plantas medicinales es una practica ancestral
gue ha adquirido interés en la investigacion y el desarrollo de nuevos antiparasitarios,
especialmente desde la obtencion de la artemisinina (Abdin et al., 2003). Diversos
productos naturales derivados de plantas etnomedicinales han desempefiado un rol
importante en el control de enfermedades causadas por parasitos que afectan la salud
humana (Ramirez et al., 2010; Castafo & Giraldo, 2018). Poco mas de 160 plantas a
nivel mundial se han investigado para tratar parasitosis en ganaderia (Veerakumari,
2015). Sin embargo, el estudio de plantas medicinales, disponibles localmente, para
atender enfermedades por protozoarios en el ganado bovino, es un campo de
oportunidad en México. En relacién con esto, Cordia dodecandra, Gaultheria odorata,
Tagetes nelsonii y Talisia oliviformis son plantas empleadas por etnias del sureste
mexicano para atender enfermedades gastrointestinales causadas por bacterias y
parasitos que afectan la salud humana (De La Cruz-Jiménez et al., 2014; Orantes-Garcia
et al., 2018), sin embargo, no existen reportes suficientes que validen la actividad
antiprotozoaria frente a parasitos causantes de infecciones digestivas y sexuales en
animales de ganaderia. Previamente, nuestro grupo de trabajo demostré6 que los
extractos organicos de estas especies tienen efecto antimicrobiano sobre bacterias
grampositivas y negativas e interesante actividad antioxidante, antihemolitica y toxica (De
La Cruz-Jiménez et al., 2022). Por ello, con el fin de profundizar en el estudio de estos
recursos, y establecer su posible uso integral para atender parasitosis del ganado,
especialmente la necesidad de nuevas terapias tricomonicidas, el objetivo de esta
investigacion fue determinar su actividad antiprotozoaria frente a T. foetus.

MATERIAL Y METODOS

Los procedimientos experimentales fueron aprobados por el comité de investigacion del
Departamento de Quimica de la FCB-UANL, oficio registrado con el No. ATL-06-2023.
Sustancias quimicas

El dimetilsulfoxido (DMSO 99.5% para cultivo celular) y metronidazol (grado analitico)
fueron adquiridos en Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO, USA). Todos los demas
productos quimicos empleados en la preparacion del medio TYI-S-33, en el proceso de
extraccion y en la determinacién del perfil fitoquimico fueron de grado analitico
comercialmente disponibles en la localidad.
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Obtencion de plantas medicinales

Partes aéreas (tallo con corteza y hojas) de las plantas en estado de madurez, Figura 1,
fueron colectadas durante el invierno del afio 2021 en Tuxtla Gutiérrez y Zinacantan en
el estado de Chiapas, México. Los especimenes fueron identificados a nivel especie por
personal botanico del herbario de la FCB-UANL. Un espécimen de cada planta fue
depositado en la coleccion del herbario con nimero de registro: Cordia dodecandra
(025879), Talisia oliviformis (025881), Tagetes nelsonii (025883) y Gaultheria odorata
(025884).

Figura 1. Plantas medicinales evaluadas en este trabajo. A: Cordia dodecandra, B: Gaultheria odorata,
C: Tagetes nelsonii y D: Talisia oliviformis

Preparacion de los extractos organicos
El material vegetal (tallo con corteza y hojas) se limpio, cortd, y secé a temperatura
ambiente sin iluminacion directa, posteriormente, se trituré6 en un molino de mano.
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Extractos hexanicos y metandlicos se obtuvieron mediante maceracion asistida con
sonicacion. Para ello, 50 g de materia seca fueron sometidos a maceracién con hexano,
con una proporcion material-solvente de 1:10. Cambios de solvente y sonicacion por 15
minutos fueron realizados cada seis dias, en tres ocasiones. Al terminar la maceracion
con hexano, se continud la extraccion con metanol bajo las mismas condiciones. En cada
ocasion, los extractos se filtraron, concentraron a presion reducida con rotavapor (Yamato
model RE2000) y se secaron en una estufa a 40 °C, hasta peso constante, para calcular
el porcentaje de rendimiento. Finalmente, los extractos obtenidos se almacenaron a 4 °C
hasta su uso.

Cultivo de Tritrichomonas foetus

Trofozoitos de T. foetus cepa UT ATCC-30232 fueron cultivados en medio TYI-S-33
suplementado con suero bovino a 10 % v/v. El cultivo se mantuvo bajo condiciones
axénicas. Para los bioensayos de actividad antiprotozoaria se emplearon trofozoitos en
su fase exponencial.

Actividad antiprotozoaria

Una serie de bioensayos in vitro se realiz6 para determinar la actividad anti-T. foetus de
los extractos hexanicos y metandlicos de las plantas colectadas (Mata-Céardenas et al.,
2008). Brevemente, se incubé un inéculo de 1x10° trofozoitos/mL a 37 °C durante 24 h
en medio TYI-S-33 suplementado con suero bovino, en presencia de diferentes
concentraciones (31-500 ug/mL) de los extractos crudos y del control positivo (0.01-0.2
pg/mL). Para cada extracto se utilizaron 10 mg, mientras que para el control positivo se
disolvieron primero 3 mg de metronidazol de forma independiente en 150 uL de DMSO,
y se diluyeron con medio de cultivo hasta alcanzar la dilucion deseada, la concentracién
final de DMSO no supero6 el 0.25 % v/v en las diluciones ensayadas. Se realizaron dos
ensayos independientes por triplicado. En cada ensayo, se evaluaron los extractos, el
metronidazol, el DMSO (a la concentracion mas alta utilizada en las soluciones de trabajo)
y un blanco (medio inoculado). Tras la incubacion, se preparo una dilucién 1:10 de cada
ensayo con formalina. Se contd el niumero de parasitos con un hemocitometro y a
continuacion se determind el porcentaje de inhibicion del crecimiento con respecto al
blanco no tratado.

Perfil guimico semicuantitativo

A cada extracto crudo se le realizo6 un tamizaje fitoquimico a través de ensayos descritos
por Harborne (1998). Las reacciones colorimétricas de las pruebas ofrece una
determinacién semicuantitativa de la presencia de metabolitos secundarios en los
extractos. Un resultado positivo fue registrado como: (+), cuando se observo la formacion
de espuma, precipitados y/o la presencia de color especifico para cada prueba, (++),
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cuando las reacciones antes sefialadas fueron abundantes. Un resultado negativo se
registré6 como: (-), cuando no se observo ninguna reaccién y/o cambio de color.

Analisis estadistico
Los resultados se analizaron con SPSS Statistics, version 20.0 (IBM Corp. Released
2011): La concentracion que inhibe el crecimiento del trofozoito en un 50 % (Clso) se
determiné mediante la transformacion Probit/log del modelo de curva dosis/respuesta y
la pendiente de la férmula de regresion Y = m x + b (Figura 2); se utiliz6 ANOVA de una
via para comparar la Clso de los distintos extractos crudos frente a la cepa de T. foetus
utilizada en el estudio. EI modelo estadistico ajustado fue el siguiente:

Yij=u +i + eij
Donde: Yij es el valor registrado para la variable analizada (Clso de cada extracto crudo);
i es la media global; i es el efecto del i-ésimo tratamiento (extracto vegetal) y eij es el
error aleatorio de la ij-ésima observacion. Se consideré una distribucion normal y
varianzas homogéneas de los datos. La comparacion de medias entre los extractos con
igual polaridad se realiz6 mediante la prueba de Tukey con un nivel de significancia de
0.05.

Extracto hexanico de Tagetes nelsonii Extracto metanolico de Gaultheria odorata
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Figura 2. Andlisis probit de los extractos con mayor actividad Anti T. foetus
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RESULTADOS

Actividad antiprotozoaria in vitro

Los resultados revelan que los mayores rendimientos de extraccién se obtuvieron con
metanol, en un rango entre 5.0 % para C. dodecandra a 14 % para G. odorata; G. odorata
y T. oliviformis son los Unicos extractos polares con actividad anti-T. foetus, con una Clso
= 337.35 + 18.75 yg/mL y 453.96 + 25.70 pg/mL, respectivamente. En contraste, el
rendimiento de los extractos hexanicos fluctué en un rango comprendido entre 0.4 % para
C. dodecadra y 2.4 % para T. oliviformis. De los extractos no polar, T. nelsonii exhibi6
actividad tricomonicida con una Clso de 275.75 + 26.66 pg/mL seguido por C. dodecandra
con Clso = 348.52 + 25.08 ug/mL, la informaciéon condensada se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Porcentaje de rendimiento y actividad anti-T. foetus de selectas plantas medicinales

Planta medicinal Parte de , rendimiento Actividad Anti-T. foetus
(familia) planta Extracto (%) (Clso pg/mL)?
empleada!

Cordia dodecandra TC H 0.4 348.52 + 25.082
(Boraginaceae) M 5.0 > 500
Gaultheria odorata Ho H 1.6 > 500
(Ericaceae) M 14.0 337.35+ 18.75°P
Tagetes nelsonii TC H 0.7 275.75 + 26.66°
(Asteraceae) M 6.9 > 500
Talisia oliviformis Ho H 2.4 > 500
(Sapindaceae) M 8.0 453.96 + 25.702
Metronidazol* 0.34+0.04

ITC: tallo con corteza, Ho: hojas. 2 H: hexanico, M: metandlico.® Media + DS (n=3), 2: medias de extractos
con igual polaridad con letras superindices diferentes, son significativamente diferentes (p<0.05). *
Metronidazol fue empleado como control positivo.

Perfil quimico semicuantitativo

Con respecto al perfil fitoquimico, en la Tabla 2 se puede observar que el metanol fue el
solvente que extrajo una mayor cantidad y variedad de metabolitos secundarios, en
particular, las especies G. odorata y T. nelsonii, mostraron una abundate cantidad de
terpenos y flavonoides. Por otro lado, las especies que mostraron menor cantidad de
metabolitos fueron los extractos hexanicos de C. dodecandra y de T. oliviformis.
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DISCUSION

En el presente trabajo se demostro la actividad anti T. foetus de los extractos de algunas
plantas etnomedicinales del sur de México. La mayor actividad antiprotozoaria fue
mostrada por el extracto hexanico de T. nelsonii (Clso = 275.75 + 26.66 pg/mL) seguido
por el extracto metandlico de G. odorata (Clso = 337.35 pg/mL+ 18.75 pg/mL). Ninguno
de los extractos ensayados fue mas activo que el metronidazol (Clso = 0.03 £ 0.01 pg/mL),
sin embargo, este se trata de un compuesto puro, a diferencia de los extractos en donde
se tiene una cantidad no determinada de compuestos. Es importante mencionar que el
uso de plantas medicinales para tratar la tricomoniasis bovina es escaso, sin embargo,
se ha reportado el potencial de Allium sativum y Psidium guajava para el tratamiento de
la tricomoniasis aviar causada por Trichomonas gallinae (Seddiek et al., 2014; Akbarian
et al., 2022).

Tabla 2. Tamizaje fitoquimico de los extractos organicos estudiados

Planta Extracto Alc Coum Flav Fen AR Terp
H - + - - - ++
Cordia dodecandra
M + - + + + +
) H - + + - - +
Gaultheria odorata
M + + ++ + + ++
. H + - - + - ++
Tagetes nelsonii
M + - + ++ + +
C . H - - - + - +
Talisia oliviformis
M - + - + + +

H: Hexanico, M: Metandlico; Alc: alcaloides, Coum: coumarinas, Flav: flavonoides, Fen: fenélicos, AR:
Azucares Reductores, Ter: terpenoides; (++): abundante, (+): presente, (-): ausente.

Por otra parte, se ha demostrado el efecto antiprotozoario de algunos extractos y
compuestos aislados de productos naturales contra el crecimiento de T. foetus. Se ha
notificado la actividad antiprotozoaria del extracto metandlico de la cactacea Caramulla
precumbens (Apocynaceae), con una Clso de 2 mg/mL (Vemula et al., 2022). También,
extractos de la cascara de tomate Cherry Kumato y de la variedad cerisiforme, a 200
pg/mL, han mostrado valores de Clso de 79.4 £ 5.9 y 81.3 £ 9.4 %, respectivamente
(Friedman et al., 2021). Liu y colaboradores informaron sobre la actividad anti-T. foetus
del glicoalcaloide a-tomatina, aislado del tomate Solanum lycopersicum (Solanaceae) con
una Clso de 2.79 ug/mL (Liu et al., 2016). Asi mismo, se ha documentado la inhibicion del
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trofozoito por los extractos acuosos de la cascara de Solanum tuberosum (Solanaceae)
de las variedades purpura y russet, con actividad inhibitoria del 41.0 + 6.3 % y 41.4 £
5.6 %, respectivamente, a 100 mg/mL; efecto atribuido a la presencia de acido cafeico y
del glicoalcaloide a-solanina (Friedman et al., 2018). Por su parte, Noritake y
colaboradores demostraron la actividad anti-T. foetus de los extractos de Camellia
sinensis (Theaceae); el extracto de té negro resulté el mas activo a 200 ug/mL, con un
41 £+ 13 % de inhibicidn celular (Noritake et al., 2017). La inhibicién del crecimiento del
protozoo patdgeno parece estar relacionada con el contenido individual y total de los
compuestos aislados en los extractos mencionados y su posible afinidad y disrupcion de
la membrana celular (Liu et al., 2016; Noritake et al., 2017; Friedman et al., 2018;
Friedman et al., 2021).

Con lo anterior, queda de manifiesto la relevancia de los resultados obtenidos en esta
investigacion, ya que las cuatro especies analizadas mostraron actividad anti-T. foetus:
T. oliviformis y G. odorata en los extractos polares, mientras que C. dodecandra y T.
nelsonii en los no polares. Es importante destacar que el interesante efecto mostrado por
los extractos podria servir como sustento para la busqueda sistematica de compuestos
anti-T. foetus, ya que un posterior fraccionamiento quimiobiodirigido podria incrementar
el efecto mostrado por el extracto crudo (Bazaldua-Rodriguez et al., 2021). Con relacion
a esto, el tamizaje fitoquimico de los extractos G. odorata y T. nelsonii exhibié una
abundante presencia de terpenos (Tabla 2). Diversas investigaciones han informado la
presencia de los terpenos alilenasol, B-cariofileno trans-anetol y tagetona en especies del
género Tagetes con actividad bactericida, fungicida, nematicida e insecticida. (Ball-
Coelho etal., 2003; Eguaras et al., 2005; Segovia et al., 2010). Con respecto a T. nelsonii,
en el afo 2021 Cruz-Lopez y colaboradores caracterizaron el aceite esencial e
identificaron a los terpenos como los principales compuestos mayoritarios: Ccis-
tagetenona, B-tagetona y dihidrotagetona, ademas de otros en menor proporcién, como
a-terpineol, trans-B-ocimeno, limoneno, a-pineno, mirceno, mesitileno, a-terpineno,
eucaliptol, linalol y B-copaeno en menor proporcion (Cruz-Lopez et al., 2021). Es probable
que el o los compuestos responsables de la actividad contra T. foetus en esta
investigacion pertenezcan a esta familia de metabolitos. Como soporte a la actividad
antiparasitaria de terpenos, se han reportado al menos 258 esteroides y triterpenos de
fuentes naturales y sintéticas con actividad antiprotozoaria y antihelmintica (Kuzminac et
al., 2023). Por otra parte, la actividad anti-T. foetus de C. dodecandra puede ser atribuida
a la presencia de metabolitos de tipo fenilpropanoide: acido rosmarinico, siringina y acido
salvialdnico B; flavonoides como quercetina o al alcaloide alantoina, reportados en el
extracto de corteza (Aguilar & Quijano, 2016). Con respecto a G. odorata y T. oliviformis,
no se ha informado la caracterizacion quimica de sus extractos.
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CONCLUSIONES

Dado el gran impacto econdmico que la tricomoniasis ocasiona en la salud pecuaria y en
el sector agropecuario, y las limitaciones de uso de los farmacos convencionales, es
fundamental disponer de terapias alternativas y/o complementarias para atender esta y
otras parasitosis, donde en los ultimos afios ha adquirido relevancia la bioprospeccion
sistematica de productos naturales como estrategia de investigacion. En el presente
trabajo se reporta por primera vez el potencial de plantas medicinales mexicanas contra
el crecimiento del agente causal de la tricomoniasis bovina: Tritrichomonas foetus, a
pesar de que los extractos evaluados fueron menos activos que el agente terapéutico de
referencia (metronidazol), dada las limitaciones legales sobre su uso en ganado,
destacamos el efecto mostrado por el extracto hexanico de T. nelsonii (Clso de 275.75
pMg/mL) y metandlico de G. odorata (Clso: 337.35 pug/mL), ya que esto abre la posibilidad
para el desarrollo de un tratamiento alternativo eficaz, y econémicamente viable, para la
cura de esta enfermedad, sobre todo en comunidades en donde es complicado el acceso
a tratamientos convencionales.
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la seroprevalencia y los factores asociados a la presencia de
anticuerpos contra 12 serovariedades de Leptospira en perros (Canis lupus familiaris) de zonas urbanas
de Zacatecas, México. Se analizaron muestras séricas de 279 animales mediante la Técnica de
Aglutinacién Microscopica (MAT), utilizando un panel de 12 serovariedades. Ademas, se aplicd un
cuestionario para identificar los posibles factores asociados con el estado seropositivo. La seropositividad
general fue del 80.6 % (IC 95% = 75.9 — 85.3 %). La serovariedad Grippotyphosa presenté la menor
seroprevalencia (3.2%, IC 95% = 1.1 — 5.3 %), mientras que Icterohaemorrhagiae fue mayor (43.3%, IC
95% = 37.5 — 49.2%). El resto de las serovariedades obtuvieron una positividad entre 10.3 % (IC 95 % =
6.7 — 13.9%) y 36.2% (IC 95 % = 30.5 — 41.9%). El factor habitat fue significativo (P = 0.0026), Se observo
una mayor seropositividad en perros callejeros (86.3 %, IC 95 % = 81.1 — 91.5%) vs. perros con duefio
(71.8 %, IC 95 %= 63.3 — 80.2). Este estudio reveld una alta seropositividad de Leptospira en perros en
zonas urbanas de Zacatecas, México, lo que representa un potencial problema de salud animal y un
problema de salud publica para la poblacion humana.

Palabras clave: leptospirosis, prevalencia, técnica de aglutinacién microscopica, caninos.
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ABSTRACT

The objective of this study was to determine the seroprevalence and factors associated with the presence
of antibodies against 12 Leptospira serovars in dogs (Canis lupus familiaris) from urban areas of Zacatecas,
Mexico. Serum samples from 279 animals were analyzed using the Microscopic Agglutination Test (MAT),
with a panel of 12 serovars. Additionally, a questionnaire was administered to identify potential factors
associated with seropositive status. Overall seropositivity was 80.6% (95% CI = 75.9-85.3%). The
Grippotyphosa serovar showed the lowest seroprevalence (3.2%, 95% ClI = 1.1-5.3%), while
Icterohaemorrhagiae had the highest (43.3%, 95% CI = 37.5-49.2%). The remaining serovars showed
seropositivity ranging from 10.3% (95% CI = 6.7-13.9%) to 36.2% (95% CI = 30.5-41.9%). Habitat was a
significant factor (P = 0.0026), with stray dogs showing higher seropositivity (86.3%, 95% CI = 81.1-91.5%)
compared to owned dogs (71.8%, 95% CI = 63.3-80.2%). This study revealed a high seropositivity of
Leptospira in dogs from urban areas of Zacatecas, Mexico, representing a potential animal health concern
and a public health risk for the human population.

Keywords: leptospirosis, prevalence, microscopic agglutination test, canines.

INTRODUCCION

La leptospirosis es una zoonosis global (Levett, 2001; Bharti et al., 2003; Esteves et al.,
2018; Sant'’Anna et al., 2019), causada por una espiroqueta patdbgena movil perteneciente
al género Leptospira (Goarant et al., 2022; Sykes et al., 2022). Esta enfermedad afecta a
diversos huéspedes, incluidos animales tanto salvajes como domeésticos, asi como al ser
humano (Adler & De la Pefla Moctezuma, 2010; Goldstein, 2010; Boey et al., 2019;
Rajeev et al., 2020). Se han identificado mas de 250 serovariedades patdégenas y su
distribucion varia segun la region geografica y la especie huésped afectada (Plank &
Dean, 2000; Goldstein, 2010; Trott et al., 2018).

Actualmente, se encuentran disponibles diversas técnicas serologicas para diagnosticar
la enfermedad, como lo son el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), la
inmunofluorescencia indirecta (IIF), la hemaglutinacion indirecta y la MAT. La MAT es la
prueba de referencia, la cual se realiza incubando diluciones del suero del paciente con
diversas serovariedades de Leptospira para detectar reacciones de aglutinacion bajo un
microscopio de campo oscuro (Luna et al., 2008; Rajapakse et al., 2015; OIE, 2021).

En humanos, la leptospirosis se clasifica como una enfermedad ocupacional con riesgo
continuo de infeccién. Las ocupaciones en riesgo incluyen carniceros, veterinarios,
productores de ganado, personal militar, personal de limpieza de desaglies y
trabajadores de control de roedores (Leal-Castellanos et al., 2003; Carneiro et al., 2004).
En los perros, se han identificado varios factores asociados con la aparicion de la
enfermedad. Entre ellos se encuentran la presencia de mamiferos portadores
asintomaticos y reservorios naturales, como los roedores, asi como condiciones
ambientales que favorecen la supervivencia de la bacteria fuera del huésped, como la
alta humedad y las temperaturas templadas (Bertelloni et al., 2019; Sant'/Anna et al., 2019;
Goarant et al., 2022).
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La transmision bacteriana puede ocurrir a través del contacto directo con orina, fluidos
corporales o tejidos de animales infectados. Ademas, puede ocurrir por transmision
sexual, via transplacentaria o por consumo de calostro (Adler & De La Pefia-Moctezuma,
2010). Indirectamente, los huéspedes pueden infectarse a través del contacto con fuentes
inanimadas como agua, tierra, barro o alimentos contaminados con orina de animales
infectados (Levett, 2001; De Brito et al., 2018).

La dinamica de la enfermedad en un entorno urbano o rural puede verse influenciada por
la estrecha coexistencia de portadores y huéspedes susceptibles que pueden infectarse
y potencialmente servir como nuevos portadores de ciertas serovariedades. Esto es
particularmente evidente en el caso de los perros, que, debido a su estrecha relacién con
los humanos, tienen un significado especial para la salud publica (Rojas-Hoyos et al.,
2017), lo que los hace de interés en este estudio. Las areas urbanas de Zacatecas
presentan diversos factores de riesgo como la proximidad entre los entornos urbano, rural
y silvestre, una alta densidad de roedores, una poblacion considerable de perros
callejeros y bajas tasas de vacunacion, entre otros. Sin embargo, se desconoce la
seroprevalencia y la relevancia de factores asociados a la enfermedad. El objetivo de
este estudio fue determinar la seropositividad y los factores asociados a la presencia de
anticuerpos contra 12 serovariedades de Leptospira en perros (Canis lupus familiaris) de
zonas urbanas de Zacatecas, México.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se realiz6 en el area metropolitana de los municipios de Guadalupe y
Zacatecas, ubicados en el estado de Zacatecas, en el centro norte de México. La altitud
en esta region oscila entre los 2,279 y los 2,423 msnm. El clima se clasifica como
semiarido, con precipitaciones promedio anuales de 485 mm y una temperatura promedio
anual de 15.7 °C. El area metropolitana esta habitada por aproximadamente 405,000
personas (INEGI, 2021). El manejo de animales y recolecciéon de muestras se realizo en
apego a los lineamientos de la Ley de Proteccion Animal del Estado de Zacatecas,
capitulo 1V referente al Uso de Animales para Experimentos, con la aprobacién del Comité
de Bioética y Bienestar Animal de la Unidad Académica de Medicina Veterinaria y
Zootecnia (U.A.M.V.Z.), con folio 2023/01.

Recoleccidon de suero y datos epidemioldgicos

Para la determinacion del tamafio de muestra se utilizé la férmula para una poblacién
infinita de Cochran n = (Z%-p-q)/e? (Adcock, 1997). Donde: n = tamafio de muestra, Z =
valor de la distribucion normal estandar a un nivel de confianza del 95% (1.96), p = es la
proporcion estimada del atributo presente en la poblacién (0.8), g =1 — p (0.2), e = nivel
de precision deseado (0.05). Se obtuvo un tamafio de muestra minimo de 246.
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Se obtuvieron muestras de sangre de 278 perros, de los cuales 168 fueron perros
callejeros alojados en los Centros de Control y Rescate Canino de los municipios de
Guadalupe (40 perros) y Zacatecas (128 perros), mientras que los 110 restantes fueron
perros con duefio. Se aplicé un cuestionario a los responsables de los Centros de Control
y Rescate Canino para recopilar datos sobre perros callejeros. Este cuestionario incluia
informacién como: sexo, raza y edad. Para los perros con duefio, se emple6é un
cuestionario similar, pero se amplié para incluir los siguientes datos: identificacion, sexo,
raza, edad, historial de vacunacion, contacto con ganado, actividades al aire libre en
areas potencialmente contaminadas (presencia de basura y agua estancada). Se tomé
una muestra de sangre (3 a 5 mL) de cada animal mediante venopuncién (cefélica y/o
yugular). La sangre recolectada se dejo coagular en tubos de recoleccion, el suero se
extrajo y almacend en refrigeracion a 4°C. Posteriormente, las muestras se centrifugaron
a 1,075 g x 5 min para la recuperacion del suero. Luego, el suero se dividié en 3 a 5
alicuotas de 500 pl cada una y se almacenaron a -4 °C para su posterior analisis.

Anélisis de laboratorio

Las pruebas serologicas se realizaron en el Laboratorio del Grupo de Investigacion en
Leptospira y Leptospirosis (GrlLLep), dependiente de la Unidad de Servicios de
Diagnostico y Confirmacion (USEDICO), del Centro de Ensefianza, Investigacion y
Extension en Producciéon Animal del Altiplano (CEIEPAA) afiliado a la Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM). Este laboratorio se encuentra ubicado en
Tequisquiapan, Querétaro, México. Para detectar anticuerpos especificos contra
Leptospira se empled MAT, tal como lo describe Castillo-Sanchez (2008). Esta prueba
utilizé las siguientes especies, serogrupos y serovariedades: Leptospira interrogans
serovariedades: Autumnalis, Ballum, Bratislava, Canicola, Copenhageni, Hardjo,
Icterohaemorrhagiae, Pomona y Pyrogenes; Leptospira kirscheneri serovariedad:
Grippotyphosa; Leptospira santarosai serovariedad: Mini; Leptospira borgpetersenii
serovariedad: Tarassovi. Se consideraron positivas las muestras de suero de animales
gue presentaron al menos un 50 % de aglutinacion de serovariedades de Leptospira a un
titulo de dilucion = 1/100 (Castillo-Sanchez, 2008).

Anélisis estadistico

Los datos se analizaron en el paquete estadistico SAS University Edition (SAS Institute,
Cary, NC). Los porcentajes de seroprevalencia y los intervalos de confianza del 95% se
calcularon mediante el procedimiento SURVEYFREQ. Se empled la prueba de Chi-
cuadrada para evaluar el efecto de los factores asociados (variables epidemiolégicas) y
la seropositividad. Se considero estadisticamente significativo un valor de P < 0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Seropositividad general y prevalencia de serovariedades

En la tabla 1 se muestran los porcentajes de seropositividad obtenida mediante MAT. Se
detectd seropositividad en el 80.6% de las muestras con titulos = 1:100, la cual fue
significativamente (P <0.0001) mayor que el porcentaje de sueros negativos (19.4%).

Tabla 1. Seropositividad general de Leptospira en caninos de zonas urbanas de Zacatecas, México

Positivo @ Negativo I.C. 95%" Valor-P°¢

225 (80.6 %) 54 (19.3 %) 75.9-85.3 <0.0001

#Reaccion positiva con titulo = 1:100 en la prueba de Aglutinacién Microscopica (MAT)
b 95% IC = 95% intervalo de confianza de los positivos
¢ Un valor de P < 0.05 fue considerado como significativo.

Algunos estudios realizados previamente en México reportaron porcentajes de muestras
seropositivas a Leptospira menores que las obtenidas en el presente estudio. Rivera et
al. (1999) observaron una seropositividad de 38.5% (n = 52) en muestras de suero de
perros en la Ciudad de México (CDMX), mientras que Cardenas-Marrufo et al. (2011)
reportaron un porcentaje de 36.0% (n = 61) en zonas rurales del estado de Yucatan. Sin
embargo, nuestros resultados se alinean con los observados previamente por Romero et
al. (2018), quienes realizaron un estudio con perros (n = 154) en zonas rurales de
Colombia, y por Rollan et al. (2018), quienes evaluaron muestras caninas (n = 102) de
zonas urbanas de Argentina, estos estudios, informaron porcentajes de 79.9% y 82.3%,
respectivamente. Ademas, estudios realizados en perros de zonas urbanas de Venezuela
(Medina et al., 2010) y México (Méndez et al., 2013) reportaron una positividad sérica del
100% en la prueba MAT, superior al porcentaje de sueros positivos en nuestro estudio.
Se detectaron anticuerpos contra doce serovariedades de Leptospira (Autumnalis,
Ballum, Bratislava, Canicola, Copenhageni, Grippotyphosa, Hardjo, Icterohaemorrhagiae,
Icterohaemorrhagiae Mini, Pomona, Pyrogenes, Tarassovi) en la poblacion canina
estudiada (Tabla 2). Para todas las serovariedades, el nimero de muestras negativas fue
mayor (P <0.05) que el nimero de muestras positivas.

Las serovariedades mas prevalentes de esta investigacion fueron similares a las
reportadas en la ciudad de Culiacan en el estado de Sinaloa por Hernandez et al. (2017),
guienes observaron una seropositividad del 40% para los serovariedades
Icterohaemorrhagiae y Bratislava. En cuanto a la serovariedad Tarassovi, Lugo-Chavez
et al. (2015) documentaron un 47% en el estado de Veracruz, la cual superd la
prevalencia encontrada en este estudio (36.2%). Ademas, en el sur de la India, Bojiraj et
al. (2017) recolectaron muestras de suero de perros en diferentes areas del estado de
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Tamil Nadu y reportaron reacciones negativas a la serovariedad Tarassovi en la prueba
MAT (n= 108).

Respecto a las serovariedades menos frecuentes, los resultados de este estudio
coinciden con los de Silva & Riedemann (2007), quienes obtuvieron muestras de suero
de perros de zonas urbanas y rurales de Valdivia, Chile. Los investigadores detectaron
serovariedades Autumnalis y Pomona en solo el 1.7% (n = 400) de las muestras. En
contraste con los hallazgos del presente estudio, Rollan et al. (2018) registraron un
porcentaje de seropositividad mas alta del 21.4% (n = 102) para la serovariedad
Grippotyphosa en areas urbanas de la ciudad de Cdérdoba, Argentina.

Tabla 2. Seropositividad de doce serovariedades de Leptospiraen perros (n =279) de zonas urbanas
de Zacatecas, México

Serovariedades Positivo 2 Negativo IC 95% P Valor-P ¢
Icterohaemorrhagiae ¢ 121 (43.3%) 158 (56.6%) 37.5-49.2 0.0268
Tarassovi ¢ 101 (36.2 %) 178 (63.8%) 30.5-41.9 0.0001
Bratislava ¢ 100 (35.8%) 179 (64.1%) 30.1-41.5 0.0001
Copenhageni ¢ 99 (35.4%) 180 (64.5%) 29.8-41.1 0.0001
Canicola ® 78 (27.9%) 201 (72.0 %) 22.6 —33.2 0.0001
Hardjo © 72 (25.8 %) 207 (74.1%) 20.6 - 30.9 0.0001
Ballum © 63 (22.5%) 216 (77.4%) 17.6-275 0.0001
Mini © 56 (20.0 %) 223 (79.9%) 15.3-24.8 0.0001
Pyrogenes f 36 (12.9 %) 243 (87.1%) 89-16.8 0.0001
Autumnalis f 29 (10.3%) 250 (89.6 %) 6.7-139 0.0001
Pomona f 29 (10.3%) 250 (89.6 %) 6.7-139 0.0001
Grippotyphosa f 9 (3.2 %) 270 (96.7%) 1.1-53 0.0001

2Reaccion positiva con titulos = 1:100 a la Prueba de Aglutinacion Microscépica
b1C 95 % = intervalo de confianza al 95 %

¢ Se consider6 significativo un valor de P < 0.05.

4 Serovariedades con mayor frecuencia de seropositividad

¢ Serovariedades con frecuencia de seropositividad intermedia

fSerovariedades con menor frecuencia de seropositividad

Numerosos estudios en México han demostrado consistentemente la seropositividad
generalizada de la serovariedad Icterohaemorrhagiae entre la poblacion de perros. Por
ejemplo, en la Ciudad de México, Rivera et al. (1999) encontraron una seropositividad de
21.2% (n = 117), mientras que, en el estado de Yucatan, Cardenas-Marrufo et al. (2011)
informaron una seroprevalencia del 9.8% (n = 61). Ademas, Blum-Dominguez et al.
(2013) reportaron un 16.12% (n = 181) en perros con duefio y 13.15% (n = 142) en perros
callejeros en el estado de Campeche para esta serovariedad.

En correspondencia con nuestros hallazgos, Martinez-Barbabosa et al. (2016)
observaron una seroprevalencia de 324% (n = 117) para la serovariedad
Icterohaemorrhagiae en la Ciudad de México. Asimismo, Hernandez-Ramirez et al.
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(2020) registraron una prevalencia del 37.1% (n = 106) en el estado de Sinaloa para esta
serovariedad. La importancia de estos hallazgos de alta prevalencia se ve subrayada por
la relevancia clinica y epidemioldgica de la serovariedad Icterohaemorrhagiae para los
humanos, ya que conduce a infecciones graves con un prondstico negativo y una tasa de
mortalidad aproximada del 50% (Browne et al., 2023).

En el presente estudio, todas las serovariedades evaluadas mostraron titulos serolégicos
a partir de 1:100. Canicola fue la mas aglutinante con titulos de hasta 1:25600 (Tabla 3).

Tabla 3. Titulos serolégicos de Leptospira detectada por MAT en perros (n = 279) de zonas urbanas
de Zacatecas, México

Serovariedades 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 1:6400 1:12800 1:25600
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n®) n (%) n (%) n (%)

Canicola 16 (20.5) 11(14.1) 22(28.2) 11(14.1) 13(16.7) 3(3.0) 1(1.2) 1(1.2)

Copenhageni 17 (17.2) 30(30.3) 32(323) 8(8.1) 881 2(20) 2(2.0

Bratislava 42 (42.0) 25(25.0) 26(26.0) 2(2.0) 4(4.0) 1(1.0)

Tarassovi 22 (21.8) 27 (26.7) 44 (43.6) 4 (4.0) 2(2.0) 2(2.0)

Pyrogenes 14 (38.9) 7(19.4) 6 (16.7) 4(11.1) 3(8.3) 2(5.6)

Icterohaemorrhagiae 30(24.8) 39(32.2) 46 (38.0) 4 (3.3) 2(1.7)

Ballum 18(28.6) 18(28.6) 19(30.2) 6(95 2(3.2)

Mini 15(26.8) 15(26.8) 20(35.7) 2(3.6) 4(7.1)

Hardjo 7(9.7)  27(375) 34(472) 342 1(1.4)

Autumnalis 18 (62.1) 4(13.8) 7 (24.1)

Pomona 15 (51.7) 6(20.7) 8 (27.6)

Grippotyphosa 5(55.6) 3(33.3) 1(11.1)

La serovariedad Canicola fue considerada de mayor importancia en el presente estudio,
ya que en dos muestras de suero analizadas se obtuvieron titulos positivos de 1:12800 y
1:25600, correspondientes al 2.56 % de la poblacién (IC 95% = 0.0 — 3.8%). Sin embargo,
ninguno de los perros del presente estudio mostré signos clinicos de leptospirosis. De
acuerdo con nuestros resultados, Martinez-Barbabosa et al. (2016) y Hernandez Ramirez
et al. (2017) en México, y Silva & Riedemann (2007) en Chile, reportaron a esta
serovariedad como el principal reactor en la prueba MAT con titulos que oscilaron entre
1:1600y 1:3200. Asimismo, Medina et al. (2010) informaron la serovariedad Canicola con
100% de seroprevalencia (n = 30) y titulos de hasta 1:400 en Aragua Venezuela en perros
callejeros.
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Factores asociados con la seropositividad
El grupo racial y el sexo no tuvieron un impacto estadisticamente significativo (P <0.05)

en la frecuencia de perros seropositivos (Tabla 4). Sin embargo, hubo una tendencia
observable (P = 0.0665) en el grupo de edad, con una mayor seropositividad (84.5%)
detectada en adultos (>1 — 6 afios) en comparacién con perros juveniles (73.6%) y
mayores (71.8%).

Tabla 4. Factores asociados con la seropositividad a Leptospira en perros (n = 279) de zonas
urbanas de Zacatecas, México

Factores N Positivo 2 % IC 95% P Valor-P ©
Grupo racial
Terriers 32 24 75 59.9-90.1 0.2779
Compafiia 29 20 69 52.0-85.9
Molosoide 21 16 76.2 57.9-945
Pastores 13 10 76.9 53.9-100
Sin raza u otras razas 184 155 84.2 78.9 -89.5

Grupo de edad

Juvenil (<1 afios) 53 39 73.6 61.6 —85.5 0.0665
Adulto (>1 - 6 afios) 187 158 84.5 79.3 -89.7
Mayor (=7 afios) 39 28 71.8 57.6 - 86.0

Sexo
Hembra 183 147 80.3 74.5-86.1 0.8531
Macho 96 78 81.3 73.4-89.1

2Reaccion positiva con titulo = 1:100 en la Prueba de Aglutinacién Microscopica
b1C 95 % = intervalo de confianza al 95 %
¢ Se consider6 significativo un valor de P < 0.05. Un valor de P > 0.05 y < 0.10 como tendencia.

Nuestros hallazgos son consistentes con los reportados por Martinez-Barbabosa et al.
(2016) en la Ciudad de México, donde documentaron un porcentaje de seropositividad
del 75.8% (25/33) en perros de entre 1 y 6 afios. Los autores atribuyeron esta tendencia
al aumento (P <0.05) de la actividad reproductiva observada en este grupo de edad, ya
gue los animales tienden a exhibir mayores habitos de olfatear y lamer los genitales
externos. Ademas, Tuemmers et al. (2013) encontraron que los animales dentro del rango
de edad de 5 a 8 afios exhibieron una seropositividad més alta (P <0.05) del 24.1%
(13/54) en comparacion con otros grupos de edad.

En el presente estudio, hembras (80.3%) y machos (81.3%) obtuvieron una
seropositividad similar (P > 0.05). Por el contrario, Hernandez-Ramirez et al. (2020) en la
ciudad de Culiacan, en el Estado de Sinaloa, observaron una mayor (P = 0.049)
seropositividad en las hembras (11.5 %) en comparacion con los machos (0.0%) de su
estudio. Sin embargo, en el Estado de Veracruz Ortega-Gonzalez et al. (2018) informaron
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una seropositividad similar (P > 0.05) en perros machos (39.3%) en comparacién con las
hembras (31.9%).

Ademas, las diferencias en los calendarios de vacunaciéon, como el tipo de vacuna
utilizada, vacunacién o no vacunacion, y el tiempo después de la vacunacion, no
afectaron (P > 0.05) la seropositividad contra Leptospira en los perros de este estudio
(Tabla 5).

Tabla 5. Factores relacionados con los calendarios de vacunacion asociados a la seropositividad a
Leptospira en perros con duefio (n = 110) en zonas urbanas de Zacatecas, México

Factor N Positivo 2 % IC 95% P Valor-P ¢
Vacunacion
Si 71 54 76 65.9 - 86.1 0.1825
No 39 25 64.1 48.8-79.3

Vacunacién mdltiple

Séxtuple ¢ 60 45 75 63.8 —86.1 0.2832
Quintuple © 10 7 70 41.1-98.8
Triple f 11 9 81.8 58.6 - 100
Otro 25 14 56 36.2 -75.7

Tiempo transcurrido

<1 afio 91 63 69.2 59.5-40.4 0.3956
21 afio 15 12 80 59.4 - 100

2 Reaccion positiva con titulos = 1:100 en la Prueba de Aglutinacién Microscépica

b1C 95 % = intervalo de confianza al 95 %

¢ Se consider6 significativo un valor de P < 0.05. Un valor de P > 0.05y < 0.10 como tendencia.

4 Distemper, Adenovirus tipo 2, Coronavirus, Parainfluenza, Parvovirus, Rabia, Leptospira interrogans Canicola e Icterohaemorrhagiae
¢ Distemper, Adenovirus tipo 2, Coronavirus, Parainfluenza, Parvovirus, Leptospira interrogans Canicola e Icterohaemorrhagiae

f Distemper, Adenovirus tipo 2, Leptospira interrogans Canicola e Icterohaemorrhagiae

Existe un numero limitado de informes previos que han evaluado el calendario de
vacunacion como un potencial factor predisponente para el desarrollo de seropositividad
a leptospirosis en perros. Actualmente, las bacterinas comunmente utilizadas para
prevenir la leptospirosis canina contienen serovariedades como Canicola,
Icterohaemorrhagiae, Pomona y Grippotyphosa ya que son los que infectan
frecuentemente a los perros. Sin embargo, la inmunizacién suele ser insuficiente, ya que
los perros podrian estar expuestos a otras serovariedades de Leptospira no incluidos en
la formulacion de las vacunas (Ortega-Gonzalez et al., 2018).

Los factores ambientales asociados con la seropositividad de Leptospira en este estudio
fue: habitat (perros callejeros vs. perros con duefio), exposicion a areas potencialmente
contaminadas (basura, agua estancada, contacto directo o indirecto con roedores) y
contacto con otras especies (cerdos y rumiantes) se presentan en la Tabla 6. Sin
embargo, entre los factores ambientales evaluados, so6lo el habitat mostré6 un efecto
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significativo (P = 0.0026) en los resultados de seropositividad. Los perros callejeros
exhibieron un porcentaje de seropositividad mas alto (P < 0.05) (86.3%, IC 81.1 — 91.5%)
en comparacién con los perros con duefio (71.8%, IC 63.3-80.2%).

Tabla 6. Factores ambientales asociados con la seropositividad a Leptospira en perros de zonas
urbanas de Zacatecas, México

Factor N Positivo 2 % IC 95% P Valor-P ¢
Habitat ¢
Perros callejeros 169 146 86.3 81.1-91.5 0.0026
Perros duefios 110 79 71.8 63.3-80.2

Paseo en areas potencialmente contaminadas ©
Si 17 14 82.3 63.94 - 100 0.2937
No 93 65 69.8 60.42 — 79.36

Contacto con otras especies

Aves/porcinos 28 22 78.5 63.1-94.0 0.4244
Rumiantes 12 7 58.3 29.9 -86.6
Sin contacto 70 50 71.4 60.6 —82.1

2Reaccion positiva con titulos = 1:100 en la Prueba de Aglutinacion Microscoépica.

b1C 95% = intervalo de confianza al 95%.

¢ Se consider6 significativo un valor de P < 0.05. Un valor de P > 0.05y < 0,10 como tendencia.
4Se incluyeron tanto perros con duefio como perros callejeros (n = 276).

€Zonas con basura, agua estancada y contacto con roedores.

fSélo se incluyeron perros con duefio (n = 110).

De acuerdo con nuestros resultados, Blum-Dominguez et al. (2013) informaron una
seropositividad mas alta (P < 0.05) en perros callejeros (26.7%, n = 142) en comparacion
con perros con duefio (17.2%, n = 181) que habitaban areas urbanas de la ciudad de
Campeche, en el sur de México. De manera similar, Hernandez-Ramirez et al. (2020)
mencionan que los perros callejeros tienen un riesgo elevado de infeccion debido al
mayor contacto con otros animales y la exposicion a agua, orina y basura contaminadas.

CONCLUSION

El presente estudio muestra una alta seropositividad (80.6 %) contra Leptospira en perros
gue habitan en areas urbanas de Zacatecas. Las serovariedades Icterohaemorrhagiae,
Tarassovi, Bratislava, Copenhageni y Canicola fueron las mas frecuentes (>25.0 %). La
mayor seropositividad se observé en la poblacion de perros callejeros adultos, mientras
gue factores como la vacunacion, la raza, el sexo y el contacto con otras especies
domésticas no influyeron en la seroprevalencia. La alta seroprevalencia observada en la
poblacién, asi como los altos titulos de anticuerpos encontrados en perros de las zonas
urbanas de Zacatecas, representan un potencial problema de salud para especies
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animales domeésticas y silvestres, asi como un potencial riesgo para la salud publica de
la poblaciéon humana.
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RESUMEN

La especie, raza y tipo de alimentacién, entre otros factores, determinan la produccion y la composicion
guimica de la leche. La inclusion de un buffer con zeolita en dietas para rumiantes puede mejorar variables
productivas y composicionales, aunque su aplicacion en ovinos lecheros ha sido poco estudiada. El objetivo
del presente estudio fue evaluar el efecto de un buffer comercial a base de zeolita sobre la produccién y
composicién de la leche en ovejas East Friesian. El experimento dur6 98 dias, divididos en dos etapas de
49 dias. Se emplearon 12 ovejas EF bajo un disefio experimental cruzado, recibiendo dos dietas: CO (sin
zeolita) y BU (con 1.5 % de buffer con zeolita kg™). Se registré el consumo de materia seca y la produccién
de leche diariamente; se analizaron muestras individuales por oveja. Se detectaron diferencias
significativas (p < 0.05) en el contenido de grasa y sdlidos totales (g d™1), mientras que, no se observaron
cambios en consumo voluntario, volumen de leche, proteina, lactosa y minerales (p > 0.05). La inclusién
del buffer con zeolita mejoré la calidad composicional de la leche sin afectar el rendimiento lacteo general.
Palabras clave: nutricién ovina, leche de oveja, minerales no metalicos, composicién lactea.

ABSTRACT
Species, breed, and feeding regimen, among other factors, determine milk yield and chemical composition.
The inclusion of a zeolite-based buffer in ruminant diets has been shown to enhance productive and
compositional variables; however, its use in dairy sheep remains scarcely investigated. This study aimed to
assess the effect of a commercial zeolite buffer on milk production and composition in East Friesian ewes.
The trial lasted 98 days, divided into two 49-day periods. Twelve EF ewes were assigned to a cross-over
design and fed two dietary treatments: CO (control, without zeolite) and BU (1.5% zeolite buffer on a DM
basis). Dry matter intake and milk yield were recorded daily, and individual milk samples were analyzed per
ewe. Significant effects (p < 0.05) were observed on milk fat and total solids content (g d™*), whereas, no
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differences were found in voluntary intake, milk volume, protein, lactose, or mineral content (p > 0.05). The
inclusion of the zeolite buffer improved milk compositional quality without compromising overall milk yield.
Keywords: sheep nutrition, ewe milk, non-metallic minerals, milk composition.

INTRODUCCION

La raza ovina East Friesian, originaria del norte de Alemania y de los Paises Bajos, se
caracteriza por su alta prolificidad, buena aptitud materna, ubres bien desarrolladas y una
destacada capacidad de produccion lechera. Estudios gendémicos recientes han
confirmado su especializacion para este fin, al identificarse genes asociados con la
produccion de leche en esta raza (You et al., 2024). A nivel mundial, la mayor produccion
de leche ovina se concentra en el sur de Europa, el norte de Africa y el noroeste de Asia,
regiones donde predominan las razas Awassi, Lacaune y East Friesian (FAO, 2020). En
México, esta actividad aun es incipiente y presenta una distribucidbn geogréfica
restringida; en 2017 se reportdé una produccion de 57,754 toneladas de leche de oveja
(Cardona-Tobar et al., 2020).

La composicion quimica promedio de la leche de ovejas East Friesian, ajustada a los 100
dias de lactancia, es de 5.73 % de grasa, 5.49 % de proteina, 5.11 % de lactosa y 31.9 %
de solidos totales (Kremer & Rosés, 2016).

Esta composicion esté influenciada por diversos factores como la genética, el tipo de
alimentacion, la etapa de lactancia, las condiciones ambientales y las préacticas
tecnoldgicas aplicadas. La leche ovina se destina principalmente a la elaboracion de
guesos y otros productos lacteos, cuya calidad esta directamente relacionada con su
composicion (Jiménez-Sobrino et al.,, 2018). Estos productos son ampliamente
consumidos a nivel mundial (Flores-Armas et al., 2020) y tienen una significativa
relevancia cultural y gastrondmica en México, donde representan una alternativa
alimentaria con implicaciones sociales, econdémicas y ambientales.

En la alimentacién animal, algunos minerales no metalicos se emplean como aditivos
tecnoldgicos debido a sus propiedades aglutinantes y antiaglomerantes; ademas, de
contribuir al valor nutricional de las dietas. En rumiantes, estos aditivos también actuan
como tampones y osmorreguladores, ayudando a prevenir trastornos digestivos
asociados al consumo de dietas con alto contenido de concentrado (Sulzberger et al.,
2016).

Particularmente, la zeolita ha mostrado efectos benéficos sobre el funcionamiento del
tracto gastrointestinal en rumiantes, al modular la fermentacién ruminal y favorecer el
desarrollo de poblaciones microbianas benéficas; lo cual, puede traducirse en una mejora
en la produccion lechera (Tanori-Lozano et al., 2023). No obstante, el conocimiento sobre
el uso de tampones que contienen zeolita en ovinos lecheros sigue siendo limitado.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de un buffer comercial
a base de zeolita sobre la produccién y composicion de la leche en ovejas East Friesian.
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MATERIAL Y METODOS
Ubicacion del estudio
El estudio se realizé en el Rancho “Flor y Canto”, localizado en el municipio de
Tlalmanalco, Estado de México (19° 10'59.0" N, 98°48'49.0" O), a una altitud de 2 395
m.s.n.m., presenta una temperatura promedio anual de 15°C y un clima templado
subhumedo (SECAMPO, 2023).

Ovejas y dietas experimentales

Este estudio sigui6 los lineamientos del Reglamento para el Uso y Cuidado de Animales
Destinados a la Investigacion (COLPOS, 2022).

Para el experimento se seleccionaron 12 ovejas EF, con peso promedio de 44 + 9 kg,
edad de 48 + 24 meses y con 3 a 4 partos de un solo cordero, en su segundo tercio de
lactancia, que producian mas de 300 g de leche por dia. El ordefio se realizé
manualmente a partir de las 09:00 h.

Se emplearon dos dietas experimentales (Tabla 1): la dieta control (CO), una dieta
integral basada en forraje de avena y un concentrado de granos; y la dieta con buffer
(BU), similar a la CO, pero suplementada con 1.5 % de un buffer comercial a base de
zeolita. Este buffer estabiliza el pH del tracto gastrointestinal durante mas de 24 horas y
contiene aditivos e iones alcalinotérreos que actian como neutralizantes y captadores,
mejorando la digestibilidad de la fibra.

Tabla 1. Composicién de las dietas experimentales (%) para ovejas East Friesian durante el segundo
tercio de lactancia

Ingrediente (%) Cco BU
Forraje de avena 59.0 59.0
Maiz quebrado 15.0 13.0
Soya (pasta) 11.5 12.0
Salvado de trigo 12.0 12.0
Urea 1.0 1.0
Sales minerales 15 15
Buffer 0.0 15

CO: dieta integral, BU: dieta integral mas buffer con zeolita.

Analisis quimico de las dietas

Los analisis quimicos se realizaron en el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo,
Texcoco, Estado de Meéxico. Se prepararon muestras de 500 g de cada dieta,
concentrado e ingrediente por separado, conservadas en bolsas herméticas. Las
muestras fueron molidas en un molino Thomas Willey Mill (modelo 4, EE.UU.) con tamiz
de 1 mm.

Se determinaron humedad y materia seca (método 930.15), cenizas (método 942.05) y
proteina total mediante método Micro-Kjeldahl (984.13), segun AOAC (2005). La fibra
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detergente neutra (FDN) y fibra detergente &cida (FDA) se determinaron con digestor
Ankom Technology (2023), usando bolsas filtrantes de 25 um (F57, Ankom Technology),
conforme al método de Van Soest (1963). Los resultados indicaron dietas isoproteicas e
isoenergeéticas.

Fase de adaptacion inicial

Se utilizaron 12 corrales individuales de 1.75 m de largo por 2.10 m de ancho, en estos
antes de iniciar las etapas experimentales, todas las ovejas tuvieron un periodo de
adaptacion de 14 dias. Ademas, en este periodo se realizaron practicas sanitarias
preventivas que incluyeron trasquila, desparasitacién con Parmisole 12 % (PARFARM,
S.A., Ciudad de México) y aplicacion del antibiético Linco Flor (BioQuiVet, Estado de
México).

Etapas y periodos experimentales

El experimento tuvo una duracion total de 98 dias, divididos en dos etapas de 49 dias
cada una, compuestas por un periodo de adaptacion-transicion de 21 dias a la dieta
experimental, seguido por 28 dias recibiendo exclusivamente el tratamiento asignado.
Durante los periodos de adaptacion-transicion, se implementd un cambio gradual de dieta
para permitir la adaptacion ruminal y reducir posibles efectos residuales del tratamiento
anterior. Este cambio se realiz0 mediante una sustitucion progresiva: la dieta
experimental correspondiente (CO o BU, segun el grupo) se incorporé en incrementos
del 25 % cada cinco dias, hasta alcanzar el 100 % de la nueva dieta al inicio del dia 21.
Esto permiti6 que las ovejas pasaran de forma segura de la dieta previa a la dieta
experimental asignada, garantizando una transicion fisiolégicamente adecuada.

En la primera etapa, la mitad de las ovejas recibio la dieta CO (control) y la otra mitad la
dieta BU (con zeolita). En la segunda etapa, se realizd un intercambio de dietas entre los
grupos (cross-over), de modo que cada oveja actué como su propio control.

Alimentacién de las ovejas

Se registr6 el consumo diario de materia seca (kg d™1) desde el inicio del experimento. La
alimentacion se distribuy6 en cinco suministros diarios, con intervalos de dos horas entre
las 09:00 h'y 17:00 h. El alimento rechazado (forraje y concentrado) se pesé diariamente
para calcular el consumo neto por oveja (Forbes, 2007).

Recoleccién y analisis de datos de la leche

Produccién de leche

La produccion diaria de leche (g d™) se registré y se calculd la media semanal. Se
consideraron tres semanas de adaptacion y cuatro semanas de medicion.
Semanalmente se recolectaron 100 g de leche por oveja para analisis.
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Calidad de Leche

Los andlisis se realizaron en la Universidad Autbnoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa,
Ciudad de México. Se tomaron cuatro muestras de leche por etapa, totalizando ocho
muestras por oveja. Las muestras se conservaron a 4 °C y se analizaron el mismo dia.
Por duplicado se determinaron los porcentajes de grasa, proteina, lactosa, minerales y
sOlidos totales, mediante el equipo Lactostar 3510 (Funke Gerber, Alemania). La
produccién diaria de los componentes de proteina y grasa (g d™1) se calcul6 a partir del
porcentaje (%).

Anélisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental cruzado (cross-over), en el que cada una de las 12
ovejas East Friesian (EF) recibi6 ambas dietas (tratamientos) en dos etapas distintas;
permitiendo que cada animal fungiera como su propio control. Esta estrategia incrementa
la potencia estadistica del experimento al reducir la variabilidad intraindividual y controlar
el efecto de factores de confusion individuales. Las mediciones se realizaron de forma
semanal, y para ajustar posibles efectos de confusion, se incluyeron como covariables la
edad de las ovejas y los dias en lactancia al inicio del experimento.

Dado que el disefio cruzado permite comparar los tratamientos dentro del mismo
individuo, se optimiza el uso de un tamafio muestral reducido sin comprometer la validez
estadistica. La comparacion de medias se realiz6 mediante un analisis de varianza para
medidas repetidas, seguido de la prueba de Tukey, considerando un nivel de significancia
de p < 0.05. El andlisis estadistico se llevo a cabo con el software R (2022.07.1+554).

RESULTADOS

Consumo voluntario de materia seca

Ni las dietas ni las etapas experimentales tuvieron efecto significativo sobre el consumo
voluntario de materia seca (p > 0.05; Tabla 2). Sin embargo, en la primera etapa se
observo un efecto significativo de la semana (p < 0.05), con una tendencia decreciente
en el consumo.

Produccion de leche

No se detectaron diferencias significativas en la produccioén de leche entre dietas (p >
0.05; Tabla 3). No obstante, si se observaron diferencias significativas entre etapas, con
mayores voliumenes registrados durante la segunda etapa (p < 0.05).
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Tabla 2. Consumo voluntario de materia seca (kg d') por ovejas East Friesian alimentadas con
dietas con (BU) y sin zeolita (CO)

Etapa 1 Etapa 2 =
o Consumo voluntario de MS, kg d* Total Consumo voluntario de MS, kg d* Total 5
2 Semana Semana o
1 2 3 4 5 6 7 8
©
o
8 2.11+0.11 2.01+0.10 1.95+0.09 1.91+0.09 2.00+0.09 1.88+0.09 1.85+0.10 1.87+0.10 1.91+0.11 1.88+0.09 i-i:-:l
]
-
©
Q
g 2.27+0.12 2.03+0.11 1.89+0.10 1.78+0.10 1.99+0.10 1.91+0.08 1.89+0.09 1.96+0.09 1.96+0.10 1.93+0.08 E
(2]
-
©
g 2.19+0.10% 2.02+0.09° 1.92+0.08™ 1.84+0.07¢ 1.99+0.08 1.90+0.06 1.87+0.07 1.91+0.08 1.94+0.09 1.90+0.07
O]

CO: dieta integral, BU: dieta integral mas buffer con zeolita, MS: Materia seca.
a, b, c: medias con superindice distinto en la misma fila indican diferencia significativa (p < 0.05).

Calidad de la leche de oveja East Friesian

Grasa

Durante la primera etapa se identificaron diferencias significativas entre semanas en la
produccion de grasa (g d™1), mostrando una tendencia ascendente (p < 0.05; Tabla 4).
Asimismo, el analisis global por etapa revelé un incremento significativo en la produccién
de grasa durante la segunda etapa.

Tabla 3. Produccion de leche (kg d!) de ovejas East Friesian alimentadas con dietas con (BU) y sin
zeolita (CO)

Etapa 1 Etapa 2
o Produccién de leche, kg d* Produccién de leche, kg d* ®
@ Total Total s
a Semana Semana 15}
1 2 3 4 5 6 7 8
wn
o
8 0.23+0.01 0.28+0.09 0.31+0.08 0.34+0.07 0.29+0.08 0.37+0.08 0.40+0.08 0.43+0.09 0.45+0.10 0.41+0.09 E
™
o
wn
o
a 0.19+0.11 0.22+0.10 0.27£0.09 0.30+0.09 0.25+0.10 0.41+0.07 0.44+0.07 0.45+0.08 0.50+0.09 0.45+0.07 E
™
o

0.21+0.09 0.26+0.08 0.29+0.07 0.32+0.06 0.27+0.07° 0.39+0.05 0.42+0.06 0.44+0.07 0.47+0.08 0.43%0.06°

Global
I

CO: dieta integral, BU: dieta integral méas buffer con zeolita.
a, b: medias con superindice distinto en la misma fila indican diferencia significativa (p < 0.05).
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Tabla 4. Contenido de grasa (g d-1) en laleche de ovejas East Friesian alimentadas con dietas con
(BU) y sin zeolita (CO)

Etapa 1 Etapa 2

- Produccién de grasa, g d* Produccién de grasa, g d* ©

ko Total Total s

a Semana Semana o

1 2 3 4 5 6 7 8

>
N

8 11.8+6.2 14.2+55 16.6+x5.0 19.7+45 15.6+5.1 21.3+5.1 22.6+5.8 26.5+5.6 26.0+6.1 24.1+5.3 g
)}
—
x
N

a 9.2+6.9 18.1+6.3 16.5#5.8 19.6+5.4 15.8459 25.844.3 26.0+4.5 25.9+5.0 29.6+5.5 26.8+4.6 E
N

©

8 10.5+5.7° 16.1+4.9% 16.6+4.3% 19.6+3.7% 15.7+4.5% 23.6+3.4 24.3+3.7 26.2+4.2 27.8+4.8 25.5+3.8"

Q

CO: dieta integral, BU: dieta integral mas buffer con zeolita.
X, Y: medias con superindice distinto en la misma columna indican diferencia significativa (p < 0.05).
a, b; A, B: medias con superindice distinto en la misma fila indican diferencia significativa (p < 0.05).

Proteina

El contenido de proteina (g d™) fue significativamente mayor durante la segunda etapa
(p < 0.05; Tabla 5). Durante la primera etapa, se observaron diferencias significativas
entre semanas, destacando un valor superior en la semana 2 (p < 0.05) respecto a la
semana 1y semana 3, aunque comparable con la semana 4.

Tabla 5. Contenido de proteina (g d™) en laleche de ovejas East Friesian alimentadas con dietas
con (BU) y sin zeolita (CO)

Etapa 1 Etapa 2

fio Contenido de proteina, g d™* Contenido de proteina, g d* =

K} Total Total =l

a Semana Semana 8

1 2 3 4 5 6 7 8

~

8 9.57+4.6 12.82+4.1 13.07+£3.7 14.48+3.3 12.5+3.8 15.92+3.7 17.39+3.9 19.70%#4.2 20.17+4.5 18.3+4.0 3
Te]
-
~

a 8.20+5.1 13.45+4.7 11.37#4.3 12.78+4.0 11.4+44 17.89+3.1 18.86+3.3 20.17+3.7 22.14+4.1 19.8+3.4 E
Te]
—

T

2 8.89+4.2° 13.1443.7% 12.22+3.2% 3.63+2.8%° 12.0+3.4% 16.91+2.5 18.13%2.7 19.93#3.1 21.15+3.6 19.0£2.9" _

O

CO: dieta integral, BU: dieta integral méas buffer con zeolita.

a, b: medias con superindice distinto en la misma fila indican diferencia significativa (p < 0.05).
A, B: medias con superindice distinto en la misma fila indican diferencia significativa (p < 0.05).
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Lactosa

Se observé mayor produccion de lactosa (g d™') durante la segunda etapa (p < 0.05);
ademas, de un efecto significativo de la semana (p < 0.05) dentro de la primera etapa,
destacandose un menor contenido en la semana 1(Tabla 6).

Tabla 6. Contenido de lactosa (g d™) en la leche de ovejas East Friesian alimentadas con
dietas con (BU) y sin zeolita (CO)

Etapa 1 Etapa 2 _

o Lactosa, g d? Total Lactosa, g d™ Total %
a Semana Semana G

1 2 3 4 5 6 7 8

~

8 14.20+6.7 18.80+5.9 19.20+5.3 20.90+4.8 18.3+5.5 23.30+5.4 25.20+5.7 28.50+6.1 29.50+6.6 26.60+5.8 g
N

<

B 12.20+£7.4 20.10+6.8 16.3016.2 18.60+5.8 16.8+6.4 26.00+4.5 27.50+4.8 29.60+5.3 32.50+6.0 28.90+5.0 g
N

N

13.206.1° 19.40+5.3% 17.80+4.6% .9.70+4.0% 17.5+4.9° 24.60+3.6 26.40+4.0 29.00+4.5 31.00#5.2 27.80+4.2"

O|Global

CO: dieta integral, BU: dieta integral con buffer a base de zeolita
a, b; A, B: medias con superindice distinto en la misma fila indican diferencia significativa (p < 0.05).

o

Minerales

No se observo un efecto significativo del tipo de dieta sobre el contenido mineral (g d™?)
de la leche (p > 0.05; Tabla 7). Sin embargo, la segunda etapa mostré6 valores
significativamente superiores (p < 0.05), independientemente del tratamiento.

Solidos totales

Durante la primera etapa no se detectaron diferencias significativas entre tratamientos.
En contraste, durante la segunda etapa las ovejas alimentadas con la dieta suplementada
con zeolita (BU) presentaron una produccion diaria de solidos totales (g d™)
significativamente mayor (p < 0.05; Tabla 8). A nivel global, se evidenciaron diferencias
significativas entre semanas y etapas (p < 0.05), con un incremento progresivo hacia la
segunda etapa.

DISCUSION

En consumo promedio de materia seca por oveja (=60 kg en animales con parto simple),
fue consistente con los valores establecidos por el NRC (2007) y con los reportados para
ovejas East Friesian bajo condiciones experimentales comparables (Estrada-Angulo et
al., 2017; Kremer et al., 2015). La inclusién dietética de zeolita al 1.5 % no modificé
significativamente el consumo voluntario, en concordancia con estudios previos en
rumiantes mayores y menores (Marin et al., 2020). Este comportamiento podria atribuirse
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a que la zeolita no afecta la palatabilidad de la dieta, lo que permite mantener niveles
estables de ingestion incluso en etapas fisiolégicamente demandantes (Amanzougarene
& Fondevila, 2022). Aunque algunos autores han reportado ligeras reducciones en el
consumo durante el preparto en ciertas especies, no se han documentado efectos
adversos persistentes (Frizzarini et al., 2024).

Tabla 7. Contenido de minerales (g d™) en laleche de ovejas East Friesian alimentadas con dietas
con (BU) y sin zeolita (CO)
Etapa 1 Etapa 2
Contenido mineral, g d™* Total Contenido mineral, g d™ Total
Semana Semana
1 2 3 4 5 6 7 8

Dieta
Global

1.72+0.64 1.76+0.58 1.91+0.52 2.15+0.48 1.88+0.52 2.32+0.53 2.52+0.55 3.03+0.59 3.11+0.64 2.75+0.55

(ef6}

1.44+0.71 0.28+0.65 1.72+0.60 2.04+0.56 1.37+0.61 2.67+0.46 2.86+0.48 3.14+0.52 3.49+0.58 3.04+0.47

BU
2.21+0.33 [2.31£0.33

1.58+0.59* 1.020+0.51% 1.82+0.45" 2.09+0.39" 1.63+0.46 2.50+0.35 2.69+0.39 3.08+0.44 3.30+0.50 2.89+0.39

Global

CO: dieta integral, BU: dieta integral mas buffer con zeolita.
A, B: medias con superindice distinto en la misma fila indican diferencia significativa (p < 0.05)

Tabla 8. Produccion de solidos totales (g d?) en laleche de ovejas East Friesian alimentadas con
dietas con (BU) y sin zeolita (CO)

Etapa 1 Etapa 2

© Solidos totales, g d* Sélidos totales, g d* g

Qo Total Total o

I} Semana Semana 0]

1 2 3 4 5 6 7 8

™~

8 39.8+18.5 48.6£16.5 54.4+14.8 60.8+13.5 50.9+15.4 65.9+15.1 71.4+15.8 81.6+16.9 82.9+18.3 75.4+£16.1
N
o
(o]
™~

g 32.5#20.7 53.6+18.9 48.4x17.3 55.6+16.1 47.5x17.9 77.0£12.6 80.2+13.5 82.8+14.8 92.9+16.6 83.2#13.9
<
[T}
©

K]

©36.1+17.1° 51.1+14.8% 51.4+12.8% 58.2+11.2° 49.2+13.7® 71.5+10.0 75.8+11.0 82.2+12.6 87.9+14.5 79.3+11.6"

O

CO: dieta integral, BU: dieta integral méas buffer con zeolita.
a, b; A, B: medias con superindice distinto en la misma fila indican diferencia significativa (p < 0.05).

En su forma de clinoptilolita, particularmente cuando se administra como particula fina, la
zeolita ha demostrado eficacia como adsorbente de micotoxinas (Katsoulos et al., 2016).
Ademas de su accion detoxificante, su empleo en nutricidn animal esta ampliamente
respaldado por su capacidad para aportar minerales y optimizar el rendimiento productivo


https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario
mailto:abanicoveterinario@gmail.com
mailto:abanicoveterinarioaves@gmail.com
mailto:abanicoveterinariosalud@gmail.com
https://www.mdpi.com/2076-2615/12/3/345
https://www.mdpi.com/2076-2615/12/3/345
https://www.journalofdairyscience.org/article/S0022-0302(24)00547-2/fulltext
https://janimscitechnol.biomedcentral.com/articles/10.1186/s40781-016-0106-4

ABANICO VETERINARIO E-ISSN 2448-6132 Creative Commons (CC BY-NC 4.0) a
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario ;

abanicoveterinario@gmail.com abanicoveterinarioaves@gmail.com abanicoveterinariosalud@gmail.com

(EI-Nile et al., 2023), mediante la estabilizacién del ambiente ruminal (Olteanu et al.,
2019).

En el presente estudio, no se observaron incrementos significativos en el volumen de
leche atribuibles a la inclusién de zeolita, resultado que coincide con lo informado por
Marin et al. (2020) en vacas lecheras. No obstante, si se detecté un aumento significativo
en la produccion y el contenido de grasa lactea, un efecto previamente descrito
(Khachlouf, 2018; El-Nile et al., 2021) y vinculado a la capacidad buffer de la zeolita, que
favorece la produccion de acidos grasos volatiles (El-Nile et al., 2023), especialmente
acetato (Khachlouf, 2018), principal precursor lipogénico en la glandula mamaria. Este
hallazgo sugiere un ambiente ruminal mas estable y propicio para la fermentacion de la
fibra.

Por el contrario, los contenidos de proteina y lactosa no presentaron variaciones
significativas, en concordancia con lo reportado por Khachlouf et al. (2019) y Saad et al.
(2021), lo que indica que la zeolita no interfiere en la sintesis de estos componentes
esenciales de la leche. Asimismo, se observo una mejora en la eficiencia de utilizacion
de la energia dietética cercana al 4.5 %, consistente con lo descrito por Urias-Estrada et
al. (2021) en rumiantes alimentados con dietas de alta densidad energética, aunque los
mecanismos fisiologicos subyacentes a este efecto requieren mayor elucidacion.

En relacidn con la composicion mineral de la leche, se registré un incremento durante la
segunda fase del experimento, sin asociacion directa con el tratamiento, pero congruente
con la literatura que atribuye a la zeolita propiedades de intercambio idnico capaces de
modular la biodisponibilidad mineral y proteger compuestos lipidicos durante la
fermentacion ruminal (Lyubin et al., 2020; Ochoa-Alfaro et al., 2009). Ademas, su
capacidad para adsorber metales pesados podria contribuir indirectamente a mejorar la
salud digestiva y, en consecuencia, la calidad del producto final (Butsjak & Butsjak, 2014).
Finalmente, la mayor proporcion de solidos totales observada en la leche de ovejas
suplementadas con zeolita (Khachlouf, 2018) respalda su potencial como aditivo
funcional para mejorar la calidad composicional de la leche, especialmente en lo relativo
a las fracciones grasa, lactosa y minerales (Sulzberger et al., 2016; Khachlouf et al.,
2019). Este efecto resulta particularmente relevante en sistemas ovinos especializados
en la produccién de leche con alto valor nutricional y comercial. Asimismo, el empleo de
zeolitas ha sido validado internacionalmente en medicina veterinaria y nutricion animal
(Khachlouf, 2018), reportandose beneficios que van desde la mejora del comportamiento
de ingesta en animales jévenes hasta un impacto positivo en el bienestar postparto
(Simona & Camelia 2019; Dalton et al., 2024).

CONCLUSIONES
El presente estudio amplia el conocimiento disponible para sistemas ovinos
especializados en México. La inclusion de un buffer con zeolita en la dieta de ovejas East
Friesian lactantes no modifico significativamente el consumo voluntario de materia seca
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ni la produccion total de leche, lo que indica que la adicion de zeolita en las proporciones
evaluadas no afecta negativamente estas variables productivas.

No obstante, la suplementacion con zeolita si generd un incremento significativo en la
calidad composicional de la leche, al aumentar tanto el contenido porcentual como la
produccion diaria de grasa, asi como el porcentaje de soélidos totales. Estos resultados
sugieren que el efecto buffer y la capacidad de intercambio i6nico de la zeolita podrian
favorecer un ambiente ruminal mas estable y una mayor sintesis de acidos grasos
volatiles, traduciéndose en un mejor perfil graso de la leche.

Por otro lado, no se observaron efectos significativos sobre el contenido de proteina,
lactosa y minerales en la leche, aunque la produccién diaria de proteina y lactosa fue
mayor en etapas avanzadas de la lactancia, en concordancia con los procesos
fisioldgicos caracteristicos de este periodo.

En conjunto, estos hallazgos evidencian que la zeolita puede emplearse como un aditivo
funcional capaz de mejorar la composicion nutritiva de la leche sin comprometer el
consumo ni el rendimiento lacteo, constituyendo asi una estrategia nutricional viable para
optimizar la calidad de la leche en sistemas ovinos especializados.
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RESUMEN

La mastitis bovina es una enfermedad infectocontagiosa de la glandula mamaria causada por la invasion
de patdgenos. La etiologia bacteriana de esta enfermedad es una de las méas importantes y el tratamiento
de estas infecciones actualmente es mas complejo por la resistencia que han generado las bacterias a los
antimicrobianos convencionales. El objetivo de la presente investigacion fue realizar una revision
bibliografica de Lippia graveolens y su actividad contra bacterias asociadas a mastitis bovina. Se
consultaron los reportes cientificos de composicion fitoquimica del orégano silvestre (L. graveolens) y la
actividad antibacteriana contra bacterias asociadas a mastitis bovina. Los metabolitos identificados en L.
graveolens con mayor reporte de actividad antibacteriana fueron naringenina, quercetina, luteolina asi
como los terpenos timol y carvacrol. L. graveolens contiene metabolitos secundarios con reportes de
actividad antibacteriana por lo que podria ser una alternativa de tratamiento contra bacterias asociadas a
mastitis bovina.

Palabras clave: Lippia graveolens, metabolitos secundarios, actividad antibacteriana, mastitis.

ABSTRACT
Bovine mastitis is an infectious disease of the mammary gland caused by the invasion of pathogens, among
them the bacterial etiology is one of the most important and the treatment of these infections has currently
been complicated by the resistance generated by Gram positive bacteria and Gram negative to conventional
antimicrobials. The objective of this research was to carry out a bibliographic review of Lippia graveolens
and its activity against bacteria associated with bovine mastitis. Scientific reports on the phytochemical
composition of wild oregano (L. graveolens) and the antibacterial activity against bacteria associated with
bovine mastitis were consulted. The metabolites identified in L. graveolens with the highest reported
antibacterial activity were naringenin, quercetin, luteolin as well as the terpenes thymol and carvacrol. L.
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graveolens contains secondary metabolites with reports of antibacterial activity, so it could be an alternative
treatment against bacteria associated with bovine mastitis.
Keywords: Lippia graveolens, secondary metabolites, antibacterial activity, mastitis.

INTRODUCCION

La mastitis bovina es la inflamacion de la gldndula mamaria, causada por la invasion de
microorganismos patdégenos que destruyen los tejidos secretores de leche. En la etiologia
bacteriana se reportan mas de 100 especies asociadas a mastitis bovina (Sharun et al.,
2021; Morales et al., 2023). Las bacterias mas frecuentes en los casos de mastitis son:
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus
dysgalactiae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus coagulasa negativos (Pascu et al., 2022; Morales et al., 2023).

El tratamiento de la mastitis se realiza con la administracién de antimicrobianos de origen
guimico, sin embargo, su uso continuo y desmedido ha inducido el desarrollo de
resistencia antimicrobiana, generando una problematica mundial en la salud animal y
humana, por la interaccion de las bacterias de estas dos poblaciones y la transferencia
de resistencia intergénica (Galarza et al., 2021; Wang et al., 2021; Li et al., 2023). La
resistencia bacteriana genera un incremento del costo en el tratamiento y eliminacion
prematura de animales, lo anterior ha estimulado a la comunidad cientifica a la busqueda
de nuevas alternativas para el tratamiento de la mastitis bovina (Kovacevic¢ et al., 2022;
Morales et al., 2023).

Dentro la diversidad floristica, el orégano mexicano Lippia graveolens es una planta de
interés por su composicion fitoquimica, esta arbustiva silvestre se ha utilizado con fines
culinarios y en medicina tradicional para tratar enfermedades respiratorias, digestivas,
cuadros de inflamacion, dolores de cabeza y reumatismo (Bautista et al., 2021). Existen
reportes que evidencian la actividad antibacteriana de L. graveolens con diferentes
metodologias de extraccion de metabolitos secundarios y concentraciones a las cuales
se ha determinado la actividad antibacteriana contra diversas géneros bacterianos
incluyendo los asociados a mastitis bovina (Bautista et al., 2021; Cortés et al., 2021,
Kovacevic et al., 2022; Garcia et al., 2022). El objetivo de la presente investigacion fue
realizar una revision bibliografica de L. graveolens y su actividad contra bacterias
asociadas a mastitis bovina.

METODOLOGIA

Para llevar a cabo la presente revision se realiz6 una busqueda exhaustiva en las
siguientes bases de datos: PubMed, ScienceDirect y Google académico, de estudios
publicados hasta 2024. Se utilizaron los siguientes encabezados y palabras clave: L.
graveolens, extractos vegetales, mastitis bovina y actividad antibacteriana. Se revisaron
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los documentos de texto completo y se eliminaron los documentos duplicados. Los
criterios de exclusion fueron métodos inadecuados y falta de acceso al texto completo.

BOTANICA DE LA PLANTA

L. graveolens es una planta arbustiva perenne, alcanza dos metros de altura, presenta
ramas de corteza exfoliante con hojas pecioladas opuestas, ovaladas lanceoladas, haz
rugoso escabroso, estrigoso glandular, envés densamente piloso, apice obtuso y margen
diversamente crenado (Ocampo et al., 2009). La floraciébn se presenta en época con
mayores precipitaciones (Bueno, 2014), su inflorescencia es indeterminada de tipo espiga
subglobosas, corolas blancas, zigomorfas, con flores pequeias de 4 mm hermafroditas,
en cantidades de 2 a 20 flores, presenta frutos pequefios de capsulas indehiscentes, con
semillas sin endospermo (Figura 1) (Ocampo et al., 2009).

La planta es silvestre, se encuentra en cerros de zonas templadas, aridas y semiaridas
de México, se adapta entre 1400 a 2300 metros de altitud, en suelos pedregosos de
textura franco-arenosa, prefiere clima tipo seco y semiseco, con temperatura de 20 a
24°C y precipitacién de entre 182 a 267 mm (Figura 1) (Martinez et al., 2014). Es una
planta aromatica, su uso es culinario y en la herbolaria para el tratamiento de
padecimientos digestivos. En Chihuahua, Durango, Tamaulipas, Coahuila, Jalisco,
Zacatecas, Querétaro, Hidalgo y Baja California, se colecta su follaje para su
comercializacion en los mercados locales (Bueno, 2014).
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La caracterizacion fitoquimica de L. graveolens a partir de extractos acuosos,
hidroalcohdlicos y aceites esenciales, muestra diferencias en su composicion fitoquimica
(Gonzélez et al., 2017; Bernal et al., 2022). La extraccion se ha realizado con técnicas
convencionales como la maceracion con alcoholes y agua a diferentes proporciones, y
por tecnologias actuales como extraccion asistida por ultrasonido con uso de solventes
eutécticos y extracciéon con fluido supercritico mediante di6xido de carbono como
disolvente (Bernal et al., 2023). La presencia de metabolitos difiere por los métodos de
extraccion como se observa en la Tabla 1, destacando los compuestos fendlicos y
monoterpenos (Gonzélez et al., 2017).

COMPOSICION FITOQUIMICA

Tabla 1. Compuestos fitoquimicos identificados en extractos vegetales de Lippia graveolens

Extracto Método de Solvente Compuestos Referencia
extraccion
Acuoso Ultrasonido  Cloruro de colina- Acido cafeico, Garcia et al. (2022)
y fluido etilenglicol, cloruro protocatequico y Gonzalez et al.
supercritico  de colina-glicerol y rosmarinico. (2017)
mediante  Cloruro de colina- Quercetina, luteolina, ~ S°to etal. (2019)
CO: acido lactico. naringenina, eriodictiol. Bernal et al.(2023)
carvacrol
Hexano Maceracion Hexano Timol, m -cimen-8-ol,
salicilato de metilo,
carvacrol y linalol. Gonzalez et
Acetato de etilo  Maceracion  Acetato de etilo p —cimeno, timol, al.(2017)
cirsimaritina, naringenina
Etandlico Maceracion Etanol Naringenina, taxifolina,
CO:2 supercritico eriodictiol, acido cafeico,
modificado con luteolina, acido
etanol después de  cummarico, Quercetina 3 Aas etal. (2023)
destilacién al O-glucosido, Acido 2- Berna} etal. (2023)
. . i Gonzélez et al.
vapor .hldrfmbenzmco., (2017)
apigenina, quercetina,
floridzin, acacetina,
sakuranetina, cirsimaritina,
crisoeriol.
Hidroalcohélico = Maceracion Metanol y Loganina, secologanina,
Cloroformo secoxiloganina,

dimetilsecologanosido,

acido logénico, &cido 8-
epi-loganico, acido
carioptosidico y sus

Cortes et al. (2021)
Picos et al. (2021)
Leyva et al. (2016)

derivados 6-O-p-coumaroil
y 6-O-cafeoil, naringenina,

Rastrelli et al. (1998)
Lin et al. (2007)
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pinocembrina, lapachenol
e icterogenina, luteolina-7-
O-glucdsido, apigenina 7-
O-glucosido, floridzina,
taxifolina, eriodictiol,
escutellareina, luteolina,
guercetina y galangina.
Aceite esencial Hidro- Carvacrol, acetato de a- Hernandez et
destilacion terpinilo, m-cimeno, timol, al.(2009) Martinez et
B-pineno y a-thujeno, @l (2014)
linalool humuleno Nonato et al. (2022)
. . Castillo et al. (2023)
Sesquiterpeno:

isocariofileno, y-terpineno.

En L. graveolens los flavonoides de mayor presencia son: la quercetina, luteolina,
naringenina, eriodictiol, luteolina, hesperidina y floridzina (Bernal et al., 2023). Los
metabolitos; naringenina, quercetina floridzina y cirsimaritina son marcadores quimicos
del género de Lippia (Bernal et al., 2022). En extracto metanolico de hojas se obtiene
mejor perfil de flavonoides, se han encontrado tres iridoides mayoritarios: acido
carioptosidico con dos derivados: 6’-O-p-coumaroil y 6’-O-cafeoil, y siete iridoides
minoritarios: loganina, secologanina, secoxiloganina, dimetil, secologanosido, acido
loganico, acido 8-epi-loganico y carioptosido (Rastrelli et al., 1998; Lin et al., 2007). Los
monoterpenos son los componentes principales de los aceites esenciales del género
Lippia (Cortés et al., 2021; Bernal et al., 2023). En extractos a base de agua, hexano,
acetato de metilo y en procesos de hidrodestilacion para la obtencion de aceite esencial,
se reportan la presencia de los monoterpenos: timol, carvacrol, limoneno, b -cariofileno,
r -cimeno, canfor, linalol, a -pineno, los cudles pueden variar de acuerdo al quimiotipo y
meétodo de extraccion (Calvo et al., 2014; Garcia et al., 2022). Al respecto Vernin (2001)
reporté que el aceite esencial de L. graveolens de México y Centroamérica presentan
concentraciones del 35 al 71 % de carvacrol y del 5 al 7 % de timol. Calvo et al. (2014)
reportaron la presencia de mas de 70 compuestos en sus aceites esenciales, identificaron
tres quimiotipos de la planta: dos fendlicos (carvacrol y timol) y un quimiotipo no fendlico
de sesquiterpenos oxigenados (B-cariofileno, a-humuleno y o6xido de cariofileno). El
habitat de la planta determina la composicion de aceite, la mayor concentraciéon de
carvacrol se ha obtenido de plantas que crecen en clima semiarido, con suelos delgados
y rocosos (Torres et al., 2022). Sin embargo, existen reportes de plantas jovenes que
crecen en condiciones menos aridas y con suelos profundos, lo que proporciona mayor
presencia de timol y las que crecen en clima subhimedo presentan mayor cantidad de
sesquiterpenos oxigenados (Llamas et al., 2022).
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METABOLITOS Y ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
Terpenos

El carvacrol y el timol son de mayor presencia en L. graveolens (Calamaco et al., 2023),
su concentracion se afecta por factores edéficos y climéaticos del habitat de la planta
(Cortés et al.,, 2021). El carvacrol (2-metil-5-1-metiletilfenol) proporciona el aroma
caracteristico del orégano (Ultee et al., 2000). Se sintetiza a partir del cimeno por la via
del mevalonato, es un monoterpeno insoluble en agua y soluble en etanol, tetracloruro
de carbono y éter dietilico (Lee et al., 2017). Su estereoquimica (Figura 2) de un solo
anillo fendlico con tres sustituyentes de grupos funcionales (Memar et al., 2017) le otorgan
propiedades antibacterianas, antioxidantes, anticancerigenas y antiinflamatorias (Tapia
et al., 2017).

CHs
OH
OH
HsC CH,
Carvacrol Timol

Figura 2. Terpenos reportados en Lippia graveolens

En bacterias el carvacrol induce lisis celular por cambios en los compuestos lipofilicos y
las partes hidrofobicas de la membrana citoplasmatica, incrementa la permeabilidad de
los cationes (H + y K +), genera salida de lipopolisacaridos y produccidén de especies
reactivas de oxigeno, inhibe actividad de las ATPasas, la replicacion del ADN microbiano
y la sintesis de energia, causando muerte celular (Gallegos et al, 2022). Sin embargo,
Ultee et al. (2000) reportaron que las bacterias pueden adaptarse al carvacrol y modificar
la composicion de acidos grasos de la membrana y reducir su permeabilidad.

El timol es un isémero de Carvacrol (Figura 2), es una sustancia aromatica de coloracion
cristalina blanca, de baja solubilidad en agua y alta en solventes organicos, con pH
neutro, pero puede tener caracteristicas alcalinas en soluciones acuosas debido a la
desprotonacién del fenol (Chizzola, 2013). Presenta actividad bactericida, fungicida,
insecticida, nematicida, varroocida (Gallegos et al., 2022). Se ha reportado su efecto
antibacteriano in vitro contra Escherichia coli, Salmonella spp. y S. aureus a una
concentracion de 0.75 mg/mL (Shapira-Mimran 2007; Gallegos et al., 2019). En
concentraciones de 1 % y 2 % en aceite esencial de orégano, tiene mayor actividad
antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y menor sobre bacterias Gram negativas

6


mailto:abanicoveterinario@gmail.com
https://doi.org/10.29105/idcyta.v8i1.109
https://doi.org/10.3390/molecules26030702
https://doi.org/10.1007/s002030000199
https://doi.org/10.1111/jam.13602
https://doi.org/10.1097/MRM.0000000000000100
https://doi.org/10.4014/jmb.1608.08024
https://doi.org/10.4014/jmb.1608.08024
http://dx.doi.org/10.56369/tsaes.3914
https://doi.org/10.1007/s002030000199
https://doi.org/10.1007/978-3-642-22144-6%20130
http://dx.doi.org/10.56369/tsaes.3914
https://doi.org/10.1089/mdr.2007.731
http://dx.doi.org/10.56369/tsaes.2838

ABANICO VETERINARIO E-ISSN 2448-6132 abanicoveterinario@gmail.com 8
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario

Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

(Du et al., 2015; Erazo et al., 2017). En estudios in vitro sobre enterobacterias Gram
negativas se encontr6 mayor actividad antibacteriana del timol de Lippia berlandieri a
diferencia de otros antimicrobianos (Garcia et al.,, 2022; Gracia et al., 2022). El
mecanismo de accion antibacteriano es similar al de carvacrol, se une a las membranas
bacterianas de manera hidrofébica por puentes de hidrégeno afectando la membrana
externa e interna, incrementando la permeabilidad y la pérdida de iones de potasio y ATP
intracelular, ocasionando la muerte celular (Di Pasqua et al., 2010).

Flavonoides

En L. graveolens los flavonoides (Figura 3) con mayor reporte de actividad biolégica son
naringenina, quercetina y luteolina (Lin et al., 2007). La naringenina es un compuesto
bioactivo con actividad hepatoprotectora, antiaterogénica, antiinflamatoria,
antimutageénica, anticancerigena y antimicrobiana (Ke et al., 2017). En reaccion con
yoduros de alquilo forma compuestos de O-alquilo de naringenina con potencial
antibacteriano contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis
(Koztowska et al., 2019). Un derivado de O-alquilo naringenina, es la sakuranetina (7-O-
metilnaringenina) con importante actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram
negativas y Gram positivas. La naringenina inhibe el crecimiento de Staphylococcus
aureus, afectando la membrana celular y la composicion de &acidos grasos. En
Escherichia coli actua a nivel de los genes asociados a la biosintesis de acidos grasos
de la membrana (Wang et al., 2018).

OH
Holo

OH 0 OH ©

Quercetina Naringenina Luteolina

Figura 3. Flavonoides reportados en Lippia graveolens

La quercetina es un flavonol, basado en la estructura de flavona nC6 (anillo A)-C3 (anillo
C)-C6 (anillo B). Su actividad antibacteriana es de amplio espectro, rompe la pared celular
de las bacterias, inhibe la sintesis de acidos nucleicos y reduce de la actividad enzimatica
(Wang et al.,2018), especificamente en Escherichia coli altera la actividad del trifosfato
de adenosina (Plaper et al., 2003). Segun Hooda et al. (2020), la impregnacion de
guercetina con nanoparticulas de plata inhibe el crecimiento de bacterias: Klebsiella
pneumoniae (ATCC79%€03)  Enterococcus faecalis (ATCC®?%), Proteus vulgaris
(ATCC*?%), Escherichia coli (ATCC?9??), Staphylococcus aureus (ATCC4*3%0),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC?78%3),
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La luteolina (3’,4’,5,7-tetrahidroxiflavona) es un polifenol de familia de las flavonas, con
estructura molecular (C6-C3-C6) de dos anillos bencénicos y un tercer anillo que contiene
oxigeno, y un doble enlace entre los carbonos C2 y C3 (Figura 3). Su estructura favorece
su actividad bioquimica y biologica (Wu et al., 2019). Este flavonoide tiene diversas
actividades biolégicas, tales como: antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana,
anticancerigena, y efecto hipoglucémico, hipolipidémico, hipotensor e inmunomodulador
(Wu etal., 2019). En las bacterias la luetolina afecta la integridad de la pared y membrana
celular, inhibiendo la sintesis de &cidos nucleicos, la expresion de proteinas e interfiere
con el metabolismo energético (Guo et al.,, 2022). En un estudio Qian et al. (2021)
encontraron que la luteolina deteriora la morfologia celular de la membrana y afecta la
formacién de biopelicula en Staphylococcus aureus y Escherichia coli. En estudios contra
Trueperella pyogenes se reporta una Concentraciéon Minima Inhibitoria (MIC) de luteolina
de 78 pg/mL, y con la mitad de la MIC se aumenta la susceptibilidad para Staphylococcus
resistentes a metiilcilina y a macrolidos, 1o que permite una alternativa de tratamiento a
patogenos resistentes (Guo et al., 2022).

ACTIVIDAD DE Lippia spp. CONTRA BACTERIAS RESISTENTES ASOCIADAS A
MASTITIS BOVINA

Existen reportes de la actividad antibacteriana de extractos de Lippia spp. en bacterias
resistentes como Streptococcus spp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli (Gupta et al., 2020; Pinheiro et al.,
2022; Nonato et al., 2022). La Concentracion Minima Inhibitoria en la evaluacion de
extractos y metabolitos de Lippia spp. sobre bacterias presenta variacion por la especie
evaluada, metodologia de extraccion y evaluacion (Rani et al., 2022; Nonato et al., 2022;
Suarez et al., 2024).

En Streptococcus spp. se reporta una MIC de fluido supercritico de L. graveolens de 67
mg/mL, mientras que para los metabolitos: timol se reportan MIC de 0.31 a 8.0 mg/mL y
para carvacrol de 0.31 a 9 mg/mL (Tabla 2). En Staphylococcus spp. la MIC para
extractos etanolicos de Lippia spp. se reporta de 128 a 512 pg/mL, para aceite esencial
de 53.3 a 512 pg/mL, mientras que para timol fue de 0.15 a 0.75 pg/mL y carvacrol de
0.38 a 1.3 ug/mL (Dal Pozzo et al., 2011; Rani et al., 2022; Gallegos et al., 2019; Nonato
et al., 2022).

En Pseudomonas aeruginosa se reporta una MIC para extractos etandlicos de 128 a 512
pg/mL, mientras que en aceites esenciales de 0.37 a 80 pg/mL. Para el caso de
Escherichia coli se encontraron los siguientes reportes de MIC: extractos etanélicos (74.6
a 256 pug/mL), aceites esenciales (0.37 a 426 pug/mL), timol (0.15 a 0.38 pug/mL) y carvacrol
(0.15a0.75 pg/mL). Los aceites esenciales y sus compuestos (carvacrol y timol), son los
gque presentan mayor actividad antibacteriana en bacterias resistentes aisladas de
mastitis (Rani et al., 2022; Nonato et al., 2022; Suarez et al., 2024). Pinheiro et al. (2022)

8


mailto:abanicoveterinario@gmail.com
https://doi.org/10.2147/IJN.S214585
https://doi.org/10.2147/IJN.S214585
https://doi.org/10.2147/IDR.S253363
https://doi.org/10.1007/s12010-020-03330-w
https://doi.org/10.1186/s13567-021-01021-w
https://www.researchgate.net/publication/340004579
https://doi.org/10.33448/rsd-v11i9.31478
https://doi.org/10.33448/rsd-v11i9.31478
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2022.132614
https://doi.org/10.1111/lam.13675
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2022.132614
https://doi.org/10.37360/blacpma.24.23.3.28
https://doi.org/10.37360/blacpma.24.23.3.28
https://doi.org/10.1590/S0102-09352011000500026
https://doi.org/10.1111/lam.13675
http://dx.doi.org/10.56369/tsaes.2838
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2022.132614
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2022.132614
https://doi.org/10.1111/lam.13675
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2022.132614
https://doi.org/10.37360/blacpma.24.23.3.28
https://doi.org/10.33448/rsd-v11i9.31478

ABANICO VETERINARIO E-ISSN 2448-6132 abanicoveterinario@gmail.com
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario
Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

8 VW
mencionan que el aceite esencial tiene accién inhibitoria y bactericida contra cepas de
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, no asi contra Pseudomonas aeruginosa donde
su efectividad disminuye por la formacion de biopelicula y la accion de bombas de eflujo,
caracteristicas intrinsecas de esta especie. La combinacion de extractos etandlicos de
Lippia spp. con antimicrobianos reducen las MIC de amikacina, gentamicina, y cefalotina,
sin embargo, tienen efecto antagonista con bencilpenicilina y con otros extractos
naturales (Nonato et al., 2022). En la actualidad se investigan las sinergias entre extractos
y antimicrobianos para mejorar la eficacia, reducir toxicidad y resistencia bacteriana
(Garcia et al., 2019; Pinheiro et al., 2022; Nonato et al., 2023; Suarez et al., 2024).

Tabla 2. Actividad antibacteriana de Lippia spp y sus metabolitos contra patdgenos resistentes
asociados a mastitis bovina

Concentracion

Bacteria Extractos y compuestos Minima Referencia
Inhibitoria (MIC)
Streptococcus Timol 0.31-0.63 pL/mL
spp.p Carvacrol 0.16-0.63uuL/mL Gupta etal. (2020)
Fluido supercritico )
Streptococcus  de L. graveolens 67 mg/ml. Garcla et al. (2019)
agalactiae Timol 8.0 mg/mL
Carvacrol 9.0 mg/mL Gupta etal. (2020)
Extracto etandlico de L. alba 853 pg/mL
Extracto etandlico de L. sidoides 128 pug/mL
Extrgcto etan.c’)lico de L.gracilis 512 pg/mL Nonato et al. (2022)
Aceite esencial de L. alba 256 pg/mL
Staphylococcus Aceite esencial de L. sidoides 53.3 pg/mL
aureus Aceite esencial de L.gracilis 512 pg/mL
Aceite esencial de L. graveolens 12 pL/mL Suarez et al. (2024)
Timol 0.15-0.75 mg/mL  Gallegos et al. (2019)
Carvacrol 0.38-0.45 mg /mL Rani et al. (2022)
Staphylococcus A.ceite esencial de L. graveolens 1.6 mg /mL
spp. Timol 0.4a0.5mg/mL Dal Pozzo et al. (2011)
Carvacrol 0.8a1.3mg/mL
Extracto etandlico de L. alba 213.3 pg/mL
Extracto etandlico de L. sidoides 128 pug/mL
Extracto etandlico de L.gracilis 512 pg/mL
Pseudomonas Aceite esencial de L. alt?a 1024up?g/mL Nonato et al. (2022)
aeruginosa Aceite esencial de L. sidoides 298.6 pg/mL
Aceite esencial de L.gracilis 682 pg/mL
Aceite esencial L. berlandieri 80 pg/mL Reyes et al. (2020)
Aceite esencial de L. origanoides 2500 ug/mL Pinheiro et al. (2022)
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Mezcla de aceites esenciales de
L. salvifolia: L. sidoides (9:1)
Extracto etandlico de L.

0.37 pg/mL Gupta et al. (2020)

. . 5.0 uL Castellanos et al. (2020)

origanoides

Extracto etandlico de L. alba 768 pg/mL

Extracto etandlico de L. sidoides 74.6 pg/mL

Extracto etandlico de L.gracilis 256 pg/mL Nonato et al. (2022)

Aceite esencial de L. alba 106.6 pg/mL '
Escherichia coli Aceite esencial de L. sido_i_des 106.6 pg/mL

Aceite esencial de L.gracilis 426.6 pg/mL

Aceite esencial de L. origanoides 312 pg/mL Pinheiro et al. (2022)

Aceite esencial L. berlandieri 4 pg/mL Bautista et al. (2021)

Mezcla de aceites esenciales de

L. salvifolia: L. sidoides (9:1) 0.37ng/mL Guptaetal. (2020)

Timol 0.15-0.38 mg/mL  Gallegos et al. (2019)

Carvacrol 0.15-0.75 mg/mL  Rani et al. (2022)
Klebsiella Aceite esencial de L. origanoides 312 pg/mL Pinheiro et al. (2022)
pneumoniae Timol 0.75 mg/mL

Rani et al. (2022)
Carvacrol 0.75 mg/mL

CONCLUSIONES

Los principales metabolitos secundarios de L. graveolens son flavonoides vy
monoterpenos y su concentracion es variable de acuerdo a las condiciones de suelo y
clima del habitat de la planta. Se ha demostrado su actividad antibacteriana contra
diversos géneros bacterianos de importancia en salud, incluyendo las asociadas a
mastitis bovina. La mayor actividad antibacteriana de L. graveolens se ha asociado a timol
y carvacrol, sin embargo, también se ha reportado actividad por la presencia de
naringenina, quercetina y luteolina. En la busqueda de alternativas para combatir
bacterias resistentes o multirresistentes asociadas a mastitis bovina, los metabolitos
secundarios de Lippia graveolens representan una opcién de estudio de nuevos
tratamientos.
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RESUMEN
El dafio al DNA es una amenaza para los organismos y en (ltima instancia, para la supervivencia de las
especies. Entonces, es esencial disponer de herramientas para evaluar precisa y oportunamente este dafio.
Una opcion muy efectiva es la prueba de eritrocitos micronicleados (EMN). Por ello se realizé una
actualizacion que incluye sus fundamentos, ventajas, limitaciones, significado de la inestabilidad genética,
los modelos mas comunes, asi como los desarrollados en México, que destacan por su caracter innovador.
Esta prueba se distingue por su alta informatividad, precisién, relativa simplicidad y costo
comparativamente bajo, ademas que solo se requiere de tomar unas gotas de sangre, sin comprometer la
vida del organismo. Un microntcleo es una pequefia estructura citoplasmatica, con membrana inestable,
resultado de dafio al DNA y promotor de inestabilidad y caos genético; con ello el cancer y otras patologias.
Por otro lado, si el DNA del micronlcleo se libera al citosol, inicia la respuesta inflamatoria crénica,
senescencia y apoptosis. Actualmente, se cuenta de amplia variedad de modelos para entornos de
laboratorio y campo, que permiten la deteccién y evaluacion de agentes micronucleogénicos que ingresan
al organismo a través de diversas vias, como oral, intraperitoneal, tépica o transplacentaria, entre otras.
Palabras clave: microndcleos, eritrocitos, sangre periférica, genotoxicidad, citotoxicidad, inestabilidad
gendmica.
ABSTRACT

Damage to DNA is a threat to organisms and, ultimately, to the survival of species. Therefore, it is essential
to have tools for accurately and timely assessing this damage. One very effective option is the micronucleus
test (MNT). An update has been conducted, which includes its foundations, advantages, limitations, the
significance of genetic instability, the most common models, as well as those developed in Mexico, known
for their innovative character. This test stands out for its high informativeness, precision, relative simplicity,
and comparatively low cost. Additionally, it only requires a few drops of blood, without compromising the life
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of the organism. A micronucleus is a small cytoplasmic structure with an unstable membrane, resulting from
DNA damage and promoting genetic instability and chaos. This can lead to conditions such as cancer and
other pathologies. On the other hand, if the DNA from the micronucleus is released into the cytosol, it
initiates a chronic inflammatory response, senescence, and apoptosis. Currently, a wide variety of models
are available for laboratory and field environments, allowing for the detection and evaluation of
micronucleogenic agents that enter the organism through various routes, such as oral, intraperitoneal,
topical, or transplacental, among others.

Keywords: micronuclei, erythrocytes, peripheral blood, genotoxicity, cytotoxicity, genomic instability.

INTRODUCCION

Un problema global es la liberacion al medio ambiente de amplia variedad de agentes
con multiples efectos para la salud, entre ellas el compromiso de la integridad genética,
dafio silencioso y cuando se detecta suele ser irreversible, ya que esta implicado en
procesos reproductivos, degenerativos y cancerigenos (Torres-Bugarin et al., 2019). Por
ello, es apremiante contar con programas de biomonitoreo y pruebas eficientes y sencillas
de aplicar e interpretar. Una de ellas es la evaluacion de eritrocitos micronucleados (EMN)
de sangre periférica, cuyas bondades incluyen; que es altamente informativa, precisa,
rapida, relativamente sencilla y comparativamente barata (Arellano-Garcia et al., 2021).
Por ello, el objetivo fue realizar una actualizacion que incluye fundamentos, ventajas,
limitaciones, significado de la inestabilidad genética, los modelos mas comunes, asi como
los desarrollados en México, que destacan por su caracter innovador.

METODOLOGIA

En las bases de datos PubMed y Google académico se realiz6 una revision bibliografica
manual de articulos sobre las generalidades relacionadas con el uso de los eritrocitos
como biomarcadores de salud-enfermedad, asi como los principios, ventajas,
desventajas y modelos en el uso de la prueba de EMN de sangre periférica. Se buscaron
articulos tanto en inglés como en espafiol, con fecha de publicacion del 2013 al 2023 y
algunos articulos clasicos anteriores mediante los términos “Micronucleated
erythrocytes”, “model erythrocyte micronucleus test” and “biomonitoring erythrocytes
micronucleated in Mexico”. De cada articulo se revisg titulo, panorama general de los
resimenes y se seleccionaron los articulos de mayor interés.

¢, Qué es toxicidad, citotoxicidad, genotoxicidad y teratogenicidad?

La toxicidad es la exposicion a un agente —téxico —con capacidad de alterar la funcion
celular, seguido de la distribucion, metabolismo y la interaccion de este agente o sus
metabolitos con las macromoléculas como proteinas o DNA, con efectos adversos.
Paracelso mencion6 que cualquier sustancia puede ser toxica (Dosis facit venenum),
dependiendo de la dosis (Giannuzzi, 2018).
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Por su parte, la citotoxicidad es la capacidad que tiene un agente para causar disfuncion
0 muerte celular por apoptosis o necrosis, por tanto, poder evaluarlo es vital (Celik et al.,
2018).

Por otra parte, Ehrenberg, en 1973, acuiid el término genotoxico para sefalar aquellos
agentes que dafan al DNA tanto de células germinales como somaticas y que podria ser
letal o hereditario. En cuyo caso las consecuencias son muy distintas; en células
somaticas, afecta a un individuo y en germinales afecta a individuos de proximas
generaciones, lo que podria amenazar la supervivencia de la especie (Klaassen et al.,
2018). Estos también pueden actuar directa o indirectamente; la directa induce
aberraciones cromosémicas, roturas de cadena simple o doble, entrecruzamiento,
mutaciones puntuales, entre otras y la indirecta afecta proteinas histénicas, enzimas, o
defectos en sistemas de reparacion y replicacion (Puerta-Ortiz et al., 2020).

Y pueden ser mutagénicos, cancerigenos o teratogénicos, de tal manera que un
mutageno induce o incrementa la frecuencia de mutaciones espontdneas—cambios
permanentes y heredables del DNA. Por tanto, todos los mutagenos son genotéxicos,
pero no necesariamente citotoxicos o cancerigenos.

Por otra parte, un cancerigeno o carcinégeno es un agente que podria incrementar la
frecuencia de cancer o inducirlo. No obstante, no todos los genotéxicos o mutagenos son
cancerigenos, pero todos los cancerigenos son genotoxicos (Torres-Bugarin et al., 2019,
2023).

Los teratdgenos tienen la capacidad de impulsar o ampliar la incidencia de fallas innatas
en el crecimiento, migraciéon y diferenciacion en organismos expuestos durante la
organogeénesis (Giannuzzi, 2018; Calzadilla et al., 2022).

Trascendencia de la inestabilidad genémica

La inestabilidad genética es la incapacidad celular para mantener la homeostasis de los
procesos de duplicacion, reparacion y muerte, generado por el aumento de mutaciones,
procesos que estudia la genética toxicologica. Esta multidisciplina investiga el dafio al DNA,
la interaccion de agentes fisicos, quimicos o biolégicos con el material genético, los
mecanismos de respuesta, sus consecuencias, asi como el desarrollo de técnicas para
estudiar todos estos agentes y sus mecanismos (Ladeira & Smajdova, 2017). Es evidente
que la estabilidad del genoma es crucial para mantener el equilibrio celular y garantizar la
continuidad de las especies, sin embargo, el DNA, es una molécula dinamica que
continuamente sufre cambios transitorios 0 permanentes “mutaciones”, que podrian alteran
la expresion genética y en consecuencia repercutir en la salud de los organismos (Torres-
Bugarin et al., 2019, 2023). Estos cambios ocurren continuamente por causas endoégenas
o por factores exdgenos, no obstante, estas modificaciones, podrian ser incompatibles con
la vida, y es gracias a los mecanismos de deteccién, reparacion o eliminacion, que estos
dafios son corregidos casi en su totalidad, por ello, la tasa de mutacion espontanea es baja
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(Pedrazzini et al., 2022); pero, al alterarse estos procesos, entonces ocurren elevada tasa
de alteraciones en el material hereditario, denominado “Inestabilidad gendémica”,
caracteristica del envejecimiento y de enfermedades crénico-degenerativas como el cancer
(Aguilera et al., 2013). Entonces la inestabilidad gendmica deriva de errores en la
replicacion y reparacion del DNA, y de alteraciones en el control de la segregacion
cromosomica, que conlleva alta tasa de mutaciones. Ademas de estos errores intrinsecos,
hay muchos agentes exdgenos que incrementan las mutaciones, lo cual satura a los
sistemas de reparacion, e impactan como genotdxicos, mutagénicos, carcindbgenos o
teratégenos (Maruri et al., 2022).

Tabla 1. Algunas técnicas para evaluar genotoxicidad e inestabilidad gendmica

Prueba Caracteristicas Ref.
Se usa Salmonella typhimurium deficiente en la sintesis de histidina,
Ames después se cuantifican las revertantes His+ inducidos por el Human etal., (2014)

tratamiento.

indice mitético

Se calcula la proporcion de células en cualquier fase de la mitosis
dentro de la poblacién celular analizada.

Olivares et al., (2015)

El Intercambio de Croméatidas hermanas (ICH) refleja mediante la

Valbuena et al.,

ICH incorporacion de Brd la inestabilidad genémica (mas de 5 (2020)
intercambios).

Cariotipo Patrény garacteristi’cas crorpqsémicas de una especie

*Clésico *Se estudia anomalias numéricas y estructurales. Ortega et al.,
¢ Se usan sondas marcadas con fluorocromos para cada cromosoma, (2018)

+Espectral-SKY

para identificar regiones especificas.

Prueba comenta

Mide la frecuencia de ruptura del DNA de cadena simple y doble, sin
inducir divisién celular.

Se diferencian los nucleos sanos de los dafiados por que en estos se
observa migracion del DNA fracturado.

Yamunaque et al., (2019)

Hibridacion Marcaje de cromosomas mediante sondas marcadas con fluorocromos . .
. Roncancio-Velandia et al.,
fluorescente de colores especificos. (2019)
in situ (FISH) Detecta secuencias DNA especificas. ’
Cuantifica los eventos asociados a la apoptosis, incluso la activacion Pineda et al
Apoptosis de caspasas, la exposicion de fosfatidilserina o la fragmentacién del (2021) v

DNA.

Microntcleos

Cuerpos citoplasmaticos esféricos que contienen fragmentos o
cromosomas completos.

Revela dafio por clastégenos o aneuploidégenos, promotores de la
inestabilidad genética.

Sommer et al.,
(2020).

Algunas pruebas para evaluar dafio celular

El dilema es identificar a tiempo a los organismos susceptibles al dafio genémico y por
tanto propensos a problemas cronico-degenerativos como los oncolégicos, o
envejecimiento prematuro; entonces es apremiante contar con biomarcadores y pruebas
de facil ejecucién y relativamente econdmicos que los permitan identificar (Torres-
Bugarin et al., 2023). Como, por ejemplo, las pruebas microbiologias —Ames— o
citogenéticas — inicie mitético, intercambio de cromatides hermanas (ICH), cariotipo,
cometa, FISH, apoptosis y micronucleos— (Tabla 1). También las hay moleculares estas
detectan alteraciones pequefias que no son detectables con microscopio, como la
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reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), sondas, secuenciacion, polimorfismos, y
muchas mas (Merchan et al., 2017).

Eritrocitos como biomarcadores de salud-enfermedad

Tradicionalmente las alteraciones hematologicas se utilizan como biomarcadores de
diversas patologias y de toxicidad. Por su parte, muchas substancias causan dafio a las
lineas celulares hematoldgicas, tanto en su funcion, morfologia como en los procesos
hematopoyéticos, citoesqueleto, metabolismo y permeabilidad, entre otros (Farag et al.,
2018). Especificamente, los eritrocitos (globulos rojos o hematies) transportan el oxigeno
y por sus peculiaridades son una herramienta muy valiosa en el biomonitoreo y desarrollo
de bioensayos (Harabawy et al., 2014). Son las células mas abundantes en sangre
periférica y la base de métodos para el monitoreo poco invasivo en comparacion con
otros tejidos o fluidos bioldgicos, ademas de que son faciles de obtener, aislar y manipular
(Stevenson et al., 2017). En mamiferos, los hematies carecen de sistema de
endomembranas, caracteristica que facilita la determinacion de la hemolisis mediante la
cuantificacion de hemoglobina libre por fotometria, esto detecta cambios membranales
plasmaticas tanto morfologicos, (elasticidad, flexibilidad y deformabilidad, osmolaridad),
como fisiolégicas (envejecimiento, enfermedad o por exposicion a xenobioticos) (Farag et
al., 2018). Por otro lado, la vida media de los hematies es de 120 dias, esto posibilita el
registro del historial de exposicion pues en ese tiempo se pueden acumular diversos
compuestos o modificar su morfologia (Heitland & Koster, 2021). En muchas especies es
posible diferenciar los eritrocitos maduros o normocromaticos en contraste con los
inmaduros o reticulocitos —policromaticos (EPC)—. Estos ultimos tienen maximo 24 h de
haber salido a circulacion, caracteristica que permite distinguir entre efectos a corto o
largo plazo (Torres-Bugarin et al.,, 2019). Ademas, los eritrocitos acumulan metales
pesados u otros toxicos en concentraciones mas altas que las citoplasmaticas (Guirola et
al., 2019), por ello se puede determinar la bioacumulacion de sustancias quimicas. Son
excelentes biomarcadores de estrés oxidativo, son particularmente sensibles a la
peroxidacién, y los cambios en la integridad de la membrana y la actividad de las enzimas
antioxidantes indican estrés oxidativo (Stevenson et al., 2017). En toxicologia, es
frecuente la evaluacion in vitro e in vivo del efecto citotoxico y genotoxico de diferentes
moléculas mediante la cuantificacién de apoptosis (eriptosis) y micronucleos (Farag et
al., 2018).

Micronucleos: caracteristicas, mecanismos y significado bioldgico

El uso de la prueba de microndcleos es frecuente (Hayashi, 2016), no obstante, no se
comprende totalmente los mecanismos de formacion y eliminacion de estas estructuras
(Russo & Degrassi, 2018). Su forma es redonda o almendrada cuyo diametro varia desde
1/20 a un 1/5 (0.4 a 1.6 p) del tamafo normal del eritrocito (6 a 8 p de diametro). Estos
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cuerpos se localizan en el citoplasma y contienen DNA, sin conexion con el nacleo, de
ahi el termino de microndcleo. Generalmente se forman durante la transicion metafase-
anafase a partir de fragmentos (evento clastdgenos) o cromosomas completos
(mecanismo aneuploidégenos) que no logran incorporarse a los nucleos de las células
hijas y cuya membrana es inestable y propensa a desintegrarse sin oportunidad a ser
reparada (Sommer et al., 2020). El DNA contenido en estas estructuras puede
condensarse, replicarse y dividirse; no obstante, de manera asincrénica al material
genético nuclear, incluso puede sufrir de cromotripsis, que consiste en el reordenamiento
cromosomico en el que multiples regiones cambian simultdneamente y reincorporarse al
nacleo, lo cual provoca inestabilidad y caos genético y con ello cancer o autofagia
(Terradas et al., 2016). Por otro lado, si el DNA del micronucleo es liberado al citosol,
desencadena la respuesta inflamatoria crénica, senescencia y apoptosis (Guo et al.,
2019; Torres-Bugarin et al., 2023). Los micronucleos son raros en las células de
individuos sanos, pero frecuentes en células de organismos con alguna patologia o
envejecidas (Arellano-Garcia et al., 2020). Por todo ello son empleados como
biomarcadores de efecto, exposicion y susceptibilidad a dafios genéticos ya que permiten
identificar a organismos altamente susceptibles a dafio citogenético (Sommer et al.,
2020).

La prueba de micronucleos es altamente versatil, se utiliza de forma rutinaria in vitro e in
vivo, en campo o laboratorio; para detectar inestabilidad gendémica y la exposicion a
genotoxicos, mutagénicos, cancerigenos y teratogénicos. Para su estudio se cuenta con
multiples aplicaciones en amplia gama de tejidos, organismos y modelos (Torres-Bugarin
et al., 2023). El conteo de estas estructuras es relativamente facil en cualquier tejido que
se divida tanto en plantas (Casillas-Figueroa et al., 2020) como animales (Schmid, 1975;
Tabla 1), e incluso en el hombre (Batista- Gonzalez et al., 2006; Stopper et al., 2020).
Algunos de los tejidos mas utilizados con éxito son células de mucosa bucal (Malacarne
et al, 2022), médula 6sea (Schmid, 1975), y la més utilizada sangre periférica, en la que
es posible utilizar linfocitos (en cultivo) (Ruiz-Ruiz et al., 2023) y eritrocitos (Zufiga-
Gonzalez et al., 2003). Sin embargo, esta prueba tiene limitantes a considerar, como el
hecho de que no detecta agentes que provocan translocaciones o inversiones, tampoco
es posible utilizar células con baja frecuencia de division celular (Schmid, 1975; Hayashi,
2016).

Prueba de microndcleos en eritrocitos de sangre periférica

Los eritrocitos de los vertebrados no mamiferos como aves, peces y anfibios son
nucleados en contraste con los de los mamiferos los cuales carecen de nucleo (Figura
1), por ello se utilizan para evaluar citotoxicidad y genotoxicidad mediante pruebas como
cometa, fragmentacion del DNA y micronucleos. Incluso las anomalias de la morfologia
celular y nuclear eritrocitaria de estas especies son indicadores de dafio y suelen
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clasificarse en dos categorias principales: la primera evalla dafio al DNA, mediante las
anomalias nucleares que incluyen binucleados, l6bulos, muescas, yemas o vacuolas
(Farag et al., 2018; Zamora et al., 2023). La segunda evalla citotoxicidad, mediante
anomalias morfolégicas como tamafio (macrocitos o microcitos) y forma (esquistocitos,
acantocitos, equinocitos) o citoplasmaticas (vacuolado o muescas) (Farag et al., 2018).
Si bien, los hematies de mamiferos son anucleados, en ellos también es posible evaluar
en eritrocitos policrométicos (EPC) genotoxicidad y citotoxicidad (mielosupresion) a 24 a
48 horas y en eritrocitos normocromaticos (ENC) exposicién crénica. No obstante,
dependiendo de la especie se debe considerar la histologia del bazo, ya que un bazo con
histologia sinusal elimina los EMN de sangre periférica casi al 100%, como sucede en el
humano; en contraste, el bazo no sinusal no es tan eficiente en retirar EMN, por ello en
sangre periférica se pueden observar altas frecuencias de EMN espontaneos, como en
el raton. También se debe considerar que en algunos organismos en etapas juveniles el
bazo aun no madura, por ello es que la frecuencia de EMN es mayor, esta caracteristica
se modifica conforme el organismo madura y se hace mas eficiente impidiendo la
visualizacion de los EMN en la etapa adulta (Zufiga-Gonzéalez et al., 1996; Torres-
Bugarin et al., 2019).

La prueba de EMN en sangre periférica es relativamente sencilla, solo requiere de unas
gotas de sangre, hacer dos frotis (uno de trabajo y otro de respaldo), fijar, tefiir y analizar
bajo el microscopio (Torres-Bugarin et al., 2019; Arellano-Garcia et al., 2021).

Figura 1. Eritrocitos de sangre periférica. a) Ave (Anas acuta), b) Pez (Xenotoca variata), c) Mamifero
(Mus musculus). Flecha blanca: micronucleo—cuerpo de Howell-Jolly; Eritrocitos Color rojo:
policromaticoso reticulocito. Tincién: acridina naranja, Amplificacion éptica:100x, Microscopio: Carl Zeiss
IVFL Axiostar Plus, Filtro: fluorescencia de 450-490 nm. Imagenes Dra. Olivia Torres-Bugarin.
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Modelos y aplicaciones

Existen diversos modelos que pueden emplearse en condiciones de laboratorio,
ambientales o cautiverio (Tabla 2), los que permiten evaluar el impacto de un
medioambiente en riesgo o de agentes potencialmente toxicos que podrian ingresar al
organismo por diferentes vias (oral, intramuscular, intraperitoneal o cutanea).
Evaluacion de agentes cuya exposicion es por via oral, intramuscular o intraperitoneal:
en un entorno de laboratorio, lo ideal es contar con dos grupos de organismos, uno
expuesto al agente a estudiar y otro como control expuesto a agua. Se aconseja tomar
una muestra (unas gotas) de sangre a todos los organismos a las O horas (previo a
cualquier tratamiento) y cada 24 horas por el tiempo que se establezca. La obtencion de
sangre periférica normalmente es la punta de la cola (en organismos de laboratorio) o de
alguna extremidad, evitar hacer dafio innecesario, hacer dos frotis (uno de trabajo y otro
de respaldo). Las muestras se fijan (etanol 80%), se tifien (Giemsa o anaranjado de
acridina) y se analizan bajo el microscopio (100x); se contabilizan 10,000 eritrocitos
totales, se identifican los EPC (citotoxicidad), EPCMN (genotoxicidad a 24-48 horas —
efecto agudo—) y EMN (genotoxicidad a 24- o mas horas — efecto crénico —) (Arellano-
Garcia et al., 2021).

Evaluacion de exposicion por via topica: es posible determinar si los agentes penetran
hasta medula 6sea, para ello se utilizan ratones rasurados de una pequefia zona o
eutimicos, en cuyo caso se facilita el ensayo. Se aplican los compuestos en una pequefia
zona y a las 24 al20 horas posteriores se toman unas gotas de sangre, se hacen los
frotis y se analiza bajo el microscopio, si hay incremento de la frecuencia de EMN y
EPCM, entonces se establece que compuesto si penetr6 a médula 6sea (Naranjo-
Vazquez et al., 2020; Zuniga-Gonzalez et al., 2015).

Evaluacion de teratogénicidad: estos modelos facilitan evaluar si los compuestos
evaluados cruzan barrera placentaria y alcanzan al embrion, el cual se vera reflejado
mediante el incremento de EMN y EPCMN. Para minimizar la toxicidad en los fetos, se
deben tratar a las hembras prefiadas al finalizar la organogénesis. La unidad de estudio
es una hembra por dosis, la que es tratada diariamente durante seis dias consecutivos.
Inmediatamente después del nacimiento, de seis organismos se extrae una gota de
sangre de la colay se realizan los frotis para luego analizarlos (Gomez-Meda et al., 2016).
Biomonitoreo ambiental: primero se debe de validar bajo condiciones de laboratorio al
organismo que se pretende utilizar en el biomonitoreo, hay que considerar la historia de
vida de la especie, su objetivo, el potencial como bioindicador, debe ser representativo
del ecosistema, de facil acceso y capaz de proporcionar informacion relevante sobre el
medio ambiente. También deben tomarse en cuenta las caracteristicas fisicas y
bioldgicas de los sitios de muestreo, como su naturaleza terrestre, acuatica, aérea, asi
como las particularidades de los agentes involucrados. Con base en estas caracteristicas,
se utilizan los modelos descritos en la Tabla 2, como es caso del cocodrilo (Cocodrilo
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moriletti), perico atolero (Aratinga canicularis), a todos los felinos en especial al gato
domeéstico (Felis domesticus) algunos peces y anfibios (Benvindo-Souza et al., 2020).

Por lo tanto, para que un organismo pueda ser considerado un buen modelo en la
evaluacion de genotdxicos bajo condiciones de laboratorio o ambientales mediante la
prueba de micronucleos (EMN) en sangre periférica, deben tomarse en cuenta los
siguientes aspectos (Arellano-Garcia et al., 2021):

— El organismo este fuera de riesgo y sea de facil manejo y manutencion.

— Qué tenga eritropoyesis muy activa y bazo no sinosal (este se identifica si
espontaneamente se contabilizan minimo 4-6 EMN/10,000 eritrocitos).

— Que el nucleo, en caso de tenerlo, sea regular y sin I6bulos y la relacion citoplasma-
ndcleo sea amplio para identificar claramente los micronucleos y es ideal que posean
EPC en sangre periférica.

— Ademas, al ser expuesto a un genotoxico conocido en condiciones de laboratorio, el
organismo debe mostrar la formacidén significativa de EMN, como respuesta al
compuesto.

Tabla 2. Algunos modelos utilizados en México en la aplicacién de la prueba de micronucleos en
eritrocitos de sangre periférica (EMN)

L. Respuesta Frecuencia de EMN/10, 000 ET Ref.
Modelos Caracteristicas s
Exposicion Basal Expuesto
Adulto - . 65.2 + Zuhiga-Gonzalez
+
Humano . Sin bazo Quimioterapia 295+5.8 17.7 etal., (1996)
Homo sapiens Neonato Batista-Gonzéalez
i i + +
Primates Patologia materna Diabetes gestacional 35+41 77+48 et al., (2006)
Marmoceta Agua bidestilada Zuhiga et al
Callithrix iacchus Cautiverio Ara-C (3mg/kg/Oh) + 6:0+3.0 26.4 £ 8.6 (20095) v
! Citarabina ( 24h/IM)
- Agua
L - Colchicina Torres-Bugarin et
2.2+0. 1+x14
camivoras G20 Cautiverio (0.19mg/kg) + Ara-C 09 3 al., (2019)
Felis domesticus (4.5 mg/kg) *
o Cancer, albinismo, Arellano-Garcia et
+
Gato doméstico polidactiia 23+1.1 8.6 al., (2020)
Becerros Vacunas Ramos-lbarra et
- + +
Ungulados Holstein Friesian 6-9 meses recombinantes 74£10 1.3+02 al., (2020)
Raton Agua destilada Valenzuela et al
C57BL/6JNHsd ¢ AgNPs-PVP AgNPs-PVP 12 8 (2019) v
Machos (12mg/ kg)
Citoprotector Agua 134+7.2 16.4+7.4
. Nigella sativa-  Nigella sativa 144+45 15.6+6.0 Franco-Ramos et
R R BALB
oedores aton e aceite, P Cisplatino 118475 10+48  al., (2020)
EMN: Oh-72 h N. sativa + Cisplatino 14.2+89 24 +10.2
. - Minoxidil .
Raton ' !Eutlmlco e T6pico/596/12h/10 1.7 25 Naranjo et al,
SKH1-sin pelo inmunocompetente dias Aprox. Aprox. (2020).
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3

Transplacentario

UVA- 365 nm /160

Hembras min Zufiga-Gonzalez
i + +
Rata sin pelo expuestas 5 Gestacion (16-21 4.0+0.6 89+19 etal., (2015)
EMN: Recién P
) dias)
nacidos
Rata Iéf;l\;:,t\la_r;c(;iiznaterna Colchicina 27+0.8 50+£1.5 Gomez-Meda et
) 20mg/kg/24h/3 dias Oh 120 h al., (2016)
nacidos
Mamiferos Defin Zamora et al
. Tursiops Cautiverio Delfinarios 18.6+3.5 26.0+5.9 v
Acuaticos (2006)
truncatus
ié § : . imi .06 £0. 1+0.
Mamiferos Murcielago E.A' . Exp Agroqmmlcos 0 0.6 +.0 04 01 O 06 Sandoval-Herrera
Voladores Pteronotus Jalisco-Colima El salitre (1) Bajo nivel Alto nivel etal., (2020)
mexicanus Don Pancho (2) (1) ) v
. Transplacentario . .
Logomorfos gonftfla us Hembras/18 meses Z'ﬂojﬁs}c:ﬂ?gé?{:‘l 18.0+8.1 590+ Gomez-Meda et
9 ryctolag EMN: Recién N > CES 23.4 al., (2008)
cuniculus ) 25-30 dias7gestacion
nacidos
Charran real Etapas: 8.5 1.0
Ceyca-Contreras
Thalasseus § EA Desarrollo Aprox. Aprox.
. . . L et al., (2023)
Aves maximus embrionario Inicial Avanzada
Gorrién § EA: . Pereda-Solis et
+
Centronyx bairdii | Durango Pastizales 255133 — al.,, (2021)
Cocodrilo L Ciclofosfamida 34+£26 12.0+8.3 Zamora et al,
- Cautiverio .
moriletti 7 mg/kg/2 dias Oh 72 h (2023)
Reptiles Tortuga Labrada-
Chelognia mvdas § EA Caribe Mexicano 0.0001 Martagon et al.,
4 (2019)
- Hardy River (basal) .
T!Iz.a.pla sp. cf § EA Xochimilco Lagoon 2+1.4 7.4+5.7 Flores-Galvan et
Zillii - . al., (2020).
Arsénico y selenio
Peces CyDrinus carpio Cultivo Metales pesados 0.5 7.5 Gomez et al.,
yp P Al + Fe + Hg oh 12h (2017).
Xenotoca L Ciclofosfamida Torres-Bugarin et
29+21 11.4+34
melanosoma Cautiverio 50 mg/L o 3 al.,, (2019).

h- horas; IM-Intramuscular; ¢- AgNPs-Nanoparticulas de plata con polivinilpirrolidone; §-Evaluacién

ambiental.

CONCLUSION
Es imperativo disponer de técnicas o biomarcadores que puedan proporcionar
informacion precisa y oportuna sobre el dafio genotéxico que experimentan diferentes
especies expuestas de manera aguda o cronica a agentes nocivos. Los métodos
utilizados para evaluar los riesgos o la proteccion frente a efectos genotoxicos a menudo
resultan ser costosos, complicados o invasivos, en algunos casos requieren incluso el
sacrificio del organismo en estudio. En este contexto, la prueba de EMN de sangre
periférica se constituye como una excelente alternativa en el monitoreo del dafio genético
en poblaciones en alto riesgo. Esta técnica se destaca por su claridad y precision, y no
requiere el uso de cultivos celulares. Es altamente fiable, eficaz, rapida y sencilla, ademas
de ser relativamente econdmica. Mediante la aplicacién de esta técnica, es posible
obtener resultados en un corto periodo de tiempo sin necesidad de instalaciones
especializadas. Ademas, su versatilidad permite su aplicacién en diversos organismos,
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ABSTRACT

Biochemistry bridges biology and chemistry, serving as the molecular foundation of life. This review aims to
provide a thorough understanding of fundamental biochemical concepts, key metabolic pathways, and their
relevance to health and disease management. It begins with an overview of atomic structure and the variety
of biochemical reactions that occur within cells to synthesize molecules. The discussion then focuses on
water and biochemical bonds, highlighting how molecular flexibility of monosaccharides, amino acids, fatty
acids, and nucleotides facilitates rapid reactions and meets the body's energy and structural needs. The
review explores carbohydrate metabolism, covering glycogenesis and the pentose phosphate pathway,
illustrating how cells utilize sugars. It extends to crucial biomolecules such as DNA and RNA, explaining
how cells translate genetic information and synthesize lipids. The review details how cells break down
dietary and stored carbohydrates and lipids to release energy essential for various physiological functions.
Biomedical research advances integrate deeper understanding of biochemical principles, integrating
structural chemistry, enzymology, and cellular biology to support clinical problem-solving skills to maintain
its utility in medical education and practice.

Keywords: Biochemistry, carbohydrates, proteins, lipids, DNA, RNA.

RESUMEN
La bioquimica es la unién de la biologia y la quimica, sirviendo como la base molecular de la vida. Esta
revision tiene como objetivo proporcionar una comprension profunda de los conceptos bioquimicos
fundamentales, las principales vias metabdlicas y su relevancia para la gestion de la salud y las
enfermedades. Comienza con una vision general de la estructura atébmica y la variedad de reacciones
bioquimicas que ocurren dentro de las células para sintetizar moléculas. Luego, la discusion se centra en
el agua y los enlaces bioquimicos, destacando como la flexibilidad molecular de los monosacéridos,
aminoacidos, acidos grasos y nucleétidos facilita reacciones rapidas y satisface las necesidades
energéticas y estructurales del cuerpo. La revision explora el metabolismo de los carbohidratos, abarcando
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la glucogénesis y la via de las pentosas fosfato, ilustrando cémo las células utilizan los azlcares. Se
extiende a biomoléculas cruciales como el ADN y ARN, explicando como las células traducen la informacion
genética y sintetizan lipidos. La revision detalla como las células descomponen los carbohidratos y lipidos
de la dieta y almacenados para liberar energia esencial para diversas funciones fisioldgicas. Los avances
en la investigacion biomédica integran una comprension mas profunda de los principios bioquimicos,
combinando quimica estructural, enzimologia y biologia celular para apoyar el desarrollo de habilidades de
resolucion de problemas clinicos, manteniendo asi su utilidad en la educacion y practica médica.
Palabras clave: Bioguimica, carbohidratos, proteinas, lipidos, ADN, ARN.

ABBREVIATIONS

02 atomic oxygen

aa amino acid N3 nitride ion

ADP diphosphate adenosine NAD+ nicotinamide adenine dinucleotide phosphates
ATP adenosine triphosphate in their oxidized form

Cc=0 carbonyl group NADPH/H* nicotinamide adenine dinucleotide phosphate in
C16:0 palmitic reduced form

CsHs03 pyruvate NEFAs non-esterified fatty acids
CsHgO3 glycerol NH: amino group

CsH1109P glucose-6-phosphate NHs ammonia

CsH1206 glucose 02 dioxygen

Ca? calcium OH hydroxyl group

CO2 carbon dioxide PCR polymerase chain reaction
COCH3 acetyl group pH potential of hydrogen
COOH carboxyl group POs* phosphate group

DNA deoxyribonucleic acid PPi inorganic pyrophosphate

H hydride ion RNA ribonucleic acid

H* hydrogen ion ROS reactive oxygen species
H2CO3 carbonic tau T subunit

H20 water tRNA transfer ribonucleic acid

Hb haemoglobin UDP uridine diphosphate

HCOs hydrogen carbonate UDP-glucose uridine diphosphate glucose
mMRNA messenger ribonucleic acid UTP uridine triphosphate

INTRODUCTION

The present review offers a concise survey of aspects of biochemistry most relevant to
the study of medicine and provides the reader with the most current and pertinent
information. All topics are organized under five major sections. Figures follow each section
to assist the study and facilitate retention of the information. Section | includes an atom,
the law of conservation of matter, chemical reaction, protons, electrons, the law of
electrostatics, anion, cation, oxidation-reduction, the CPK (Corey-Pauling-Koltun) system
as a colour convention to distinguish the atoms of the principal chemical elements to
create molecular models, and the octet rule. Section Il considers the water (H,0), polarity,
cohesion, dioxygen (O,), carbon dioxide (CO,), H-bond, covalent bond, ionic bond,
hydrophobic interaction, and van der Waals forces. Section Il discusses monomers,
polymers, polymerization, monosaccharides, O-glycosidic bond, hydroxyl group (OH),
glucose (C¢H1206), amino acid (aa), peptide bond, amino group (NH), carboxyl group
(COOH), fatty acid, ester bond, triglyceride, nucleotide, phosphodiester bond, phosphate
group (POs%"), and potential of hydrogen (pH). Section IV outlines the amylases,
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hydrolysis, glycogenogenesis, pentose phosphate pathway, and nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate in reduced form (NADPH+H"). Section V includes a
deoxyribonucleic acid (DNA), replication, DNA gyrase, DNA helicase, DNA primase, and
DNA polymerases |, Il, and Ill. Section VI considers the ribonucleic acid (RNA), rough
endoplasmic reticulum, ribosomes, A site or aminoacyl, P site or peptidyl, proteogenesis,
messenger ribonucleic acid (mRNA), transfer ribonucleic acid (tRNA), and protein
translation. Section VIl discusses lipogenesis, acetyl-Coenzyme A, fatty acids,
triacylglycerols, glycosylation, and exocytosis. Section VIII includes glycogenolysis,
glucagon, lipolysis, non-esterified fatty acids (NEFASs), pyruvate (C3H3Os3), and acetyl-
Coenzyme A. Section IX considers the Krebs cycle, oxidative decarboxylation, and
adenosine triphosphate (ATP). Biochemistry significantly contributes to cell biology,
physiology, immunology, microbiology, pharmacology, toxicology, and epidemiology.
These close relationships emphasize that life, as we know it, depends on biochemical
reactions and processes.

Atom and molecular interactions

In the early days of Biochemistry, Antoine-Laurent de Lavoisier was considered the father
of modern Chemistry for his studies on i) the law of conservation of matter, ii) Oz and its
vital role in respiration, iv) oxidation, v) heat and combustion, and vi) photosynthesis
(Beretta, 2024). Also, Lavoaisier is one of the 72 scientists whose name is inscribed on the
Eiffel Tower (Kambas, 2025). His law of conservation of matter states that matter is neither
created nor destroyed; it only transforms (Klein, 2015). Therefore, during every chemical
reaction, the total number of atoms before and after the reaction remains constant (Ragab,
2025). The amount of matter consumed by the reactants equals the amount of matter in
the products obtained (the total number of protons, neutrons, and electrons remains
constant) (Sunte, 2025).

A chemical reaction occurs when atoms collide, displacing electrons (Chen et al., 2020).
This changes the chemical identity of the substances involved in the collision by breaking
previously existing bonds between the atoms and forming new ones (Alkorta et al., 2020).
In other words, it involves rearranging the bonds between atoms, giving rise to new
products (Li & Zuo, 2020). Also, stoichiometry calculates the quantitative relationships
between reactants and products during a chemical reaction (Sardans et al., 2021). The
atom is the smallest unit of matter (ten billionths of a meter) (Prescod, 2024). Each atom
consists of a nucleus, consisting of one or more protons (positive electrical charge) and
typically a similar number of neutrons (made up of three quarks, whose combined charges
are zero) (L'Annunziata, 2022). The nucleus accounts for 99.94% of the atom's total mass
(Ragab, 2025). The electrons are rotating in orbitals around it, with a negative electrical
charge and equivalent to 0.06% of the atom's total mass (Bailey, 2022a; El-Shorbagy et
al., 2025).
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Charles-Augustin de Coulomb: formulated the law of electrostatics (Coulomb's law)
(Lacasse, 2023). He established that this force causes attraction between protons and
electrons (Popova & Popov, 2021). The force is repulsive if the charges are of the same
sign (+ +,- -) (EI-Shorbagy et al., 2025). The force is attractive if the charges are of different
signs (+,-) (Hren et al., 2021). Therefore, an electrically neutral atom has equal protons
and electrons (Popova & Popov, 2021). An ion is a particle that has more or fewer
electrons than protons (Sibley, 2021), so it has an overall negative or positive charge, and
its number of protons does not change (L'Annunziata, 2022). The ionization process
occurs when electrons are gained or lost from an electrically neutral atom (Hren et al.,
2021; Bailey, 2022a). When one or more electrons are added (gained), a negatively
charged ion (anion) is formed (EI-Shorbagy et al., 2025). When one or more electrons are
removed (lost), a positively charged ion (cation) is formed (Sibley, 2021).

Therefore, two chemical reactions occur: i) oxidation when an atom (loses) one or more
electrons from its outer orbital and acquires a positive charge (cation) (Sies et al., 2024);
when an atom (loses) one or more electrons from its outer orbital and acquires a positive
charge (cation) (Li et al., 2020); and ii) reduction, when an atom (gains) one or more
electrons in its outer orbital and acquires a negative charge anion (Bailey, 2022a) (Figure
1).

Oxidation Reduction

Electron \".,—-~‘.
N\
,’ 1
\ ]
\
. £
\\~_—‘.

Figure 1. Oxidation and reduction

Source Own Work

The principal chemical elements for life are carbon, hydrogen, oxygen, nitrogen,
phosphorus, and sulphur (Helmut, 2021a). Robert Corey, Linus Pauling, and Walter
Koltun established the CPK system as a colour convention to distinguish the atoms of the
principal chemical elements to create molecular models (Grice & Jones, 2024). They
identified carbon as black, hydrogen as white, oxygen as red, nitrogen as blue,
phosphorus as orange, and sulphur as yellow (Turner, 2016). A molecule is two or more
atoms chemically bonded together, and its valency indicates the number of bonds an atom
forms (Hargittai, 2023). E.g., in ammonia (NHs), the nitride ion (N*) has a valency of three,
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since it has three free electrons in its outer orbital to form three bonds (Spatolisano et al.,
2023). Hydrogen has one valence since only one electron forms a bond (Suno & Ohno,
2024).

Gilbert Newton Lewis formulated the octet rule (Gutiérrez, 2023). It establishes that atoms
bond to each other (losing or accepting one or more electrons) to complete their outer
orbital (valence shell) in order to achieve stability (L'Annunziata, 2022). An atom is stable
with eight electrons in its valence shell (Brown, 2023). This is why elements always form
bonds for stability (Cui & Harshman, 2022). The hydrogen ion (H*) or hydride ion (H),
depending on whether it is a cation or an anion, respectively (Suno & Ohno, 2024)," is the
exception to the rule, as it achieves stability with two electrons in its outer orbital (Brown,
2023).

Molecules and biochemical bonds

A chemical reaction involves a molecular transformation that alters both the energy and
the composition of the system (Beretta, 2024). These changes are described by the state
functions enthalpy, entropy, and Gibbs free energy (Sardans et al.,, 2021). Enthalpy
represents the heat exchanged at constant pressure, and its variation allows us to
determine whether the reaction absorbs heat (endothermic) or releases it (exothermic)
(Hargittai, 2023). Entropy measures the extent to which energy is dispersed and the
degree of disorder in the system, while Gibbs free energy integrates both concepts to
assess the spontaneity of a process under constant temperature and pressure (El-
Shorbagy et al., 2025). Based on these principles, reactions can be classified as reversible
or irreversible (Bailey, 2022a). A reversible reaction proceeds in both directions (from
reactants to products and from products to reactants) until it reaches dynamic equilibrium
(Hargittai, 2023). In contrast, a reaction is considered practically irreversible when it
proceeds almost completely toward the products, which often occurs when one of the
products is removed from the system (Sardans et al., 2021).

Thus, among the main molecules of medical importance, H>O stands out as a biological
solvent (Nilsson & Pettersson, 2015). It is a molecule formed by two hydrogen atoms and
one energetically excited singlet or atomic oxygen (*O,), joined by a covalent bond (Greer,
2006). The H.O (Figure 2) is a strongly polar molecule, as its electrons give it a
diamagnetic property (it repels magnetic fields) (Tanaka, 2000). Many biological
macromolecules, e.g., carbohydrates, are polar and dissolve easily in H>O (Chandel,
2021a). Polarity is the property that facilitates the movement of electrons toward the atom
with the greatest electronegativity (electric dipole) (Roussy et al., 2023). The high polarity
of H>O also favours lipids (nonpolar or hydrophobic) to aggregate and stay together,
forming biological barriers, e.g., cell membranes (Pratt et al., 2016). The H20 also exhibits
cohesion, favoring large molecules' stability (Nilsson & Pettersson, 2015).
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Figure 2. Water (H,0)
Source Own Work

The O2 is a molecule formed by two atoms of oxygen, 1O, joined to complete eight "octet"
electrons (Figure 3), in their outer orbital or valence shell (Greer, 2006). It is an essential
element for breathing, which is why we have always considered it synonymous with life,
freedom, and relief, when it also makes us sick, age, and die (Sies, 2015). The latter is
due to the formation of reactive oxygen species (ROS) (Sies et al., 2022).

Figure 3. Dioxygen gas (O2)
Source Own Work

CO: is a molecule formed by two atoms 'O joined to complete eight "octet" electrons
(Figure 4), in their outer orbital or valence shell with a C atom, which has four electrons in
its external orbital (Sullivan et al., 2021).
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Figure 4. Carbon dioxide (CO5)
Source Own Work

All these molecules are formed by biochemical bonds exchanging or sharing electrons
between two or more atoms (Gawthrop et al., 2015). The H-bond is a weak chemical bond
formed by electromagnetic interactions between the oxide, the N*, and the hydrogen
(Weiss et al., 2001). A covalent bond is a strong chemical bond, where the atoms being
bonded share electrons to acquire a stable configuration, to complete eight "octet”
electrons in their external orbital or valence shell (Chakma & Konkolewicz, 2019). An ionic
bond is a weak chemical bond between atoms, formed by electrostatic interactions
(opposite charges) that allow ionization in aqueous solutions (Luxford & Bretz, 2013).
Hydrophobic interaction is a weak chemical bond between atoms that forms when
nonpolar (hydrophobic) molecules form tightly bonded bonds in a polar environment with
H20O interaction (Tanaka, 2000; Xiao et al., 2020). They play an essential role in the
stability of cell membranes (Gawthrop et al., 2015). Finally, van der Waals forces are a
weak chemical bond between atoms, formed by attractive forces that occur when
electrons are within three to four angstroms (Castellanos et al., 2022). They are important
in bonding enzymes with substrates and the interactions between aa and nucleotides
(Matyushov, 2022).

Monomers and polymers

Molecules of metabolic importance are classified mainly into two: i) monomers or small
molecules linked by covalent bonds, and ii) polymers or macromolecules (usually organic)
formed by the union of several monomers (Helmut, 2021a). Through the chemical process
called polymerization, monomers are chemically grouped. Monomers are joined together
individually, as are dimers, trimers, tetramers, and pentamers (Moazzen & McKellar,
2013). Monomers are joined through H-bonds, ionic bonds, hydrophobic interactions, and
van der Waals forces (Gawthrop et al., 2015). Therefore:
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Monosaccharides are the monomers of polysaccharide polymers (Chandel, 2021a).
AAs are the monomers of protein polymers (Ling et al., 2023).

Fatty acids are the monomers of lipid polymers (Stavila et al., 2023).

Nucleotides are the monomers of DNA and RNA polymers (Chandel, 2021b).

The biochemical bond of monosaccharides is the O-glycosidic bond, the union between
two or more monosaccharides through a condensation "dehydration” of their OH group
(Xin & Weigang, 2016). As a result, a molecule of H>O is lost, and an ether bond is formed.
The CsH1206 (Figure 5) is the principal organic monosaccharide in nature (Chandel,
2021a).

Hpwnh e

Figure 5. Glucose (CsH1206)

Source Own Work

It is the primary substrate for the synthesis of structural polysaccharides e.g., cellulose,
and energy storage polysaccharides e.g., starch (composed of amylose and amylopectin
and contained in the endosperm of seed plants) and glycogen (contained in the vacuoles
of hepatocytes and in the vacuoles of myocytes) (Schombs & Gervay, 2016). The
biochemical bond of aa is the peptide bond, which is the union between the NH> group of
one aa and the COOH group of another, accompanied by the formation of a molecule of
H.O (Hansen et al., 2002). This is a "dehydration" condensation, so a molecule of H20 is
lost, and a covalent bond CO-NH is formed (Nissen et al., 2000) (Figure 6).
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Amino acid @

Amino group Carboxyl group
NH, COOH

Covalent bond
CO-NH

Figure 6. Amino acid, covalent bond (CO-NH)
Source Own Work

The biochemical bond of fatty acid is the ester bond, which is the union between the OH
group of a monosaccharide, e.g., glycerol (C3HgO3), and the COOH group of a fatty acid,
accompanied by the formation of a molecule of H2O (He et al., 2023). This occurs through
dehydration condensation, so a molecule of H2O is lost, and a covalent bond COO-CH is
formed (Nissen et al., 2000). This bond prevents the polar groups from becoming
accessible (Roussy et al., 2023). Therefore, nonpolar (hydrophobic) and highly insoluble
molecules are formed (Nilsson & Pettersson, 2015).

The biochemical bond of nucleotide is the phosphodiester bond (Figure 7), which is the
union between the OH group of a five-carbon monosaccharide (aldopentose: ribose or
deoxyribose) and a PO3z?~ group (Chandel, 2021b). The pentose was previously linked to
the NH2 group of a pyrimidine nitrogenous base: cytosine, thymine, and uracil, or a purine
nitrogenous base: adenine and guanine, forming a nucleoside (Bailey, 2022b).
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Figure 7. Nucleotide with phosphodiester bond
Source Own Work

The pH indicates the concentration of hydrogen present in specific solutions (Proksch,
2018). Therefore, acid dissociation is when acids release a hydrogen atom upon contact
with H2O (Nordness & Brennecke, 2020). Usually reversibly, resulting in a negatively
charged ion (anion) and a positively charged ion (cation) (Yuan et al., 2025). The
equilibrium between hydrogen released by an acid in an aqueous medium and the
hydrogen received by a conjugate base indicates how strong an acid is (Proksch, 2018).
In medical practice, physiological buffers balance the presence of acidic and basic
substances to maintain the pH within physiological limits (Salis & Monduzzi, 2016). Among
the physiological buffers, the following stand out: i) oxygenated haemoglobin (Hb), which
is a very efficient physiological buffer (Giardina, 2022), lowering the proportion of O
gaseous, and ii) the hydrogen carbonate/carbonic system, the organism can form
hydrogen carbonate (HCOj3") and carbonic (H,COg) anions from CO, gaseous (Hwee &
See, 2021).

Metabolism of carbohydrates

In the cytoplasm of the eukaryotic cell, various biochemical processes take place, among
which the following stand out: i) the phosphorylation of CsH1206 (Nolfi et al., 2020), ii)
glycogenogenesis (Pacheco et al., 2021), iii) glycogenolysis-glycolysis (Panja et al.,
2013), and iv) the pentose phosphate pathway (TeSlaa et al., 2023). Polysaccharides in
food are broken down (O-glycosidic bond cleavage) by amylases produced in the salivary
glands (particularly the parotid glands) and the pancreas (Xin & Weigang, 2016).
Following this hydrolysis, the monomer CsH1206 is released (Schombs & Gervay, 2016).
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The CeH1206 enters the cytoplasm to be phosphorylated (addition of PO3?™ group), from
adenosine triphosphate (ATP) (Fontecilla, 2022). This reaction is catalysed by hexokinase
(Frommer et al., 2003). The resulting glucose-6-phosphate (CsH1104P) is abundant in all
cells, since the vast majority of CsH1206 that enters the cytoplasm ends up being
phosphorylated, to prevent it from crossing back through the cytoplasmic membrane and
diffusing into the extracellular medium (Panja et al., 2013).

In glycogenogenesis or anabolism, the body must store CeH11:09P by transforming it into
glycogen (Schombs & Gervay, 2016). This process occurs in the cytoplasm of myocytes
and hepatocytes (Pacheco et al., 2021). When CsH1109P levels in the cytoplasm are high,
phosphoglucomutase transfers the PO3?" group from carbon C6 to C1, synthesizing
glucose-1-phosphate (TeSlaa et al., 2023). Uridine triphosphate (UTP), which is generally
used as a substrate in RNA synthesis due to its nitrogenous base (uracil), interacts with
glucose-1-phosphate in a reaction catalysed by UDP-glucose pyrophosphorylase, forming
uridine diphosphate glucose (UDP-glucose) and releasing an inorganic pyrophosphate
(PPi) (Zhang et al., 2020). Insulin activates glycogen synthase 1 expressed in myocytes
and/or glycogen synthase 2 expressed in hepatocytes to attach the OH group of UDP-
glucose to glycogen (O-glycosidic bond) (Xin & Weigang, 2016), lengthening the
polysaccharide and releasing the nucleotide uridine diphosphate (UDP) for reuse
(Yamamoto et al., 2011).

The pentose phosphate pathway also occurs in the cell cytoplasm and is divided into
oxidative and non-oxidative phases (TeSlaa et al., 2023). In the oxidative phase,
CsH1109P is dehydrogenated (losing two hydrogen), a reaction catalysed by glucose-6-
phosphate dehydrogenase (Stincone et al., 2015). The product is 6-
phosphogluconolactone and a molecule of NADPH/H* (Xieet al., 2020). The 6-
phosphogluconolactone is hydrolysed (Kruger & von Schaewen, 2003). This reaction is
catalysed by 6-phosphoglucolactonase, and the product is 6-phosphoglucanate (TeSlaa
et al., 2023). The 6-phosphoglucanate is decarboxylated (elimination of the COOH group),
a reaction catalysed by 6-phosphoglucanate dehydrogenase (Stincone et al., 2015). The
product is ribulose-5-phosphate (ketopentose), a molecule of NADPH/H* and CO; (Kruger
& von Schaewen, 2003; TeSlaa et al., 2023). In the non-oxidative phase, depending on
the metabolic state of the cell, ribulose-5-phosphate can undergo isomerization [a
molecule is transformed into another that has the same atoms, but arranged differently —
the carbonyl group (C=0) changes location] to ribose 5-phosphate (aldopentose)
(Stincone et al., 2015). The main functions of the pentose phosphate pathway are: i) to
synthesize five-carbon monosaccharides (aldopentose-P) and ii) to generate NADPH/H*
(Xie et al., 2020). The NADPH/H" is the cellular reducing power unit (electron donor) most
useful in biochemical reactions (Covarrubias et al., 2021).
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Deoxyribonucleic acid and DNA replication

The nucleus is a central organelle in eukaryotic cells, with an average diameter of 6 ym
(approximately 10% of total cell volume) (Helmut, 2021b). It contains a cytoplasm-like fluid
called the nucleoplasm (Caragine et al., 2019). It contains most of the cell's genetic
material through multiple DNA molecules known as chromatin, during the intercellular
membrane (Dixon et al., 2016) and chromosomes, during mitosis (Hirano, 2015). DNA is
a double-stranded polymer (Figure 8), formed by nucleotides [a 5-carbon monosaccharide
(aldopentose deoxyribose), a nitrogenous base: cytosine, guanine, adenine, and thymine,
and a POs?™ group, linked by H-bonds (Bailey, 2022b).
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Figure 8. Deoxyribonucleic acid structure
Source Own Work

DNA replication is obtaining two identical copies or replicas of a DNA molecule (Helmut,
2021b). This process is fundamental to transferring genetic information from one
generation to the next and, therefore, is the basis of inheritance (Costa & Diffley, 2022).
DNA replication requires:

1. DNA gyrase or topoisomerase reduces the molecular tension in DNA caused by
supercoiling (Costa & Diffley, 2022).

2. DNA helicase opens DNA like a zipper and breaks the H-bonds between
nucleotides (Brosh & Matson, 2020).
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3.

When H-bonds are broken, replication proteins A or single-stranded
deoxyribonucleic acid binding proteins are synthesized as an alternate product.
These prevent the strand from rejoining (Helmut, 2021b).

DNA primase synthesizes small RNA fragments of about ten nucleotides, known
as primers, used in the laboratory technique of polymerase chain reaction (PCR)
(Costa & Diffley, 2022).

Due to their exposed OH group, primers establish a starting point for the DNA-
polymerase complex to begin synthesis of the new strand (Fontana & Gahlon,
2020).

The T subunit (tau) holds two DNA-polymerase complexes together in a single
DNA molecule, because in the cell, both double helix strands are duplicated
simultaneously (Helmut, 2021b).

. DNA polymerase | replaces the primers with complementary nucleotides (Yao &

O'Donnell, 2021).
DNA polymerase Il is involved in error correction (Fontana & Gahlon, 2020).
DNA polymerase Il is responsible for chain elongation (Yao & O'Donnell, 2021).

Ribonucleic acid and proteogenesis

The rough endoplasmic reticulum and ribosomes are the organelles responsible for
protein synthesis (Opron & Burton, 2018), and the synthesis of hydrolase enzymes, e.g.,
lipase, esterase, glycogen phosphorylase, and glucose-6-phosphatase, peptidase or
protease, aminotransferase, and nuclease (Busto et al., 2010). Ribosomes have an A site,
aminoacyl, and P site or peptidyl (Hoffmann et al., 2022). RNA is a single-stranded
polymer (Figure 9), formed by ribonucleotides [a 5-carbon monosaccharide (aldopentose
ribose), a nitrogenous base: cytosine, guanine, adenine, and uracil, and a PO3?" group,
linked by phosphodiester bonds (Helmut, 2021c; Bailey, 2022b).
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Figure 9. Ribonucleic acid structure

Source Own Work

Proteogenesis (Figure 10) begins when RNA polymerase catalyses mRNA transcription
in the 5' to 3' direction (Nagao et al., 2023). The mMRNA carries genetic information in
codons (triplet nucleotides) to the ribosomes (Komar, 2016). Polymerase Il catalyses the
transcription of tRNA in the 3' to 5' direction (Arimbasseri & Maraia, 2016). The tRNA
transfers its anticodons to the aa to adapt them to their corresponding codon (Helmut,
2021c), following the genetic code for translating a protein.
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Figure 10. Replication, transcription, and protein translation
Source Own Work

Proteins are translated from the NH2 group in the A site or aminoacyl to the COOH group
in the P site or peptidyl (Nagao et al., 2023). The polypeptide chain elongates via peptide
bonds (Hansen et al., 2002). Upon completion of protein translation, the mRNA is released
and can be read by other ribosomes (Opron & Burton, 2018).

Fatty acids and lipogenesis

Lipogenesis requires the production of acetyl-Coenzyme A in the mitochondria (Cross et
al., 2023). However, the mitochondrial membrane is impermeable to the passage of
acetyl-Coenzyme A (Nolfi et al., 2020). Therefore, the tricarboxylate system and the
enzymatic action of citrate synthase are also required to convert acetyl-Coenzyme A into
citrate and allow its passage into the cell cytoplasm (Nematbakhsh et al., 2021). Once
inside the cytoplasm, citrate is transformed again into acetyl-Coenzyme A by the Liasa
ATP-Citrate, obtaining oxaloacetate and diphosphate adenosine (ADP) (Berger & Moon,
2021). As the process for the synthesis of fatty acids is very endergonic, it accumulates
energy from C, acetyl-Coenzyme to present carboxylation, a COOH group is structured in
the molecule, through its junction with the HCOs in a reaction catalysed by acetyl-
Coenzyme to carboxylase (Jeon et al., 2023).

As a result, acetyl-Coenzyme A becomes malonyl-Coenzyme with a functional COOH
group (Cross et al., 2023). From this moment on, lipogenesis (synthesis of fatty acids) is
performed by elongation, using the protein of fatty acid synthase (Nematbakhsh et al.,
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2021). This protein complex causes condensation, dehydration, and reduction (Berger &
Moon, 2021). During the elongation, the malonyl-Coenzyme suffers a decarboxylation and
groups of two carbons, to the fatty acid, always obtaining as a final product palmitic
(C16:0) (Jeon et al., 2023). Subsequently, C16:0 is released from the protein complex of
fatty acid synthase and can be elongated, with the introduction of carbons, to produce
other larger and/or unsaturated fatty acid molecules, with the introduction of double bonds
between carbons (Jump, 2009). The synthesis of triacylglycerols begins with the
esterification of three fatty acids to a CsHgOg, inside the smooth endoplasmic reticulum
(Nematbakhsh et al.,, 2021). The Golgi apparatus is the organelle responsible for
assembling and packaging proteins and lipids for their export outside the cell through
regulated and constitutive exocytosis (Nakano, 2022). It is also responsible for protein
glycosylation by hydrolases synthesized in the rough endoplasmic reticulum, and lipid
glycosylation (Gamblin et al., 2009; Hirata & Kizuka, 2021; Li et al., 2022).

Protein glycosylation is the addition of a carbohydrate chain to a protein, e.g.,
peptidoglycan, proteoglycan, and glycoprotein (Kajihara et al., 2016). Depending on the
site of carbohydrate addition, there are three types of glycoproteins:

1. N-glycoprotein: carbohydrates are attached to the NH2 group (Hirata & Kizuka, 2021).

2. O-glycoprotein: aa are attached to the OH group of monosaccharides (Li et al., 2022).

3. C-glycoprotein: carbohydrates are attached to the COOH group of the aa (Gamblin et
al., 2009).

Lipid glycosylation is the addition of a carbohydrate chain to a lipid (Kopitz, 2017).

Regulated exocytosis is responsible for expelling molecules stored in vesicles from the
Golgi apparatus, the contents of which are only released after an extracellular signalling
process, e.g., calcium (Ca?*) concentration (Nakano, 2022). Constitutive exocytosis is
responsible for expelling molecules from the vesicles of the Golgi apparatus to regenerate
the eukaryotic cytoplasmic membrane through a continuous process of vesicle replication,
translocation, and fusion (Sugita, 2008).

Digestion of the main biological polymers

Glycogenolysis occurs in almost all tissues, especially muscle and the liver (Panja et al.,
2013). When CgH1206 levels in the blood are low, adrenaline (epinephrine) in the muscle
and glucagon in the liver activate protein kinases, which phosphorylate (transfer of a PO3?
group) glycogen phosphorylase, which activates glycogen phosphorylase (Verberne et
al., 2016). Glycogen phosphorylase catalyses the transfer of an inorganic orthophosphate
at C1 of glycogen (Agius, 2015). This change breaks the O-glycosidic bond and releases
glucose-1-phosphate (Busto et al.,, 2010). Glucose-1-phosphate is transformed into
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CeH1109P. This reaction is catalysed by phosphoglucomutase, which transfers the PO3?
group from C1 to C6 (Doello & Forchhammer, 2023). Glycolysis consists of the catabolism
of CeH1109P to obtain acetyl-Coenzyme A, from CsHzOs. The CzH3O3 leaves the
cytoplasm and enters the mitochondrial matrix, utilizing the proton-motive force generated
by the respiratory chain (Nolfi et al., 2020). Oxidative decarboxylation of C3H3z03 occurs
inside the mitochondria (Pacheco et al., 2021). The COOH group is released as CO», and
the remainder of the molecule undergoes dehydrogenation (oxidation), forming the acetyl
group (COCHzg). This reaction is catalysed by pyruvate dehydrogenase (Wang et al.,
2021). Coenzyme A, ADP, and cysteine are transferred to the COCHs group, forming
acetyl-Coenzyme A. Lipid catabolism in the digestive tract processes exogenous or
ingested lipids from the diet. This digestive process produces the NEFAs, which are
necessary for synthesizing acetyl-Coenzyme A and other biomolecules formed from them
(Stich & Berlan, 2004).

The Krebs cycle

The Krebs cycle is part of cellular (mitochondrial) respiration (Chakrabarty & Chandel,
2022). The process releases the energy stored in acetyl-coenzyme A in the form of ATP
(Fontecilla, 2022). Hans Adolf Krebs discovered the Krebs cycle. Acetyl-Coenzyme A
gives up its COCHs group when combined with oxaloacetate to form citrate via a
condensation reaction. Hydrolysis, oxidative decarboxylation, and hydration convert
citrate into oxaloacetate (Nolfi et al., 2020); the carbon atoms are released as CO:
(Chakrabarty & Chandel, 2022). The cycle consumes one acetyl-Coenzyme A and three
nicotinamide adenine dinucleotide phosphates in their oxidized form (NAD*) per cycle
(Covarrubias et al., 2021). The cycle produces two CO; and three NADPH/H™* per cycle
(Chakrabarty & Chandel, 2022). For each acetyl-Coenzyme A that enters the Krebs cycle,
12 ATP are produced. For every CsH1206, two C3H3O3 are produced, producing two
acetyl-Coenzyme A. Therefore, each CsH1206 in the Krebs cycle produces four COz, six
NADPH+H™*, and 24 ATP (Fontecilla, 2022).

CONCLUSIONS

This manuscript provides a concise overview of key concepts in medical biochemistry,
highlighting the importance of molecular bonds, cellular metabolism, and biomolecular
synthesis. It emphasizes pathways such as carbohydrate and lipid metabolism, DNA/RNA
synthesis, and redox regulation, aiming to enhance understanding and diagnostic skills
essential for clinical practice. offers a comprehensive overview of fundamental aspects of
medical biochemistry, emphasizing the interconnectedness of atomic structure, molecular
bonds, and the complexity of cellular metabolism. It highlights the significance of water
and biochemical bonds in maintaining structural stability and facilitating biochemical
reactions crucial for cellular function. The review underscores the pivotal roles of
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carbohydrates, amino acids, fatty acids, and nucleotides in energy production,
biosynthesis, and metabolic regulation. Key pathways such as glycogenogenesis,
glycolysis, the pentose phosphate pathway, and lipid metabolism are explored in detall,
illustrating how cells generate, store, and utilize vital biomolecules to meet physiological
demands. Furthermore, the manuscript delves into molecular mechanisms of DNA and
RNA synthesis, structural dynamics during protein translation, and the importance of
redox biology and reactive oxygen species in maintaining cellular homeostasis. All these
metabolic processes are integrated and regulated by enzymes, and energy is
continuously released and consumed. These topics emphasize the complexity of
biochemical regulation and its relevance to health and disease. Biomedical research
advances integrate deeper understanding of biochemical principles, integrating structural
chemistry, enzymology, and cellular biology to support clinical problem-solving skills to
maintain its utility in medical education and practice.
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RESUMEN

La termorregulacion en animales homeotermos es un proceso fisioldgico activo y permanente que equilibra
la generacion (termogénesis) y la pérdida (termdlisis) de calor para mantener una homeostasis térmica,
crucial ante el cambio climéatico. Los animales homeotermos regulan su temperatura corporal (37 - 42°C)
mediante mecanismos neurales y periféricos, donde en especial la zona preéptica del hipotadlamo, actla
como un ndcleo integrador, aunque hay evidencia de la existencia de redes descentralizadas asociadas al
hipotdlamo que son complementarias. Existen estrategias para mantener la homeostasis ante el frio como
la vasoconstriccidn cutanea, la termogénesis no tiritante (actividad del tejido adiposo pardo) y la contraccién
muscular esquelética con el fin de conservar el calor corporal. En contraste, el calor induce una
vasodilatacion capilar, sudoracién y jadeo para facilitar la termdlisis o pérdida de calor. Los canales de
potencial receptor transitorio y las neuronas GABAérgicas/glutamatérgicas modulan estas respuestas, con
implicaciones directas en los procesos de hipertermia/hipotermia. La asimetria fisioldgica entre limites
superiores e inferiores de la homeostasis térmica, hace evidente la vulnerabilidad de los organismos a las
temperaturas extremas fuera de la zona de confort.

Palabras clave: vasoconstriccion cutanea, tejido adiposo pardo, termogénesis no tiritante

ABSTRACT
Thermoregulation in homeothermic animals is an active and continuous physiological process that balances
heat generation (thermogenesis) and heat loss (thermolysis) to maintain thermal homeostasis, which is
crucial in the face of climate change. Homeothermic animals regulate their body temperature (37-42°C)
through neural and peripheral mechanisms, with the preoptic area of the hypothalamus acting as a key
integrating nucleus, although evidence suggests the existence of decentralized hypothalamic-associated
networks that play complementary roles. Strategies to maintain homeostasis in cold conditions include
cutaneous vasoconstriction, non-shivering thermogenesis (brown adipose tissue activity), and skeletal
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muscle contraction to conserve body heat. In contrast, heat induces capillary vasodilation, sweating, and
panting to facilitate thermolysis or heat loss. Transient receptor potential (TRP) channels and
GABAergic/glutamatergic neurons modulate these responses, with direct implications for
hyperthermia/hypothermia processes. The physiological asymmetry between the upper and lower limits of
thermal homeostasis highlights the vulnerability of organisms to extreme temperatures outside their comfort
zone.

Keywords: cutaneous vasoconstriction, brown adipose tissue, non-shivering thermogenesis

INTRODUCCION

Una temperatura adecuada es vital para el funcionamiento de los procesos fisico-
qguimicos y biolégicos de un organismo ya que muchas reacciones son dependientes de
la temperatura a la que éstas ocurren. Desde hace ya varios afos, el cambio climéatico
representa, de manera directa o indirecta, un desafio para todos los organismos vivos al
cambiar las zonas de confort de los animales a consecuencia del incremento de la
temperatura global. El calor corporal de los animales puede considerarse como el
resultado de una relacion entre el calor producido (termogénesis) y el calor perdido por
el organismo (termolisis). Los valores de temperatura corporal pueden variar entre
especies; es asi que el rango aceptado como temperatura corporal normal es de 38-39°C
para perros, gatos, bovinos, conejos, ovinos y caprinos; mientras que para las aves es
de 39-41°C (Cunningham & Bradley, 2014; Song et al., 2016). Una temperatura por
debajo de este rango podria derivar en una disminucion de la tasa metabolica y
comprometeria las funciones vitales; mientras que una temperatura elevada, cercana a
los 45°C, puede comprometer la vida (Zhao et al., 2017). Existe también un rango de
temperatura ambiental en el cual el calor generado por el metabolismo basal se iguala a
la pérdida neta de calor en el ambiente, y es conocido como zona termoneutral (Beale et
al., 2017).

La fisiologia térmica es asimétrica; la zona termoneutral esta localizada muy cercana al
limite superior de supervivencia y un aumento sobre este limite podria generar facilmente
la desnaturalizacion de las proteinas del sistema nervioso o de otros 6rganos Yy tejidos
del animal (Figura 1). En el sentido contrario, existe una distancia lejana al limite inferior
desde la zona termoneutral, por lo que para enfrentar un riesgo importante seria
necesario aproximarnos a temperaturas cercanas a la congelacion del agua. Por ello, los
sensores que limitan la ganancia de calor, son mas comunes que los sensores de frio.
Ademas de ser menos comunes, los sensores del frio también parecen ser activados por
la supresion de neuronas sensitivas al calor (Romanovsky, 2007). Debido a la continua
exposicidon de los animales a cambios internos y externos de temperatura, las estrategias
para iniciar las respuestas de termorregulacion antes de que se origine un dafio en el
organismo, son esenciales (Morrison & Nakamura, 2011). En el presente trabajo se
describen los mecanismos de regulacién de temperatura para mantener la homeostasis
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térmica en respuesta al frio y al calor. La descripcion se centra en animales homeotermos
por ser de mayor interés en Medicina Veterinaria.

Clasificacion de animales de acuerdo a su estrategia en la homeostasis térmica
Durante la evolucion de las especies, se desarrollaron diferentes tipos de organismos que
se pueden identificar por sus distintas estrategias para el manejo de la temperatura
corporal. Existe una primera clasificacion que se refiere a los endotermos y ectotermos
(Andrade et al., 2015). Los animales endotermos son organismos que producen su propio
calor corporal, mientras que los animales ectotermos son organismos que adquieren el
calor de fuentes externas. Existe otra clasificacién que identifica a los animales como
homeotermos (e.g. aves y mamiferos) o poiquilotermos (e.g. peces, reptiles y anfibios).
Los homeotermos tienden a mantener una temperatura corporal constante y adaptarse a
variaciones importantes de temperatura ambiental; mientras los poiquilotermos utilizan
en mayor medida el medio exterior para controlar su propia temperatura corporal (Flouris,
2015).

Debido a esta caracteristica adaptativa, los homeotermos tienen una mayor distribucion
geografica en comparacion con los poiquilotermos. Adicionalmente, los homeotermos
pueden mantenerse en actividad incluso durante las épocas mas frias del afio. Una
prueba de supervivencia a temperaturas extremas es la incursién del hombre a una
temperatura de -110°C en la superficie lunar y a los 2000°C del aire cuando una nave
entra a la atmosfera terrestre (Romanovsky, 2007). Esta adaptacion trae consigo una
condicionante fisiologica importante: mantener una alta ingesta de alimento, que puede
llegar a ser cinco veces mayor a la ingesta de un cuadripedo ectotérmico, para que ésta
a su vez, permita mantener una tasa metabdlica elevada (Liedtke, 2017; Bastos et al.,
2021; Yahiro et al., 2023a). Por otra parte, algunos mamiferos y algunas aves son
capaces de adaptar su estricto auto control de temperatura de una forma selectiva y
conveniente, cuando la demanda de energia para mantener una temperatura interna
estable es imposible de satisfacerse.
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Muerte por golpe de calor
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Muerte por fibrilacién ventricular

Figura 1. Rangos de temperatura corporal, sus variaciones en animales homeotermos. Modificado
de (Cheng & Zheng, 2021; Kuht & Farmery, 2021; Masuda et al., 2022; Suito & Tominaga, 2024).

Procesos biofisicos de la termorregulacion

Los procesos que intervienen en el metabolismo basal de un organismo, son los
causantes principales del calor corporal. Existen procesos biofisicos de termorregulacion
por medio de los cuales los animales interactian con su medio ambiente. Estos incluyen
radiacion (e.g. luz solar), conveccion (enfriamiento por contacto con aire o agua),
conduccion (postracién sobre una zona fria o caliente para ganar o perder calor) y
evaporacion, como en el caso de la sudoracion (Charkoudian, 2016; Cramer & Jay, 2016;
Kruse et al.,, 2017). Finalmente, la energia metabolizada es convertida en energia
mecdanica para desarrollar un trabajo o contribuir a la energia calérica del sistema. La
ganancia o pérdida de calor en forma de radiacion ocurre en todos los cuerpos (Cramer
& Jay, 2016). Es decir, un objeto mas frio recibira o absorberé la radiacién proveniente
de un objeto mas caliente. Debido a ello, el medio ambiente es una fuente de calor
sumamente importante para los animales. Cuando la temperatura ambiental es mayor a
la del animal, este ultimo recibe la radiacién e incrementa su temperatura. Debido a ello,
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una respuesta adecuada para mantener su temperatura y asegurar su supervivencia
resulta critica (Charkoudian, 2016).

El tamafio de los animales también puede determinar el gasto energético minimo
necesario para mantenerse en homeostasis energética. Es decir, el metabolismo basal
en animales de mayor tamafio es menor al de un animal pequefo, debido a que la
relaciéon de superficie/volumen favorece una mayor pérdida de calor corporal en los
animales pequefios por contacto con el medio ambiente (Cunningham & Bradley, 2014,
Scriven et al., 2016). En otras palabras, los niveles absolutos de conveccion, radiacién y
evaporacion seran mayores en animales con la mayor superficie corporal en relacion a
su peso (Cramer & Jay, 2016).

Localizaciéon anatdmica del centro termorregulador

En los libros clasicos de fisiologia se establece que la temperatura cerebral es detectada
por un centro de neuronas con actividad termosensora del hipotalamo (Cunningham &
Bradley, 2014). Sin embargo, hay teorias que proponen que el cerebro no tiene un centro
integrador de la temperatura corporal, sino que existen efectores con capacidad
termorreguladora que son independientes, dandose una coordinacion estrecha entre
ellos sin la existencia de un controlador universal (Blatteis, 2016; Tan et al., 2016; Imeri,
2017). A pesar de estas nuevas propuestas que estan en continuo estudio, se reconoce
gue las neuronas involucradas a nivel de sistema nervioso central son calor-sensitivas,
es decir, se activan al percibir calor. Dentro del hipotalamo (Figura 2) se encuentran las
neuronas termosensibles de la zona predptica anterior (POA) la cual se considera el area
mas importante de respuesta termoefectora autonomica (Romanovsky, 2007; Blatteis,
2016; Song et al., 2016; Tan et al., 2016; Imeri, 2017; Kruse et al., 2017). Por mucho
tiempo se creyo en los roles neuronales de frio y calor, los cuales son reciprocos y
simétricos, donde el balance de estos es posible gracias a los estimulos de un solo tipo
y en un solo sentido: inhibitorios o excitatorios. Sin embargo, actualmente es aceptado
gue ambas respuestas, al frio y al calor, son mediadas e iniciadas por las neuronas
termosensitivas (Liedtke, 2017; Zhao et al., 2017). Un estimulo sobre las neuronas
termosensitivas incrementa su actividad y por tanto, la respuesta frente al calor; mientras
gue una menor actividad de estas mismas neuronas desencadena las defensas en contra
del frio (Romanovsky, 2007; Kingma, 2016). Mas recientemente, se ha descubierto que
las neuronas gabaérgicas (primordialmente con actividad neuronal inhibitoria) ubicadas
en el &rea frontal al hipotadlamo (area predptica ventral lateral), se comunican con la region
dorsomedial (nucleo dorsomedial), donde se localizan dos tipos de neuronas con
actividad gabaérgica (GABA = acido y-aminobutirico; neurotransmisor inhibitorio) y
glutamatérgicas (glutamato = neurotransmisor estimulante). La activacion de las
neuronas gabaérgicas del area preoptica ventral lateral reduce la temperatura corporal y
la tasa metabdlica, mientras que su inhibicion causa fiebre letal. Sin embargo, cuando se
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inhiben ambos tipos de neuronas (gabaérgicas y glutamatérgicas) a nivel del ndcleo
dorsomedial del hipotalamo, se reduce la temperatura corporal y la tasa de metabdlica,
mientras que la activacion de estas neuronas tiene el efecto contrario, es decir el aumento
de la temperatura. Esto significa que la respuesta térmica a la actividad gabaérgica de
neuronas del area preoptica atenda la actividad (tanto gabaérgica como glutamatérgica)
del nacleo dorso medial (Liedtke, 2017; Zhao et al., 2017).

Actualmente se acepta que existen neuronas periféricas termosensibles que detectan
cambios de temperatura en la piel, boca y mucosa urogenital. Un libro tipico diria que los
sensores superficiales, e.g. en la piel, son principalmente de frio. Debido a que los
termosensores centrales estan diseflados principalmente para contrarrestar la elevacion
de la temperatura a nivel cerebral, la especializacion de los sensores periféricos para
contrarrestar el frio tiene sentido. Sin embargo, se han identificado sensores de calor no
tan superficiales localizados en la subdermis (Romanovsky, 2007), asi como en la espina
dorsal y en érganos internos (Kamm & Siemens, 2017).

En la Figura 2 se muestra cdmo los termorreceptores cutaneos (frio y calor) transmiten
sefiales hacia los ganglios del asta dorsal (DRG). Estos a su vez retransmiten esta
informacion a neuronas sensoriales hacia el asta dorsal (DH). Las neuronas sensoriales
de frio y calor (DH) estimulan a las neuronas sensoriales del nucleo parabraquial lateral
(LPB). Las sefales son enviadas al area preoptica (POA), donde las neuronas
GABAérgicas (rojas) en el subnucleo predptico medio (MnPO) son activadas, lo que
provoca en el area preoptica medial (MPA) la inhibicion de las neuronas sensibles al calor
(W-S), las cuales controlan la vasoconstriccion cutanea (CVC), la termogénesis del tejido
adiposo pardo (BAT) y la termogénesis por contraccion muscular esquelética (tiritona).
Por el contrario, las neuronas glutamatérgicas (verde oscuro) en el MnPO son
estimuladas por las neuronas activadas por el calor en el LPB y éstas, a su vez, excitan
a las neuronas W-S en la MPA. La prostaglandina (PGE-:) se une a las neuronas W-S en
la MPA para inhibir su actividad. EIl MnPO también posee neuronas (verde claro) que
excitan a las neuronas premotoras de la CVC en el ndcleo del rafe palido (rRPa), asi
como neuronas (verde claro) que excitan a las neuronas promotoras del BAT y las
contracciones esqueléticas en el hipotalamo dorsomedial (DMH) (Morrison, 2016a;
2016b; Yahiro et al., 2023a; 2023b; Mota-Rojas et al., 2024; Sarubbi et al., 2024).
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Figura 2. Modelo del control termorregulador de lavasoconstriccidon cutanea (CVC), latermogénesis
del tejido adiposo marrén (BAT) y la termogénesis tiritante. Modificado de (Morrison, 2016a; 2016b;
Mota-Rojas et al., 2024; Sarubbi et al., 2024).
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Se han hecho investigaciones en las Ultimas dos décadas acerca de los canales de
potencial de receptor transitorio (TRP = Transient Receptor Potential channels)
localizados principalmente en neuronas periféricas (Blatteis, 2016; Kamm & Siemens,
2017). Esta es una familia que consiste en seis subfamilias: TRPC (canonical), TRPV
(vaniloide), TRPM (melastatinico), TRPML (mucolipinico), TRPP (policistinico), y TRPA
(anquirinico). A pesar de que cada uno de los canales TRP es activado en un rango
estrecho de temperatura, en conjunto, se activan en un tramo muy amplio, que abarca
desde un frio perjudicial hasta un calor nocivo. Es posible encontrar traslapes de
temperatura entre estos canales (Romanovsky, 2007; Imeri, 2017). Debido a esta
caracteristica de encontrarse en un rango amplio de temperatura, los canales TRP
comunmente se encuentran en sensores periféricos. Sin embargo, recientemente se han
encontrado canales TRP en el hipotdlamo y en otras areas centrales del sistema nervioso.
El canal TRPM2 regula la respuesta de la temperatura por encima de los 37°C y controla
la respuesta a la fiebre para evitar un sobrecalentamiento de los componentes celulares.
La activacion e inhibicion de estos canales resulta en un decremento e incremento de la
temperatura corporal (Song et al., 2016). El canal TRPM2 previene el dafio tisular a
temperaturas por encima de la zona termoneutral, funciona como un guardian de
temperatura. También ha sido reportado como un sensor de especies reactivas de
oxigeno, las cuales son moléculas finales del metabolismo celular que pueden dafar a
los tejidos si se encuentran en una alta concentracion, por lo que podria estar relacionado
con la prevencién del dafio oxidativo del sistema nervioso (Kamm & Siemens, 2017).

Existen vias aferentes (desde la periferia del organismo, al Sistema Nervioso Central de
sefalizacion para el control de temperatura y son iniciadas con termosensores al calor.
El cuerpo de estas células se localiza en la raiz dorsal ganglionar y sus axones son
proyectados al cuerno dorsal de la espina dorsal. Ahi hacen sinapsis con neuronas
secundarias (lamina). Los axones de estas neuronas secundarias atraviesan la linea
media y ascienden por el funiculo lateral de la espina dorsal. Por mucho tiempo se creyo
gue las neuronas secundarias proyectaban sus axones directamente al complejo
ipsilateral del tAlamo y posteriormente a la corteza somatosensora y algunos libros aun
sostienen esto como verdad. Sin embargo, ahora se sabe que, para el sentido térmico,
el estimulo es llevado a la corteza insular (isla de Reil) que se localiza en la parte lateral
del talamo, especificamente al nlcleo parabraquial y la parte basal del nucleo paraventral
del talamo (Romanovsky, 2007). Esta via se emplea para la sensacion de temperaturas
a una alta resolucion espacial del ambiente e.g. la yema de un dedo introducida a un
liquido frio o caliente.

Las sefiales térmicas generadas en areas amplias del cuerpo son enviadas al cerebro a
través de la ruta espino-reticulo-hipotalamo, ésta va desde la raiz dorsal ganglionar hasta
el cuerno o asta dorsal de la espina dorsal (mismas neuronas eferentes de la sensacion
de temperaturas de una alta resolucion espacial). Ahi hacen sinapsis con neuronas
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secundarias. Los axones de estas neuronas secundarias se conectan con la formacion
reticular. Una via alterna esta reportada y aun existe informacion incompleta sobre su
funcionamiento, es la que involucra a los axones de las neuronas secundarias, los cuales
envian una sefial a un punto intermedio y éste a su vez, a las neuronas termosensibles
de la zona preoptica anterior del hipotalamo para iniciar la termorregulacion (Blatteis,
2016).

Mecanismos de laregulaciéon de la temperatura

Respuestas al frio

La exposicion de un organismo a temperaturas inferiores a la zona termoneutral
desencadena estrategias fisioldgicas para incrementar el calor corporal. La termogénesis
se entiende como un producto de los procesos metabdlicos a nivel celular. Los alimentos
son una de las fuentes mas importantes para generar calor. Todos los alimentos ingeridos
generan diferentes tasas de calor al ser metabolizados, en funcion de su naturaleza. Se
ha calculado que la ingesta de un gramo de grasa, proteina y carbohidratos genera 9.6,
4.2,y 4.1 kcal, respectivamente; por cada gramo metabolizado (Cunningham & Bradley,
2014). Es asi que, aunque el medio ambiente determina en gran medida la respuesta
animal a las variaciones de temperatura (Shi et al., 2017), los animales pueden modular
su tasa de produccion de calor de acuerdo con el tipo de alimento consumido y de la
cantidad consumida (Beale et al., 2017).

Desde el momento de nacer, los mamiferos se enfrentan al enorme riesgo de sufrir
hipotermia e incluso, fallecer, como en el caso de los cerdos. El tejido adiposo pardo
(BAT, por sus siglas en inglés) juega un papel primordial al activar los procesos, tanto
bioquimicos como endocrinos al presentarse un estrés por frio. Sin embargo, la presencia
0 ausencia de BAT, asi como su activacién, localizacion e incluso el grado de respuesta
termogénica, son caracteristicas que dependen tanto de factores intrinsecos como
extrinsecos en estos animales (Bienboire-Frosini et al., 2023). El BAT se activa cuando
las neuronas sensibles al frio detectan una disminucion en la temperatura ambiental. Mas
adelante se describen mas a detalle los tipos de tejido adiposo. Este 6rgano termogénico,
el BAT, presenta, entre otras caracteristicas, un nimero importante de mitocondrias con
muchas crestas y existe evidencia cientifica de su alto contenido de proteina
desacoplante 1 (UCP1, por sus siglas en inglés). La UCP1 interviene durante la
fosforilacién oxidativa para facilitar que los protones de las mitocondrias regresen sin que
se produzca ATP, lo cual permite la generacion de calor, en lugar de almacenar energia.
Cuando las neuronas sensibles al frio reconocen una disminucion de la temperatura
ambiental o central, se activa el BAT para producir calor. Como una respuesta al estrés
por frio al momento del nacimiento, se activan dos mecanismos de generacion de calor:
primero se incrementa la actividad metabdlica celular y la produccién de calor mediante
la termogénesis por estremecimiento y, por otro lado, ocurre la termogénesis sin
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estremecimiento, la cual se caracteriza por la lipdlisis del BAT. La baja temperatura
ambiental que percibe el neonato provoca el arranque de los procesos de
retroalimentacion negativa debido a la activacion del eje hipotalamo-hipofisiario-adrenal
(HPA).

Asi como el medio ambiente puede actuar como una fuente de calor cuando la
temperatura corporal esta por debajo de la ambiental, este fendmeno puede revertirse si
la temperatura ambiental esta por debajo de la corporal, originAndose una pérdida de
energia térmica por conveccion (Kruse et al., 2017). Una vez mas, los mecanismos de
termorregulacion juegan un papel central en la supervivencia del animal para mantener
la temperatura corporal bajo las condiciones ambientales (Hankir et al., 2016). La
respuesta inmediata al frio incluye una vasoconstriccion periférica 0 cutdnea para
minimizar la pérdida de calor corporal por mecanismos de radiacion y convecciéon (Kamm
& Siemens, 2017). En condiciones donde la zona termoneutral no estd comprometida, la
circulacion cutanea permite disipar el calor corporal al ambiente, esto se facilita en
regiones donde existe menos pelo como en el caso de una cola de raton o en la oreja de
un conejo o elefante (Morrison & Nakamura, 2011). En condiciones de estrés por frio,
esta perfusion sanguinea puede centralizarse para obtener el efecto inverso. Aunado al
proceso de vasoconstriccion, la taquicardia es causa de generacion de calor por perfusion
mediada principalmente por inhibicion vagal, lo que a su vez proporciona una mayor
presion sanguinea. La modulacion de la vasodilatacion es generada principalmente por
neuronas termosensibles de la zona predptica anterior del hipotdlamo quienes activan a
las neuronas simpaticas (Morrison & Nakamura, 2011).

Otro mecanismo de termorregulacion al estrés por frio es la termogénesis lenta o quimica,
gue se caracteriza por la movilizacion de reservas tisulares. Unos de los procesos mas
estudiados es el del metabolismo de la grasa parda (Morrison, 2016a; 2016b; Yoneshiro
et al., 2017). El tejido adiposo pardo es especializado, es capaz de generar calor al ser
metabolizado (Morrison & Nakamura, 2011; Shi et al., 2017). Existen tres tipos de
adipocitos: blancos, pardos y beige. Los primeros son primordialmente una reserva
energética en forma de grasa, los adipocitos pardos tienen una funcién principalmente
termogénica y los adipocitos beige (pardo inducibles) son adipocitos pardos infiltrados en
células adiposas blancas que pueden funcionar como las dos anteriores (Chu &
Gawronska, 2017; Wang & Yang, 2017). La grasa parda puede estar localizada por
debajo de la piel o entremezclada con la grasa blanca. En condiciones fisiolégicas
normales, la termogénesis originada en grasa parda esta causada por la exposicion al
frio. La termogénesis también responde a la estimulacién via nervios adrenérgicos que
incrementan el metabolismo adiposo (Morrison, 2016a; 2016b; Wang & Yang, 2017). La
capacidad de la grasa parda para generar calor obedece a un alto aporte de protones
mitocondriales que permite una expresion de proteinas desacoplantes (Termogenina;
UCP1) en las membranas mitocondriales en células de grasa parda para facilitar su
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permeabilidad e incrementar la tasa de fosforilacion oxidativa donde se generan
moléculas de ATP (Morrison & Nakamura, 2011).

La grasa parda estd controlada por ganglios simpaticos de neuronas medulares, los
cuerpos neuronales preganglionares de estas células estan localizados en el area
intermedio-lateral de la columna. Estas neuronas reciben sefiales del area medular (rafe
y area peripiramidal) las cuales estan bajo influencia del hipotalamo (area dorsomedial y
ndcleo paraventricular), cerebro medio (campo retrorubral y area tegmental ventral) y
posiblemente pontina (locus coeruleus) que a su vez reciben sefalizacion de las
neuronas termosensibles de la zona preoptica anterior del hipotalamo (Nilsson et al.,
2016; Romanovsky, 2007). En este tipo de termogénesis, las motoneuronas del asta
ventral reciben directa o indirectamente informacion de cerebro medio, rafe y el area
piramidal. Los axones de las neuronas del cerebro medio descienden por la espina dorsal
en los tractos reticulo espinal y rubro espinal. Estas neuronas estan bajo el control del
hipotalamo posterior, el cual recibe estimulos inhibitorios de sensores térmicos de las
neuronas termosensibles de la zona preodptica anterior del hipotalamo (Nilsson et al.,
2016). El nivel de actividad del sistema nervioso simpatico, la liberacién de norepinefrina
y el acoplamiento con los receptores beta 3 adrenérgicos a las células de grasa parda,
determinan el nivel de termogénesis (Morrison & Nakamura, 2011). Una ingesta de
catequinas por via oral también induce la estimulacibn de adipocitos pardos a
temperaturas moderadamente frias en mamiferos homeotermos (Yoneshiro et al., 2017).
Se ha indicado que el mejor entendimiento del metabolismo de este tipo de células
adiposas podria ayudar a tratar problemas de obesidad y sobrepeso para tener control
sobre el tejido graso (Shi et al., 2017). De la misma manera, se ha vinculado
recientemente a las células adiposas pardas con el metabolismo de péptidos que regulan
el apetito, lo que sugiere una comunicacion cruzada con el sistema enteral y pancreatico
para modular la sensacion de saciedad (Chondronikola et al., 2017).

Existe otro mecanismo mediante el cual el organismo puede producir calor: las
contracciones involuntarias musculoesqueléticas que involucran una hidrolisis de ATP sin
un movimiento productivo (Morrison & Nakamura, 2011; Beale et al., 2017). Esta
termogénesis se clasifica como termogénesis fisica o rapida y puede producir una tasa
de calor dos veces mayor a la normal en tiempos prolongados, sin embargo, en tiempos
cortos puede de ser de hasta cuatro veces la tasa normal (Cunningham & Bradley, 2014).
La contraccion muscular resulta de la actividad motora de fibras esqueléticas inervadas.
En este proceso de generacion de calor, la sangre tiene un papel primordial al ser la via
por la cual el calor es distribuido en todo el cuerpo. La perfusion sanguinea y la
hemodindmica presente se adecuan para mantener un equilibrio sobre la temperatura y
sobre el funcionamiento tisular (Morrison & Nakamura, 2011; Chondronikola et al., 2017).
La generacién de calor por temblor es el Gltimo mecanismo de defensa y su umbral de
excitacién es menor al de la vasoconstriccién cutanea o termogénesis de la grasa parda
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(Bienboire-Frosini et al., 2023; Chen et al., 2024; Ricquier, 2024). Es posible que este
mecanismo sea el ultimo en utilizarse debido a que el temblor pone en relativo peligro a
los animales, por disminuir su capacidad de respuesta a la necesidad de escape y por
limitar en cierta medida su libertad de movimiento. Elincremento en el estimulo aferente
genera la respuesta de temblor. El mecanismo no esta muy bien entendido, pero se cree
gue los estimulos aferentes estimulan el nlcleo parabraquial lateral, la zona preéptica del
hipotalamo (Kamm & Siemens, 2017; Yahiro et al., 2023b; Blomqvist, 2024).

La vasoconstriccion es reconocida como un mecanismo primario que interviene en la
pérdida de calor al reducir el flujo en los vasos sanguineos periféricos. Es posible que
facilite la conservacion de calor en regiones con alto compromiso metabdlico, como la
cabezay el torax al permitir la redistribucion del calor en el organismo. De forma contraria
a la vasoconstriccion periférica, la termogénesis, con o sin escalofrios, aumenta la
produccién de calor. Ambos mecanismos surgen de la activacion de los termorreceptores
(p. €., TRPM8) y del procesamiento central en el hipotalamo (Mota-Rojas et al., 2024).

Respuestas al calor

Las respuestas termorreguladoras al calor son principalmente la sudoracion y la
vasodilatacion cutanea. Durante la sudoracion, la evaporacion de agua contenida en
secreciones es un facilitador para perder calor corporal (Charkoudian, 2016). En
contraste al estrés por frio, donde existe una vasoconstriccion, en el estrés por calor se
genera una vasodilatacion periférica para aumentar la tasa de pérdida de calor por
conveccion (Romanovsky, 2007; Morrison, 2016a; Kruse et al., 2017). El efecto
concomitante de evaporacion por fluidos en la piel y por la respiracion puede ayudar a la
termalisis (Morrison & Nakamura, 2011; Yahiro et al., 2017). La termorregulacion puede
estar mediada por las glandulas sudoriparas apocrinas (secrecion proteica) y ecrinas
(secrecion acuosa). Estas secreciones son a su vez mediadas por neurotransmisores
simpaticos de acetilcolina y noradrenalina (Hu et al., 2017). Cuando la temperatura
central o de la piel aumenta, un estimulo glutamatérgico se origina desde los sensores
térmicos cutaneos. El estimulo viaja por los nervios eferentes (que viajan desde el SNC
a la periferia del organismo), el estimulo desciende a través del tegumento y del rafe
medular en la espina dorsal. En la espina dorsal, los axones emergen del asta ventral y
pasan a través del ramus comunicandus blanco, hacen sinapsis con los ganglios
simpaticos y llegan a las glandulas sudoriparas (Hu et al., 2017). Se ha reportado que al
inactivarse las neuronas del nacleo parabraquial lateral, localizado cerca del cerebro
medio, la respuesta al calor y al frio son abatidas. Esto significa que esta area y no el
talamo, como se tenia entendido, es responsable de modular la sefializacién periférica
termosensible (Yahiro et al., 2017).

En un escenario de vasodilatacion periférica el retorno venoso es menor y se puede
generar una estasis vascular transitoria. Una sudoracién copiosa puede generar
hipovolemia y disminuir el retorno venoso, lo que compromete el funcionamiento cardiaco
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optimo y la presién sanguinea (Suito & Tominaga, 2024). En una sudoracién limitada, el
agua, junto con el cloro y sodio, es nuevamente reutilizada y reabsorbida. Sin embargo,
el resto de los componentes, predominantemente urea, acido lactico, potasio y/o
proteinas, son eliminados. En cambio, en una sudoracion profusa, se reutiliza menos
sodio, cloro y agua. En ciertos casos, puede activarse la liberacion de aldosterona para
aumentar la retencién de sodio y aumentar la presion sanguinea. La ruta del aumento de
la actividad simpatica colinérgica para estimular las glandulas sudoriparas es
desconocida. Sin embargo, se presume que involucra a un termorreceptor aferente que
incluye el asta dorsal y el nlcleo parabraquial lateral y a las neuronas preganglionares
simpéticas de la médula espinal (Morrison & Nakamura, 2011).

La pérdida de agua corporal debido a la evaporacién que ocurre en conjunto con un
incremento en la perfusién sanguinea, tiene un efecto en el volumen sanguineo y en la
osmolaridad plasmatica que hace evidente una interaccion cercana entre los controles
de plasma sanguineo, el cardiovascular y el termorregulador durante exposicion al calor,
a la deshidratacion y al ejercicio. Una mayor osmolaridad desencadena un estimulo para
contrarrestar la termogénesis. El canal TRPMS8 es activado por el enfriamiento y es un
receptor potencial cutaneo para el frio; sin embargo, aun falta la identificacion del sensor
del calor a nivel periférico (Morrison, 2016a).

El jadeo es otra estrategia fisiologica para eliminar calor. En este caso, el epitelio
respiratorio y el de la mucosa oral estan mas irrigados por la dilatacion vascular. También
se incrementa la salivacion para aumentar la pérdida de calor (Cunningham & Bradley,
2014), ésta es otra estrategia utilizada por los roedores para perder calor. La evaporacion
por saliva es una estrategia mas compleja que consiste en un incremento de la secrecion
de saliva baja en proteinas complementada con la aplicacion de ésta en el cuerpo del
animal.

En cuanto a cambios conductuales, los mamiferos en hatos permanecen de pie por mas
tiempo con el fin de incrementar la superficie de su piel expuesta al flujo de aire. Ademas,
adoptan otras conductas para limitar la produccion de calor metabdlico, como la
disminucién del consumo de alimento y de la actividad locomotora. Estas respuestas
buscan restablecer la termoneutralidad y prevenir nuevos aumentos de la temperatura
corporal central. Comprender que el ganado tiene una zona termoneutral donde no se
desencadenan estas respuestas es esencial para prevenir la hipertermia en animales de
granja (Sarubbi et al., 2024).

Como podemos ver, las respuestas termorreguladoras principales durante la hipertermia
en animales son cambios fisioldgicos y conductuales modulados por el circuito térmico
entre los termorreceptores periféricos, el area predptica y las fibras aferentes de los
organos efectores. Entre las respuestas fisioldgicas, la vasodilatacion es un mecanismo
gue aumenta la disipacion de calor para reducir la carga térmica y disminuir la
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temperatura corporal central. La sudoracion, junto con la polipnea, también promueve la
pérdida de calor por evaporacion.

CONCLUSIONES

El sistema nervioso es el encargado de recibir, procesar y coordinar la respuesta a
estimulos internos y externos para mantener la homeostasis térmica. Las formas de
pérdida y ganancia de calor mediante procesos biofisicos son: radiacién, conveccion,
conduccién y evaporacion. Aunque este Ultimo es mas recurrido para perder calor. La
localizacién central del control autbnomo de la termorregulacion esta en el hipotalamo en
la zona predptica. Sin embargo, recientemente se ha descrito al sistema termorregulador
como multifactorial y carente de un controlador central. Las estrategias para producir
calor corporal en homeotermos incluyen la ingesta de alimento, la vasoconstriccion, la
contraccion muscular y la movilizaciéon de la grasa parda. Mientras que las respuestas en
contra del calor son la vasodilatacion, la evaporacion y el jadeo.
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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue identificar y cuantificar especies del género Eimeria presentes en
conejos naturalmente infectados en las unidades de produccién del Valle del Mezquital, estado de Hidalgo.
Se colectaron heces en diez unidades de produccién cunicola (UPC) de 320 conejos de entre 30 a 60 dias
de edad (periodo de engorda). La identificacion de especies del género Eimeria spp., se realizdé con la
técnica de flotacién, con criterios de mediciébn y comparacién morfoloégica. Los ooquistes por gramo de
heces (OPG) se determinaron con la técnica McMaster. Los datos de carga parasitaria se normalizaron
(Vx+0.5) y se realizd un andlisis de media principal en el programa Minitab®. Se identifico, E. stiedae
(coccidiosis hepatica) en 8 UPC (19-100%) y coccidiosis intestinal por E. irresidua en 5 UPC (17-63.6%),
E. exigua en 4 (23.5-100%), ademas se identificaron en tres UPC E. media (14.7-47.6%) y E. coecicola
(14.7-19%), en dos E. intestinalis (24-28%), E. magna (11.7-24%) y E. perforans (4.5-18%) y en una UPC
E. piriformis (9%). La carga parasitaria fue superior a la media en las UPC 9 (241450 + 33555) y 8 (56817
+ 3907), solo en la unidad de produccién 10, la cantidad de OPG (25433 + 2776), se encontré dentro de
los limites de decisién, la mayor cantidad de OPG se identific6 en UPC con deficiente disefio de
instalaciones, asi como en aquellas en las cuales la alimentacién y suministro de agua de buena calidad
son limitados. Eimeria spp., esta presente en todas las UPC del Valle del Mezquital, con una cantidad de
OPG que pone en riesgo la salud de los animales.

Palabras clave: conejos, Eimeria spp. coccidiosis, OPG.

ABSTRACT
The objective of this study was to identify and quantify species of the genus Eimeria present in naturally
infected rabbits in the production units of Valle del Mezquital, Hidalgo state. Fecal samples were collected
from 10 rabbit production units (RPUs) comprising 320 rabbits aged between 30 and 60 days (fattening
period). Identification of Eimeria spp. species was carried out using the flotation technique, with criteria of
measurement and morphological comparison. Oocysts per gram of feces (OPG) were determined using the
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McMaster technique. Parasite load data were normalized (Vx+0.5) and a principal mean analysis was
performed in Minitab® software. E. stiedae (hepatic coccidiosis) was identified in 8 RPUs (19-100%) and
intestinal coccidiosis by E. irresidua in 5 RPUs (17-63.6%), E. exigua in 4 (23.5-100%), additionally, E.
media (14.7-47.6%) and E. coecicola (14.7-19%) were identified in three RPUs, E. intestinalis (24-28%), E.
magna (11.7-24%), and E. perforans (4.5-18%) in two RPUs, and E. piriformis (9%) in one RPU. The
parasite load was above average in RPUs 9 (241450 + 33555) and 8 (56817 £ 3907), only in production
unit 10 the amount of OPG (25433 + 2776) was found within decision limits, the highest amount of OPG
was identified in RPUs with poor facility design, as well as those where feeding and supply of good quality
water are limited. Eimeria spp. is present in all RPUs of Valle del Mezquital, with an OPG quantity that puts
the health of the animals at risk.

Keywords: rabbits, Eimeria spp. coccidiosis, OPG.

INTRODUCCION

La carne de conejo desempefia un papel importante en la salud, economia rural y el
desarrollo sostenible, por sus caracteristicas nutricionales, como alto contenido de
proteinas (20.3g/100q) y acidos grasos insaturados (60.5%), bajo contenido en grasas
(1.8-8.8g9/100g), de colesterol (47mg/100g) y sodio (37—-47mg/100g) (Siddiqui et al.,
2023). Sin embargo, la cadena productiva enfrenta diversos problemas, principalmente
relacionados con la sanidad animal y la calidad del producto. Los brotes de
enfermedades, la mortalidad y los costos de alimentacion afectan la rentabilidad (Mukaila,
2023). Una de las condiciones para el éxito de la cunicultura, es asegurar el bienestar
epizootiolégico de las UPC, la parasitosis afecta a la ganaderia, ya que retrasan el
crecimiento de los animales, pueden ocasionar su muerte y afectar la calidad de la carne
(Gutyj et al., 2023).

El conocimiento de los factores de riesgo, del tipo de enfermedades, causas de muerte y
tasas de prevalencia, permite implementar estrategias de manejo mas eficientes
(Espinosa et al., 2020). La coccidiosis del conejo es una enfermedad parasitaria causada
por especies del género Eimeria (Xu et al., 2022). Los conejos afectados presentan
diarrea, disminucién del apetito, deshidratacion, pérdida de peso, retraso en el
crecimiento, lesiones hepaticas e intestinales y muerte (Exequiel et al., 2021).

Se reportan dos tipos de coccidiosis, la hepatica causada por Eimeria stiedae,
enfermedad devastadora, con alta morbilidad y mortalidad, que ejerce efectos patoldgicos
sobre la integridad de los hepatocitos y la funcién hepatica de los conejos (Athanasiou et
al., 2023). A su vez Eimeria spp., causan coccidiosis intestinal que afectan a la mucosa,
E. intestinalis y E. magna destruye la flora intestinal, lo que provoca cambios en los
metabolitos y en los mecanismos moleculares de las interacciones conejo-parasito (Xu et
al., 2022). Eimeria intestinalis induce inflamaciéon intestinal, pérdida de células
caliciformes, alteracion de la microbiota (aumenta la poblacion de Escherichia y
Enterococcus) y los metabolitos yeyunales, asi como la interacciones hospedero-
microbioma (Xu et al., 2022).
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El diagnostico morfolégico, sigue siendo la herramienta para el diagndstico de patologias
asociadas a esta especie (Espinosa et al., 2020; Cordero del Campillo & Rojo, 2000).
Mientras que la prevencion y el control se logran implementando medidas higiénicas, con
el uso de farmacos o productos anticoccidianos (Abd EI-Ghany, 2020). El mecanismo de
accion consiste en destruir las etapas intracelulares del parasito una vez que ha invadido
las células hospederas, los productos sintéticos incluyen robenidina, decoquinato y
diclazurilo (Kadykalo et al., 2018).

La administracion de ion6foros ha sido un método eficaz para controlar las infecciones
por Eimeria spp., sin embargo, por la presion politica y social actual, se ha reducido y/o
prohibido su uso en la ganaderia (Ferreira et al., 2020). Compuestos fitoquimicos, han
mostrado efectos preventivos, terapéuticos o inmunomoduladores contra la coccidiosis.
Estos tratamientos se caracterizan por la ausencia de desarrollo de resistencia coccidial
(Nahed et al., 2022).

En México, existen 11 mil 560 UPC con un millén 108 mil 350 conejos. Los estados con
mas UPC registradas son: el Estado de México con tres mil 885 y 293 mil 332 animales,
e Hidalgo con mil 64 y 274 mil 811 conejos (SENASICA, 2020). Actualmente, se
desconoce la situacion sanitaria respecto a las especies del género Eimeria que
prevalecen en las unidades de produccion y la carga parasitaria presente en ellas; por lo
gue el objetivo, del presente estudio fue identificar morfolégicamente y cuantificar
especies del género Eimeria presentes en conejos naturalmente infectados en unidades
de produccién del Valle del Mezquital, Estado de Hidalgo.

MATERIAL Y METODOS

El trabajo se realizé en 10 localidades de los municipios de Tezontepec de Aldama
(20°11'26" N, 99°16'27" O, 2006 msnm), Mixquiahuala de Juarez (20°13'49" N, 99°12'50"
O, 2002 msnm), Progreso de Obregdn (20°14'50" N, 99°11'24" O, 1999 msnm), Francisco
|. Madero (20° 14'43" N, 99° 5' 28" O, 1980 msnm) y Ajacuba (20° 5" 33" N, 99° 7' 10" O,
2143 msnm) (Figura 1), pertenecientes al Valle del Mezquital Hidalgo, que por sus
caracteristicas presenta un clima semiarido, con suelos de riego y temporal, temperatura
media anual de 18 °C y precipitacién de 593 mm (Rosas et al., 2015).

Unidades de Produccion
En las UPC se registro la raza, nimero de reproductores y tipo de alimentacion, ademas
de las caracteristicas de las instalaciones y equipos que utilizan.

Colecta de las muestras
Se colectaron muestras de heces de 32 conejos (por unidad) en 10 UPC de 5 municipios
del Valle del Mezquital con productores cooperantes, de razas Nueva Zelanda Blanco
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(NZB), California (CAL), Chinchilla (CH), Azteca Negro (AZN) y Satinado (ST), de entre
30 y 60 dias de edad (periodo de engorda), alojados en jaulas de alambre galvanizado
en grupos de 8 animales en promedio.

Para garantizar la integridad de las muestras, estas se transportaron a temperatura de
refrigeracion (4°C) al laboratorio del Area Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia
(AAMV2Z), en el Instituto de Ciencias Agropecuarias (ICAp) de la Universidad Autbnoma
del Estado de Hidalgo (UAEH), para su identificacion morfolégica y determinacion de
carga parasitaria.

Simbologia
Municipios
Localidades
[ Colonia Lazaro Cardenas B La Palma [ Palmillas (Colonia)
I El Moreno [ SanJuan Tepa [ ] San Nicolas Tecomatlan
[ San Juan Achichilco [ | Presas B Santa Maria Batha
[ Huitel

Figura 1. Ubicacion geografica de las localidades en las cuales se localizaron las UPC muestreadas
para el estudio

Identificacién morfolégica

Para la identificacion de las especies del género Eimeria presentes en los conejos, se
utilizé la técnica de flotacion, usando una solucion saturada de NaCl y observando al
microscopio a 10X y 40X para su identificacion cualitativa con criterios de medicién y
comparacion morfologica (Cordero del Campillo & Rojo, 2000).

Determinacion de carga parasitaria
Para determinar la cantidad de OPG, se utiliz6 la técnica de McMaster. El nimero de
OPG fue calculado sumando el resultado del recuento de ambas camaras y multiplicando


mailto:abanicoveterinario@gmail.com

ABANICO VETERINARIO E-ISSN 2448-6132 abanicoveterinario@gmail.com a
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario >

Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

por 50 (Sandoval et al., 2011). Se realizaron cuatro repeticiones por Unidad de produccion
cunicola.

Anélisis estadistico
Los datos de carga parasitaria se normalizaron mediante Vx+0.5 para realizar un analisis
de media principal en el programa Minitab® Statistical Software MiniTab, (2021).

RESULTADOS

De acuerdo con el andlisis de los resultados, la raza de conejo predominante en las
unidades de produccién fue Nueva Zelanda presente en el 80% de las granjas, seguido
de la raza California con el 50%, y que corresponde a productores que utilizan
cruzamiento con estas dos razas. En cuanto a la alimentacién, en 7 de las 10 granjas
proporcionan alimento comercial en forma de pellets, mientras que una alimenta
Uunicamente con alfalfa verde, otra con alimento comercial y alfalfa y una mas con una
combinacion de concentrado comercial, alfalfa y nopal (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de las Unidades de produccidn cunicola en laregién Valle del Mezquital

Raza No. de Alimentacion
reproductores
Granja o o o
© © ©
s 8§38 £ go 8 8 2 T & 88 8 3
8 S S 5 © 8 5 & = < £ £ £ 8 £ % 8§
5 3 S £ £ N2 5 § < 8 T &&= 838
< N @ $) o < n T = 5 5 *t 5 &
O O O
1 1 1 13 1
2 1 1 40 1
3 1 1 55 7 1
4 1 1 100 11 1
5 1 30 5 1
6 1 30 4 1
7 1 35 5 1
8 1 36 8 1
9 1 1 17 3 1
10 1 36 10 1
Total 8 5 1 1 2 392 60 7 1 1 1

Respecto al disefio de instalaciones y equipo disponible, en la tabla 2 se observa que la
mayoria de los techos de las granjas (9/10) estan elaborados con laminas de hierro, solo
una utiliza lamina de asbesto. El 50% de las paredes de las granjas es de block y el 50%
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utiliza malla ciclénica. El 60% tienen piso de cemento y el 40% no cuenta con piso firme
(tierra).

Las jaulas son americanas de alambre galvanizado en el 80% de las UPC, acomodadas
en flat deck (calibre 14), el 20% utiliza médulos de alambre galvanizado (calibre 12). El
50% utiliza comederos tipo tolva que permite un uso mas eficiente del alimento, el 40%
alimenta en comederos tipo J y solo un productor alimenta con alfalfa sobre las jaulas
(10%). El 70% proporciona agua en recipientes de plastico o de acero inoxidable y sélo
el 30% utiliza bebederos autométicos de chupén (Tabla 2).

Tabla 2. Tipo de instalaciones y equipo que se utilizan en UPC del Valle del Mezquital, Hidalgo

Techo Piso Pared Jaula Comedero Bebedero Nidos
o ® g © 8
2 > o =
G T2 28a 223 £ & 2 &2 % & s
1 X X X X X X X
2 X X X X X X X
3 X X X X X X X
4 X X X X X X X
5 X X X X X X X
6 X X X X X X X
7 X X X X X X X
8 X X X X X X X
9 X X X X X X X
10 X X X X X X X
Total 9 1 4 6 5 5 8 2 4 5 1 4 3 3 3 6 1

Identificacidén de especies del género Eimeria
En las UPC del area de estudio, se identificaron los dos tipos de coccidiosis, la hepatica

ocasionada por E. stiedae y la coccidiosis intestinal causada por diferentes especies de
Eimeria spp (Tabla 3). E. stiedae fue identificada en 8 UPC, en un rango de 19 al 100%,
seguido de E. irresidua con presencia en 5 UPC con un minimo de 17 y un maximo de
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63.6 %, y de E. exigua, al encontrarse en 4 UPC entre el 23.5y 100%. E. intestinalis y E.
flavescens son las que producen coccidiosis intestinal mas severa y se identificaron en 2
y una UPC, con una tasa de infeccién de 26 y 9%, respectivamente. Se identificaron
ademas E. magna, E. media, E. piriformis, E. perforans, E. coecicola.

Figura 2. Morfologia de los ooquistes de las especies del género Eimeria identificadas en las UPC
del Valle del Mezquital, Hidalgo. A) E. stiedae, B) E. flavescens, C) E. intestinalis, D) E. magna, E) E.
media, F) E. irresidua, G) E. piriformis, H) E. perforans, |) E. coecicola, J) E. exigua

Cuadro 3. Porcentaje de especies del género Eimeria en UPC del Valle del Mezquital, Hidalgo

Unidades de Produccién Cunicola

Especie 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
E. stiedae 23.4 19 44 45 48 100 30.9 36
E. flavescens 9.3

E. intestinalis 28 24

E. magna 24 11.7

E. media 47.6 39 14.7

E. irresidua 63.6 17 28 28 31
E. piriformis 9

E. perforans 18 4.5

E. coecicola 19.7 29 14.7

E. exigua 36.4 100 23.5 33
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Porcentaje de infeccion de especies de Eimeria spp. en UPC

De las 10 UPC analizadas, el 100% resultaron positivas a Eimeria spp., en la figura 3, se
observa que existen diferencias estadisticas significativas en la cantidad de OPG entre
UPC, siendo las UPC 9 (241450 + 33555) y 8 (56817 + 3907) las que presentaron una
cantidad superior a la media de OPG, mientras que las cargas inferiores a la media se
encontraron en laUPC 1 (11417 £ 1051), 7 (6367 £ 1614), 6 (4500 + 816), 4 (3217 + 437),
2 (1583 £ 246), sin mostrar diferencias significativas entre la UPC 5 (583 + 125) y 3 (433
+ 85), siendo solo la UPC 10, la que present6 una cantidad de OPG que se encontré
dentro de los limites de decision.

300000

250000 | &
200000
T 150000 1
=]
@
=
100000
50000 { '|' 50450
L | 35180
l l - - - - 19910
0 u = - "
1 2 3 4 5 6 7 2 9 10
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Figura 3. OPG de Eimeria spp. en UPC en el Valle del Mezquital, Hidalgo
DISCUSION

Las especies del género Eimeria que se identificaron en el presente estudio corresponden
a diez de las 11 especies reportadas a nivel mundial que afectan al conejo. La presencia
de varias especies obliga a determinar si pueden actuar sinérgicamente, y si con dos o
mas especies, aumenta la patogenicidad (Garcia et al., 2017). Segun Gabriele & Daniel,
(2019), Clostridium spiroforme y Eimeria spp., se asocian con enfermedades
gastrointestinales en conejos jovenes y pueden provocar altas tasas de morbilidad y
mortalidad. Serge et al., (2020), refieren que los conejos son susceptibles a la coccidiosis
al principio y al final de la lactancia mientras que la sensibilidad de los gazapos es mas
evidente en los dias posteriores al destete, donde las reproductoras juegan un papel
importante en la transmision de la coccidiosis.

Las UPC se clasificaron como pequefio y mediano cunicultor segun la clasificacién de
Vélez et al., (2023), quienes las clasifican con base en su capacidad productiva,
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capacidad del cunicultor y eficiencia técnica: pequefio cunicultor familiar (37%), mediano
cunicultor familiar (50%) y cunicultor empresarial (13%), y de acuerdo con Shkromada &
Nedzheria, (2020), tanto en granjas comerciales como familiares, la infeccion mas comun
es por E. perforans, E magna, E. media, E. irresidua, E. piriformes y E. intestinalis.

En el Valle del Mezquital, las razas NZB y CAL son las mas utilizadas, observandose
también que presentan la mayor carga parasitaria, coincidiendo con lo reportado por
Shola et al., (2019), quienes mencionan que la raza y el tipo de alojamiento son factores
de riesgo significativos asociados con la infeccion de Eimeria spp. Por su parte, Pilarczyk
etal., (2020), no reportan diferencias significativas en la infeccidn por especies del género
Eimeria con respecto al género, pero si por la edad y densidad por jaula, siendo mayor
en conejos menores de 6 meses Yy agrupados, en relacion con los alojados
individualmente.

Las caracteristicas de las jaulas (modelo y calibre) y equipo (comederos y bebederos)
utilizados en las UPC del Valle del Mezquital permiten la reproduccion de especies del
género Eimeria, y coincide con Legendre et al., (2019), quienes mencionan que los
gazapos se infectan por via oral, al consumir alimentos o agua contaminados con
ooquistes, incrementado la posibilidad de ser infectados cuando son alimentados con
forrajes. Henneb et al., (2022), mencionan que la poblacion de Eimeria spp., es
significativamente mayor en las granjas que no cumplen con buena higiene, agua y
alimento de calidad. Gerbil et al., (2023), indican que el tipo y la calidad de los equipos
utilizados en la produccion de conejos, debe cubrir las necesidades de alimento y confort,
evitando su contaminacion con heces.

Por su parte, Shkromada et al., (2019), describen que el parasito se propaga a través de
animales enfermos y se conserva bien en el ambiente externo. Los ooquistes de coccidios
viven en las células durante mucho tiempo, por lo que el desalojo temporal de los
animales no previene la infeccién. Shola et al., (2019), reportan que los conejos
mantenidos en “"bateria" presentan una tasa de prevalencia mas alta (95.2%) en
comparaciéon con los criados en el sistema "flat-deck" (71.9%). Segun Shkromada &
Nedzheria, (2020), el manejo en jaulas metélicas, cumpliendo con las normas sanitarias
e higiénicas y la desocupacién oportuna, reduce el nivel de la infeccidén por Eimeria spp.
Mientras que Hamid et al., (2019), mencionan que los parasitos son ubicuos en el medio
ambiente y se transmiten por via fecal-oral.

En las UPC del Valle del Mezquital, se identificaron 10 de las 11 especies del género
Eimeria reportadas en conejos de acuerdo con Qin et al., (2023), son. Ademas, de
encontrarse de 8 a 1 especie en la misma UPC, datos similares a lo reportado por Serge
et al., (2019), quienes al registrar por siete meses la dinamica de excrecién de ooquistes
en reproductoras y sus crias, en el 100% de los animales encontraron altas
concentraciones de ooquistes, con 7 especies de coccidios, coexistiendo en un mismo
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individuo. Maziz et al., (2018), al evaluar la prevalencia de coccidias en granjas de
conejos en el norte de Argelia, identificaron ocho especies del género Eimeria, reportando
gue las infecciones mixtas con cuatro especies fueron comunes, siendo E. magna la
especie dominante, en comparacion con E. media y E. irresidua con frecuencias
respectivas de 42.5%, 17.6% y 14.9% (p<0.001).

De las especies identificadas en el presente estudio, segun Takami et al., (2023). E.
intestinalis y E. flavescens, causan coccidiosis intestinal, y E. stiedae, causa coccidiosis
hepatica, presentando alta virulencia. A su vez, Athanasiou et al., (2023), reportan que
Eimeria stiedae, es una enfermedad devastadora con altas tasas de morbilidad y
mortalidad, sin embargo, Laha & Goswami, (2023), afirman que soélo la coccidiosis
intestinal puede causar alta mortalidad en conejos. Anak & Sarayati, (2023), mencionan
qgue la via de transmision ocurre cuando los conejos consumen alimentos y bebidas
contaminados con ooquistes. Por su parte Eimeria magna se caracteriza por ser
levemente patdégena y moderadamente inmunogénica (Geru et al., 2017). Provocando
letargo, pérdida de peso, diarrea e incluso la muerte en casos graves (Chen et al., 2023).

En las UPC del presente estudio, las muestras se recolectaron en conejos de engorda
(30 a 60 dias de edad) por ser una etapa donde se presentan grandes pérdidas
econdmicas, asociadas a diarreas. Elhendy et al., (2018), reportan una prevalencia del
88% en conejos menores de 4 meses. Segun estudios de El-Ashram et al., (2020), el
86.50% (198/229) de los conejos después del destete, fueron infectados por E. media, E.
perforans, E. intestinalis, E. magna, E. coecicola, E. exigua y E. flavescens.

Sun et al., (2016), refieren que las especies del género Eimeria en conejos, solo son
capaces de infectar a ciertos hospederos, y que, durante la infeccion, se produce la
division y crecimiento celular, inflamacion en el intestino para reemplazar los enterocitos
dafados, siendo necesario el colesterol como constituyente esencial de la membrana
celular. A su vez, Manjunatha et al., (2019), observaron en los conejos afectados, retraso
en el crecimiento, anorexia, pérdida de peso, diarrea, dolor abdominal y muerte subita,
mientras que en la bioquimica sanguinea se reporta un aumento de las enzimas
hepaticas y la bilirrubina.

Por su parte, Petrova et al., (2022), al realizar la necropsia de conejos infectados con
Eimeria stiedae, revelaron hepatomegalia, nédulos amarillentos multifocales difusamente
repartidos por la superficie del higado y en el parénquima, conductos biliares dilatados e
hiperplasia biliar, ademas, Manjunatha et al., (2019), identificaron numerosos ooquistes
de E. stiedae, encontrandose multiples areas de necrosis coagulativa de células
hepaticas rodeadas de células inflamatorias. Segun Chatterjee et al., (2023), esta
situacion clinica prevalece en diferentes érganos como pancreas, higado y ciego.
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De acuerdo con Taraneh et al., (2011), los animales afectados presentan pérdida de
peso, con reservas de grasa reducidas y atrofia muscular, pelo hirsuto y material fecal
adherido al pelo en el perineo, se observan cambios patoldégicos macroscopicos en el
intestino delgado, distendidos y llenos de una ingestion semisolida de color verde
grisaceo, la mucosa intestinal severamente hiperémica y edematosa. De igual forma,
Sidorenko et al., (2020), identificaron en secciones histolégicas del intestino delgado,
merozoitos, enterocitos dafiados, asi como acumulaciones de linfocitos y eosindfilos.

La variabilidad de OPG de las UPC del Valle del Mezquital fue alta, solo una UPC registro
una poblacién <500 OPG, que de acuerdo con Anak y Sarayati et al., (2023), se considera
una infeccion leve y sin capacidad de generar dafio. A su vez, Sidorenko et al., (2020), al
evaluar la intensidad de infeccion de E. perforans y E. irresidua inoculando con 50-60 mil
ooquistes por conejo de 40 dias de edad, reportaron que la ganancia maxima de peso
vivo y el rendimiento en canal, disminuyen en conejos hibridos F1 Chinchilla x California.
Por su parte, Balicka et al., (2020), reportan que el nimero de OPG muestra también
grandes fluctuaciones en el afio, siendo mas alta en el mes de mayo (21100 OPG).

Tokiwa et al., (2022), mencionan que las especies del género Eimeria pueden transmitirse
horizontalmente a través de ooquistes, siendo probleméatico en entornos cerrados.
Mientras que Chatterjee et al., (2023), reportan que la temperatura adecuada puede
desencadenar la esporulacion y complementar su ciclo de vida. Ademas, Shkromada et
al., (2019), sefialan que es imposible eliminar totalmente los coccidios, a pesar de
acidificar todos los dias el agua, porque al disminuir la concentracion terapéutica los
conejos se enferman. La acidificacion con acidos férmico, ortofosforico, sorbico y acido
citrico a un pH de 3,5 y una exposicion de 60 minutos elimina del 50 al 90 % de ooquistes.
Un pH 3,5 a 4,5 no causa destruccion del epitelio de la mucosa. De igual forma Hamid et
al., (2019), reportan que la aplicacion de medidas de bioseguridad mediante la
eliminacion de los ooquistes en las heces antes de que esporulen reduce la cantidad de
ooquistes con capacidad infecciosa.

La alta concentracion de OPG en por lo menos 9 de las 10 granjas evaluadas podrian
afectar de manera considerable las utilidades de las UPC, ya que segun Chatterjee et al.,
(2023), aproximadamente el 70% de los costos estimado por coccidiosis subclinica, se
debe a que se afecta la ganancia de peso y la conversion alimenticia, siendo necesario
implementar medidas eficientes de prevencidn y control para evitar pérdidas econémicas.

De acuerdo con Chen et al., (2023), un método para prevenir la coccidiosis en conejos
es usar farmacos anticoccidiales en la dieta, sin embargo, existe preocupacion sobre la
resistencia y la presencia de residuos (de los farmacos) en la canal. A su vez, Xiao et al.,
(2022), recomiendan el uso de vacunas como estrategia de medicina preventiva. Por su
parte, Rivero et al., (2019), proponen el uso de productos antimicrobianos obtenidos a
partir de plantas y arboles como Salix babylonica (Sauce llorén) como alternativa para el
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control de coccidiosis en conejos naturalmente infectados, ya que con la administracion
de 25y 50 mg/kg de peso vivo, logré disminuir la eliminacion OPG, efecto asociado a su
composicion fitoquimica (cumarinas, triterpenos, flavonoides, lactonas sesquiterpénica,
saponinas, terpineno, linalol, timol y carvacrol). Mientras que Nahed et al., (2022),
reportan que, en pollos, los compuestos fendlicos disminuyen el recuento de ooquistes
de Eimeria spp. al reaccionar con las membranas citoplasméticas, causando lisis y
destruccion del protozoario.

CONCLUSIONES

Eimeria spp., estan presentes en el 100% de las Unidades de Produccién Cunicola
muestreadas en el Valle del Mezquital, en el 80% de los casos se presentaron como
infecciones mixtas con la presencia de mas de una especie. La cantidad de OPG (mas
de 500) pone en riesgo la salud de los animales y obliga a implementar programas de
prevencion y/o controles efectivos que consideren la reduccion en el uso de farmacos.
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue fermentar granos de cereales con Aspergillus oryzae a diferentes
tiempos (0, 3, 5y 7 dias) para incrementar su contenido fendlico total, proteico y taninos condensados.
Para esto, se utilizaron granos de cuatro cereales: maiz, avena, cebada y sorgo. Los granos se sometieron
a una fermentacion en estado solido con una cepa de Aspergillus oryzae. Los mayores incrementos de
proteina cruda en maiz, sorgo y avena fueron observados a los 5y 7 dias de fermentacién. En relacion al
contenido fendlico, se mostré el mayor contenido a los 7 dias en todos los granos. Por otro lado, el
contenido de taninos condensados mostr6 un mayor incremento en maiz y sorgo a los 5 dias de
fermentacion, mientras que en avena se alcanzé a los 7 dias. La cebada no mostro diferencias de 3 a 7
dias. En conclusion, la fermentacién en estado soélido incrementé el contenido fitoquimico y nutricional de
cereales, al manipular el tiempo de fermentacion.

Palabras clave: fermentacion en estado sélido, hongos filamentosos, compuestos bioactivos, fenoles.

ABSTRACT

The aim of this study was the fermentation of cereal grains with Aspergillus oryzae at different times (0, 3,
5 and 7 days) to increase the total phenolic, protein and condensed tannins content. Therefore, four cereal
grains were used: corn, oat, barley and sorghum. Cereal grains were subjected to a solid-state fermentation
with de Aspergillus oryzae. Higher increases of protein in corn, oat and sorghum were observed at 5 and 7
days of fermentation. In relation to phenolic content, the highest content was shown at 7 days of fermentation
in all grains. Otherwise, condensed tannins showed higher contents in corn and sorghum at 5 days of
fermentation; whereas, oat reached higher contents at 7 days. No changes were observed in barley among
3 and 7 days of fermentation time. In conclusion, solid state fermentation increased phytochemicals and
nutritional contents by changing fermentation time.

Keywords: state-solid fermentation, filamentous fungi, bioactive compounds, phenolics.
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INTRODUCCION

Los cereales son fuente importante de alimento para humanos y animales, ya que
proveen energia, proteinas y una variedad de sustancias bioactivas (Xiao et al., 20157,
Borras & Torres, 2016). Estos compuestos bioactivos llamados fitoquimicos o metabolitos
secundarios, son moléculas organicas que no tienen una participacion directa en el
metabolismo primario, pero presentan diversas actividades bioldgicas (Camacho-
Escobar et al., 2020). Los compuestos fendlicos son el grupo de metabolitos secundarios
que mas abundan en las plantas; su estructura basica esta conformada por un grupo
hidroxilo unido a un anillo aromatico y a partir de esta estructura se origina una variedad
de compuestos como: acidos fendlicos, cumarinas, ligninas, taninos y flavonoides
(Sanchez, 2022). Los fenoles que se encuentran en cereales pueden ser solubles,
insolubles o ligados. Dentro de los solubles, se encuentran los fenoles libres, glucosilados
y esterificados y se ubican en mayor cantidad en las capas exteriores de los granos como
el pericarpio, testa y células de aleurona (Cabrera-Soto et al., 2009). La mayoria de los
fenoles insolubles forman enlaces covalentes con componentes de la pared celular como
la pectina, celulosa y proteinas estructurales (Shahidi & Yeo, 2016). En los cereales, los
fenoles mas abundantes son derivados del acido benzoico, acidos cinamicos y
flavonoides (Balli et al., 2019). Estos exhiben diversas propiedades biologicas como
antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianas, entre otras (Torres-Leon et al., 2019).
La bioactividad de los compuestos fendlicos depende de su bioaccesibilidad, que se
traduce como la liberacion de la matriz alimenticia para que puedan estar disponibles
(Gutierrez-Gijalva et al., 2016).

La fermentacién en estado sélido (FES), es una técnica utilizada en paises orientales
desde tiempos antiguos para producir una variedad de comidas tradicionales (Xu et
al.,2018). Se define como un proceso eficiente y econémico en el que microorganismos
crecen sobre sustratos solidos, para transformarlos y enriquecerlos nutricionalmente o
para producir diversos metabolitos secundarios, bajo reducidos niveles de humedad (Liu
et al., 2022). Los microorganismos como hongos, levaduras y bacterias lacticas, son
empleados en el proceso de fermentacion, pero los mas cominmente utilizados son los
hongos filamentosos, los cuales son capaces de adaptarse a diferentes ambientes con
bajos requerimientos de actividad de agua.

Actualmente, este proceso se aplica para aumentar la bioaccesibilidad de nutrientes y
compuestos fendlicos (Gebru & Sbhatu, 2020). En estudios previos, fermentaron en
estado sélido una variedad de cereales para mejorar su contenido fendlico (Cia et al.,
2012; Bhanja Dey & Kuhad, 20142; Bhanja Dey & Kuhad, 2014°; Xiao et al., 20152, Xu et
al., 2018; Gebru & Sbhatu, 2020).

Con base en lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue fermentar granos de cuatro
cereales a diferentes tiempos con Aspergillus oryzae para incrementar su contenido
fendlico y proteico.
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MATERIAL Y METODOS

Materia prima

Se emplearon granos de maiz variedad CAFIME del ciclo primavera-verano 2022, los
cuales fueron proporcionados por el INIFAP-Durango (campo experimental Francisco |.
Madero ubicado en el Municipio de Panuco de Coronado, Durango), mientras que los
granos de avena, cebada y sorgo fueron comprados en el mercado local. Todos los
granos fueron limpiados y almacenados a temperatura ambiente hasta su posterior uso.
Obtencion y conservacioén de la cepa

El hongo Aspergillus oryzae cepa 2094 fue proporcionado por el cepario del Instituto
Tecnologico de Durango-TecNM. Se utiliz6 como medio de conservacion Agar Papa
Dextrosa (PDA) a una temperatura de 30 °C. El in6culo fue preparado a partir de un
cultivo de 13 dias de desarrollo por suspension de esporas en agua destilada a una
concentracion de 1 x 10° esporas/mL.

Fermentacién en estado sélido (FES)

La FES se realiz6 con el método descrito por Bhanja Dey & Kuhad (20142). Se pesaron
200 g de cada grano (maiz, avena, cebada y sorgo) los cuales se depositaron en frascos
de vidrio de 1 L, se agregaron 200 mL de agua destilada y se esterilizaron a 121 °C por
15 min, terminado el proceso se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente,
los granos esterilizados se inocularon con 20 mL de la suspensién de esporas (preparada
previamente). El tiempo de incubacion fue de 0, 3, 5y 7 dias respectivamente a una
temperatura de 30 °C. Una vez concluido el proceso de fermentacion, los granos
fermentados fueron esterilizados nuevamente y se dejaron secar a 55 °C por un periodo
de 72 h. Posteriormente, fueron molidos en un molino Wiley (Arthur H. Thomas,
Philadelphia, PA, USA) a un tamafo de particula de 1 mm, para después guardarlos en
bolsas Ziploc en un lugar obscuro y seco a temperatura ambiente para su posterior
analisis.

Analisis quimicos

Se determindé el contenido de proteina cruda (PC) en los granos fermentados de acuerdo
con la AOAC (1990). Los compuestos fendlicos se llevaron a cabo de acuerdo a la
metodologia propuesta por Heimler et al. (2005). Un gramo de muestra se macerd con
90 mL de etanol al 70 % (ajustado a pH 2.0) y se dej6 toda la noche a temperatura
ambiente. Después, la mezcla se filtr6 y luego se desengras6 con éter de petrdleo.
Posteriormente, el extracto desengrasado se evapord a temperatura ambiente y se
redisolvio en etanol al 70 % (pH 2.0) a un volumen final de 2 mL. Para la determinacion
de fenoles totales (FT), se tomaron 125 ul de extracto fendlico, se le agrego 0.5 mL de
agua desionizada y 125 pl de reactivo Folin-Ciocalteu. La mezcla se dejo reposar por 6
min, y luego se agregaron 1.25 mL de carbonato de sodio (Na2COs3) al 7 %. El volumen
final se ajustdé a 3 mL con agua desionizada. La mezcla se dejé reposar por 90 min y una
vez pasado el tiempo, se midio la absorbancia a 760 nm, como blanco se utilizé agua. La
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cantidad de fenoles totales se expres6 como equivalentes de acido galico (ug EAG/g
harina). Para la determinacién de taninos condensados (TC), a 50 pl del extracto se le
agregaron 3 mL de solucién de vainillina al 4 % en metanol y 1.5 mL de &cido clorhidrico
concentrado. La mezcla se dejo reposar por 15 min y la absorcion se midié a 500 nm, se
empled metanol como blanco. La cantidad de TC se expres6é como equivalentes de
catequina (ug EC/g harina).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos de proteina cruda, fenoles totales y taninos condensados se
analizaron con ANOVA de una sola via y las medias se compararon con la prueba de
Tukey (p < 0.05), empleando el paquete estadistico SAS version 9.0 (SASInc., Cary, NC,
USA). Todos los tratamientos se efectuaron por triplicado y los valores se expresaron
como la media + desviacion estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Proteina cruda (PC)

En la Tabla 1 se muestran los resultados del contenido de proteina cruda de los granos
de cereales fermentados a diferentes tiempos. El maiz y la avena alcanzaron los niveles
mas altos de PC desde el dia 5 de fermentacién (p < 0.05), mientras que, la cebada y el
sorgo desde el dia 3 de fermentacion (p < 0.05). Diversos estudios con diferentes
microorganismos han demostrado el incremento de proteina durante la fermentacién. Por
su parte, (Chen et al., 2013 & Chen et al., 2014) observaron un incremento en la PC en
harina de soya de 50.46 a 58.99y 9.2 %, respectivamente, al fermentarla con Aspergillus
oryzae por 0, 25 y 36 h. De igual manera, Xiao et al. (2015°) observaron que la
fermentacién de harina de garbanzo con Cordyceps militaris, aumentd el contenido de
PC de 22.13 a 26.43 %. Adicionalmente, Xiao et al. (2018) trabajaron con harina de frijol
rojo fermentada con Cordyceps militaris y observaron un incremento significativo del 9.3
% (23.61 a 25.81 %) con el proceso de fermentacion. Por su parte, Chen et al. (2021)
fermentaron harina de soya con las bacterias Bacillus velezensis por 24 h vy
posteriormente con Lactobacillus plantarum por 48 h; los resultados mostraron un
aumento de PC de 47.28 a 51.08 % a las 24 h, mientras que a las 48 h se obtuvo un
maximo de 52.36 %. Asimismo, Sanchez-Garcia et al. (2022) trabajaron con semillas de
lentejas, quinoa y sus harinas, fermentandolas con el macrohongo Pleurotus ostreatus a
diferentes tiempos. Obteniendo un incremento significativo en el contenido de proteina
total entre 7 y 26 %. Ademas, observaron que el tamafo de particula, asi como el sustrato,
influyeron sobre el contenido de proteina. Del mismo modo, Cubillos-Orjuela et al. (2024)
fermentaron un producto alimenticio que incluia un porcentaje de tamo de cereales (10 y
20 %) con bacterias lacticas, y encontraron que al incluir 20 % de tamo de cereales y
fermentar por 48 h se obtuvo un incremento de 2.2 % de proteina cruda.
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Tabla 1. Contenido de proteina cruda (% PC) en granos fermentados a diferentes tiempos

f Tlempg de . Maiz Avena Cebada Sorgo
ermentacion (dias)
Control 11.11 + 0.30¢ 15.33 £ 0.04¢ 11.44 + 0.22% 13.27 £ 0.262b
0 10.89 + 0.11¢ 16.05 + 0.18Pc 12.65 +£ 0.452 12.65 + 0.45°
3 11.80 + 0.38t¢ 16.09 £ 0.16"c 11.64 £+ 0.6020 13.57 £ 0.102
5 12.64 £ 0.252 16.47 + 0.473b 9.93 + 0.74¢ 13.96 £ 0.052
7 11.86 + 0.15° 17.02 £ 0.462 11.12 +0.27P¢ 13.97 £ 0.482

Valores expresados como medias + desviacion estandar. @9 Literales diferentes en la misma columna
presentan diferencias estadisticas (p < 0.05).

Fenoles totales

En la Tabla 2 se presentan los resultados del contenido fendlico total en granos de
cereales fermentados con Aspergillus oryzae a diferentes tiempos. En general, se
observa que el contenido fendlico de todos los granos se incrementd conforme aumento
el tiempo de fermentacion. En el maiz se observaron los valores mas altos (p < 0.05) a
partir de los 5 dias de fermentacién, en tanto que en la avena y cebada el contenido
fendlico mas alto (p < 0.05) se observo a los 7 dias de fermentacion. En sorgo, el
contenido fendlico fue similar desde los 3 hasta los 7 dias de fermentacion (p > 0.05). El
incremento que tuvo la avena, la cebada y el sorgo a los 7 dias de fermentacion fue de
248 %, 117 % y 57 %, respectivamente. El maiz a los 5 dias de fermentacion tuvo un
incremento de 59 %. Segun Saharan et al. (2017), el aumento del contenido fendlico
durante la fermentacion esta relacionado con la producciéon de enzimas por el hongo,
tales como a-amilasa, B-glucosidasa y xilanasa que tienen la capacidad de hidrolizar
carbohidratos, degradar la pared celular y liberar compuestos fendlicos. La mejora del
contenido fendlico en cereales fermentados con hongos filamentosos, fue observado por
otros autores Cai ef al. (2012) fermentaron harinas de avena con Aspergillus oryzae var.
effuses, Aspergillus oryzae y Aspergillus niger por 3 dias a 25 °C y reportaron que el
hongo Aspergillus oryzae var. effuses incrementé en mayor grado el contenido fendlico
en las harinas fermentadas. Por su parte, Bhanja Dey & Kuhad, (20142) fermentaron
granos enteros de trigo, arroz integral, avena y maiz con Aspergillus oryzae NCIM 1212,
Rhizopus oligosporus NCIM 1215, Aspergillus awamori MTCC No. 548 y Rhizopus oryzae
RCK2012 a 30 °C por 3 dias. Los resultados demostraron que el contenido fendlico en
todos los granos fermentados con Aspergillus oryzae NCIM 1212 mostraron valores mas
altos que con los demas hongos. De igual manera, Bhanja Dey & Kuhad (2014°)
fermentaron granos de trigo con Rhizopus oryzae RCK2012 y encontraron que la
fermentacién incremento6 un 377 % el contenido fendlico en los extractos acuosos. Por su
parte, Abd Razak et al. (2015) estudiaron el efecto de la fermentacién con Rhizopus
oligosporus y Monascus purpureus (de manera individual y mezclados) sobre el
contenido fendlico del salvado de arroz. Estos autores encontraron que el contenido
fendlico de extractos acuosos y metandlicos de las muestras fermentadas fue mayor que
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las muestras no fermentadas, a excepcion del extracto acuoso de la muestra fermentada
con Monascus purpureus. También se observd que la mezcla de los hongos en los
extractos acuosos produjo un mayor contenido fendlico que de manera individual,
mientras que, en los extractos metandlicos el contenido fendlico fue similar en ambas
formas. A su vez, Sandhu et al. (2016) fermentaron seis variedades de trigo con
Aspergillus awamorinakazawa a 30 °C por 6 dias. Los resultados mostraron que la
fermentacién aumentoé considerablemente el contenido fendlico al cuarto dia en las seis
variedades. Adicionalmente, Saharan et al. (2017) evaluaron granos de trigo, arroz,
avena, maiz y sorgo fermentados con Aspergillus oryzae (MTCC 3107) durante 6 dias a
30 °C. Encontrando en el trigo y avena los valores mas altos de contenido fendlico al
cuarto dia de fermentacion; mientras tanto, el arroz, sorgo y maiz el maximo incremento
se observo al quinto dia. Por su parte, Sanchez-Magana et al. (2019) investigaron el
efecto del tiempo de fermentacion sobre el contenido fendlico libre, ligado y total en
harinas de maiz crudo, cocido y fermentado a diferentes tiempos con Rhizopus
oligosporus NRRL 2710. Ellos encontraron que la fermentacion aumenté el contenido
fendlico libre a partir de las 48 h y el valor maximo (227.75 mg acido galico/100 g muestra)
se presentd a las 108 h. Con respecto al contenido fendlico ligado y total comenzé a
aumentar a partir de las 72 h, con un valor maximo (993.44 mg acido galico/100 g
muestra) a las 108 h. De acuerdo a lo reportado en estudios previos, es importante
considerar varios factores que influyen en el contenido fendlico de cereales, como la
especie, variedad, microorganismo, tiempo de fermentacion, método de extraccion y
método de analisis.

Tabla 2. Contenido fendlico total (ug EAG/g harina) en granos fermentados a diferentes tiempos

Tiempo de

fermentacion (dias) Maiz Avena Cebada Sorgo
Control 456.03 +23.34¢ 342.76 £ 7.754 338.98 + 15.56¢ 703.73 + 31.58
0 513.03 + 32.10¢ 382.28 + 19.63¢ 381.14 + 3.404 752.87 + 4,98
3 622.95 + 24.76b 748.6 + 86.66° 487.44 £ 6.71°¢ 923.68 + 122.632
5 727.09 £13.962  1068.53 + 20.58° 586.7 + 19.70 1069.7 + 118.562
7 690.95+17.932  1194.07 £ 33.892  736.08 +49.492  1107.38 + 119.642

Valores expresados como medias * desviacion estandar. 29 Literales diferentes en la misma columna
presentan diferencias estadisticas (p < 0.05).

Taninos condensados (TC)

La Tabla 3 muestra el contenido de taninos condensados en los granos de cereales
fermentados. Se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) conforme avanzaba el
tiempo de fermentacién. En el maiz se observd mas este comportamiento, ya que el
contenido de TC incrementd conforme aumento el tiempo de fermentacion con respecto
al tiempo 0. Por su parte, el sorgo registré el mayor contenido de TC (202.11 ug EC/g
harina) a los 5 dias de fermentacion, mientras que el maiz alcanzé su maximo (97.19 ug
EC/g harina) a los 7 dias (p < 0.05). Espitia-Hernandez et al. (2022) reportaron resultados
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opuestos a los del presente estudio con sorgo; trabajaron con dos variedades de sorgo
(rojo y negro) fermentadas en estado sélido con Aspergillus oryzae y Aspergillus niger
por 96 h. El sorgo rojo fermentado con Aspergillus oryzae no mostroé diferencias
significativas (p > 0.05), mientras que con Aspergillus niger se mostré un incremento a
partir de las 12 h, con el valor mas alto alas 72 h (76.07 mg EC/100 g muestra). Respecto
al sorgo negro fermentado con Aspergillus oryzae, los taninos condensados disminuyeron
a partir de las 24 h (p < 0.05); por el contrario, con Aspergillus niger aumenté el contenido
de TC a partir de las 36h y el valor mas alto se obtuvo a las 84 h (73.20 mg EC/100g
muestra). Un estudio previo con bacterias lacticas y levaduras fue realizado por Terefe et
al. (2021), los cuales evaluaron el efecto de la fermentacion en estado soélido con
Lactobacillus plantarum y Saccharomyces cerevisiae y su cocultivo sobre el contenido de
taninos condensados en harina de maiz a 0, 12, 24, 36 y 48 h. El contenido de TC
disminuy6 con todas las cepas conforme aumentaba el tiempo de fermentacion; los
valores mas bajos se presentaron con el cocultivo a las 48 h (12.3 % EC). La informacién
publicada acerca del efecto de la fermentacién en estado sélido sobre el contenido de
taninos condensados en cereales es muy limitada. Sin embargo, hay estudios que se han
realizado con otras especies, tal como lo reportan Dhull et al. (2020) ellos evaluaron el
efecto de la fermentacion en estado solido de tres variedades de lentejas (HM-1, LL-931
y Sapna) con Aspergillus awamori sobre el contenido de taninos condensados. Los
resultados en las tres variedades indicaron un incremento de TC conforme aumentaba el
tiempo de fermentacion, maximizandose el contenido de taninos a los 6 dias en las tres
variedades (3.16, 4.52 y 4.30 mg EC/g base seca, respectivamente).

Por su parte, Altop et al. (2018) trabajaron con hojas de olivo para fermentarlas en estado
sélido con cuatro cepas de Aspergillus niger (F1, F2, F3 y F4) y analizar su efecto sobre
el contenido de taninos condensados. La fermentacion aumenté el contenido taninos
condensados en las hojas de olivo con todas cepas y el valor mas alto de TC se encontré
con la cepa F2 (11.44 %). Asi mismo, Duhan et al. (2021) fermentaron en estado sdlido
la torta de cacahuate (residuo obtenido después de extraccion del aceite de cacahuate)
con Aspergillus oryzae durante 6 dias para determinar su efecto sobre el contenido de
taninos condensados. Los resultados claramente demostraron que la fermentacion
incrementd el contenido de TC; presentando su valor maximo (245 ug/g) a los 6 dias de
fermentacién. Lo mencionado anteriormente indica que el tipo de cereal, variedad,
especie, microorganismo y cepas juegan un rol muy importante durante la FES para
poder liberar los taninos condensados de la pared celular.
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Tabla 3. Contenido de taninos condensados (ug EC/g harina) en granos fermentados a diferentes
tiempos

f T|empg de . Maiz Avena Cebada Sorgo
ermentacion (dias)
Control 76.04 +3.462 76.11 + 8.682 40.29 + 5.63° 130.99 + 5.77¢
0 37.43 £ 2.94¢ 43.02 + 8.47° 77.02£2.762 156.37 +2.82°
3 59.03 + 3.43° 76.16 + 8.632 40.19 £ 5.76° 145.19 + 2.69°
5 63.04 + 11.372 73.97 £ 11.282 43.02 £ 2.99° 202.11 + 3.262
7 51.48 + 5.28b¢ 97.19 + 5.962 48.68 + 2.65P 151.23 + 8.50°

Valores expresados como medias * desviacion estandar. 2¢ Literales diferentes en la misma columna
presentan diferencias estadisticas (p < 0.05).

CONCLUSIONES

La fermentacién en estado sélido con Apergillus oryzae aumenté significativamente el
contenido de proteina cruda y contenido fendlico total en granos de avena, cebada, maiz
y sorgo después de 3 dias de fermentacion. Con base en los resultados, se considera
que el mejor tiempo de fermentacién para incrementar el contenido nutricional y
fitoquimico en maiz y sorgo es a los 5 dias de fermentacion, mientras que para la avena
y cebada es a los 7 dias de fermentacion. La FES es una técnica eficiente, sencilla y
econdémica que puede ser utilizada para enriquecer los componentes nutricionales y
fitoquimicos de granos de cereales.
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RESUMEN
El objetivo fue investigar los efectos de la aplicacién de voltaje en la ingesta de agua en ratas para
reducir el consumo de agua sin afectar el crecimiento. Veinte ratas Wistar (Pl 72.6 + 7.72 g) distribuidas
aleatoriamente con dos tratamientos que consistieron en agua potable y agua tratada con 150 mv/m?
durante 30 dias. El agua se suministré ad libitum y se midié diariamente, asi como el consumo de
alimento. No hubo efectos (P> 0.05) en la cantidad de agua ingerida, consumo de alimento, ganancia de
peso ni en materia seca de heces. El agua tratada con bajo voltaje no mostré valores de potencial redox
diferentes (-4.77 vs -5.47 mV) pero el pH fue mas alto (7.69 vs 7.95; P<0.10). Los resultados indican que
la aplicacion de bajo voltaje en el agua no afectdé al crecimiento de las ratas ni la cantidad de agua
ingerida.
Palabras clave: agua, campo eléctrico, ratas, crecimiento.

ABSTRACT

The objective was to investigate the effects of voltage application on water intake in rats to reduce water
consumption without affecting growth. Twenty Wistar rats (Pl 72.6 £ 7.72 g) randomly distributed with two
treatments consisting of drinking water and water treated with 150 mV/m?® for 30 days. Water was
supplied ad libitum and measured daily, as well as feed consumption. There was no effect (P> 0.05) on
the amount of water ingested, feed consumption, weight gain or fecal dry matter. Water treated with low
voltage did not show different redox potential values (-4.77 vs -5.47 mV), but pH was higher (7.69 vs
7.95; P<0.10). The results indicate that the application of low voltage to the water did not affect the
growth of the rats, or the amount of water ingested.

Keywords: water, electric field, rats, growth.
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INTRODUCCION

El agua electrolizada se ha utilizado en procesos alimentarios para inactivar
microorganismos debido a sus efectos sobre las membranas biol6gicas con el
propésito de suprimir sustancias emergentes y persistentes que no pueden ser
eliminadas por medio de procesos o tratamientos convencionales (Knoerzer et al.,
2015; Machado et al.,, 2016; Rahman et al., 2016). La electrdlisis del agua confiere
propiedades Unicas en la parte catddica, como alcalinidad, bajo contenido en oxigeno
disuelto y alto contenido en hidrogeno (Ogawa et al., 2019), por lo que se ha
demostrado que su contenido de hidrégeno en agua puede suprimir la generacién de
aniones superoxido asi como de peroxido de hidrégeno durante el proceso oxidativo
(Buchholz et al., 2008). Asimismo, se ha demostrado el efecto del agua electrolizada en
la eliminacion de especies reactivas de oxigeno, la reduccién de la inflamacion, asi
como la proteccion del &cido desoxirribonucleico frente al dafio oxidativo (Hamasaki et
al., 2017), del mismo modo existen reportes que mencionan que mejora la glucosa en
sangre, la interleucina-6 y el factor de necrosis tumoral alfa, ademas de aumentar la
capacidad antioxidante (Choi et al., 2020; LeBaron et al., 2020).

El electrolizado ligeramente acido se ha recomendado como una alternativa segura al
agua estéril de bebida en instalaciones de animales de laboratorio (Inagaki et al.,
2011). Bodas et al. (2013) utilizaron agua electrolizada ligeramente &cida y
demostraron que no se afectaron los parametros de bioquimica sanguinea, asi como la
produccion y composicion de la leche en ovejas. Sin embargo, en una evaluacion del
agua electrolizada se redujo el peso corporal de las ratas después de 32 semanas con
una ingesta similar de alimento y agua potable, o que reduce las concentraciones de
glucosa y colesterol en sangre (Jin et al., 2006). Se ha demostrado que el consumo de
agua rica en hidrogeno es capaz de suprimir la inflamacion en ratones (Kasuyama et
al., 2011). En conejos, la acidificacion del agua de bebida con acidos organicos mejoré
el crecimiento y la eficiencia de utilizacion del alimento, efectos asociados a reduccion
de Escherichia coli (Zhu et al., 2014).

La informacion disponible sugiere que pueden existir interacciones entre los distintos
tratamientos de agua y el tipo de especie que la recibe. Los tratamientos del agua
deberian tener como objetivo mantener su inocuidad y mejorar la eficiencia en el uso
del agua. La hipétesis de este experimento fue que el agua tratada con bajo voltaje
podria reducir la cantidad de agua ingerida sin afectar el consumo de alimento y los
cambios de peso.

MATERIAL Y METODOS
Tratamiento y andlisis del agua

Se empleo agua potable comercial (Bonafont® México) y se traté con 150 V/m3, para
aplicar el voltaje se cubrié una bateria con baquelita y se coloc6 en un recipiente de 10
litros donde se utiliz6 el agua para el experimento con ratas. Se uso agua no tratada
como testigo. Se midi6 el pH y el potencial redox (Bridgewater, 2017) con un
potenciometro Termoscientifc Orion Star A 215 en muestras de agua de los dos
tratamientos.
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Experimento con ratas

El experimento se realizo en el Bioterio Unidad de Investigacion Dr. Moisés Selman
Lama del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), México. Se
utilizaron 20 ratas Wistar (Rattus norvegicus albinus) con un peso inicial de (72.6 £ 7.72
g), alojadas individualmente y mantenidas en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas a
una temperatura promedio de 25 °C. El experimento tuvo una duracion de 30 dias y fue
aprobado por el Comité Académico del Doctorado en Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Autbnoma Metropolitana Xochimilco, y se siguieron los lineamientos de la
NOM-062-Z00-1999 para el cuidado y uso de animales de laboratorio, asi como
procedimientos de manejo del Bioterio del INER.

Las ratas fueron asignadas aleatoriamente a los tratamientos y tuvieron libre acceso al
agua y al alimento con bebederos y comederos individuales. Se uso el concentrado de
LabDiet elaborado por Laboratorio Autoclavable para Roedores 5010. Los tratamientos
consistieron en agua (testigo) y tratada con voltaje, registrandose diariamente la
ingesta de alimento y agua; el dia 15 se recogieron muestras de heces para determinar
la materia seca (AOAC, 2012).

Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante un disefio completamente aleatorizado con la prueba
de comparacion de medias de Tukey del software JMP 7 (Sall et al., 2012).

RESULTADOS

El agua tratada con bajo voltaje mostré un potencial redox similar al agua control, sin
embargo, tendio a aumentar el pH (P=0.09; Tabla 1).

Tabla 1. Composicién quimica del agua con bajo voltaje

Tratamiento agua

control Agua tratada con 150 v/im?® EEM P-value
pH 7.69 7.95 0.078 0.09
Potencial redox mV -4.77 -5.47 0.205 0.68
Temperatura 19.05 19.10 0.087 0.73

EEM: Error estandar de la media; ®PcValores con diferentes literales en la misma fila son diferentes
(P<0.05)

Respecto al efecto observado en el comportamiento productivo, no se encontraron
cambios significativos (P>0.05) en peso corporal, ganancia diaria, ingesta de alimento,
materia seca en heces o el consumo de agua (Tabla 2).
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Tabla 2. Efecto de la fuente de agua y del tratamiento en el comportamiento productivo de las
ratas

Tratamiento agua Agua tratada con

control 150 V/m?3 EEM P-value
Peso corporal inicial, g 73.0 72.2 1.726 0.80
Peso corporal final, g 268.9 276.5 4513 0.41
Ingesta de materia seca, g/d 19.3 19.1 0.355 0.79
Ganancia diaria, g/d 6.52 6.81 0.187 0.46
Consumo de agua, ml/d 34.2 33.3 0.538 0.42
Materia seca fecal, %. 49.6 46.55 2.341 0.93

EEM: Error estandar de la media; 2>°Valores con diferentes literales en la misma fila son diferentes
(P<0.05).

DISCUSION
Tratamiento y andlisis del agua

El paso de corriente eléctrica provoca electrolisis y el hidrégeno puede reaccionar con
minerales o sales de calcio, lo que puede cambiar el pH del agua a alcalina con un pH
8-10 (Rias et al., 2020) y en algunos experimentos con agua de ratones el pH se han
reportado valores entre 9 y 10 (Zhu et al., 2013; Rahardjo et al., 2018). Estudios
previos han demostrado que un pH de 9.8 podria reducir las especies reactivas de
oxigeno, asi como los procesos inflamatorios, ademas de disminuir los niveles de
citoquinas en ratones (Huang et al., 2006; Rahardjo et al., 2018). Como se ha
observado con el agua tratada con campos magnéticos, los efectos de la aplicacion de
voltajes eléctricos varian en funcion de las caracteristicas del agua, la intensidad del
campo eléctrico, el tiempo de exposicion, los iones contenidos en el agua y la cantidad
de oxigeno disuelto (Pang et al., 2012). La aplicacion de bajo voltaje al agua dio lugar a
agua alcalina, similar a la utilizada en el proceso para el agua potable.

Experimento con ratas

La mayoria de las evaluaciones con agua alcalina en roedores no registran el consumo
de agua, en un experimento el agua alcalina generada quimicamente afect6 el peso
corporal (Jin et al., 2006). Un estudio realizado por Zhu et al. (2013) donde utiliz6 tres
tipos de agua preparada (agua filtrada, agua con alto contenido de H2 creada por
electrolisis y agua deshidrogenada) no reportaron diferencias en el peso corporal,
consumo de agua, asi como en el consumo de alimento en ratas Dahl SS; Xue et al.
(2014) evaluaron agua a diferentes pH (6.8 vs 9.5) e H> (0 vs 0.84 ppm) y no
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encontraron diferencias en la ganancia de peso ni en el volumen de agua consumida
en ratas Sprague Dawley, del mismo modo Saitoh et al. (2010) al emplear el mismo
tipo de rata, utilizaron agua electrolizada que diferian en concentracion de Hz (0.90 vs
1.14 ppm), potencial de éxido reductor (-150 vs ~ -80 mV) y pH de (7.5 vs 7.9) y no
encontraron diferencias en la ganancia de peso ni en el consumo de alimento.

Un estudio realizado por Tsai et al. (2009) demostraron el efecto hepatoprotector del
agua electrificada (ERW) contra el dafio hepatico inducido por tetracloruro de carbono
en ratones, sus resultados mostraron que el peso corporal a los 56 dias fue similar en
los ratones del grupo testigo y en los ratones con dafio hepético inducido, lo que
destaca el efecto hepatoprotector del ERW debido al aumento de la actividad de las
enzimas antioxidantes, y remarca su efecto como agente hepatoprotector contra la
hepatotoxicidad inducida por sustancias quimicas in vivo. En un estudio realizado por
Kim et al. (2007), al emplear ratones diabéticos, reportan que el peso corporal a los 29
dias fue similar en ratones diabéticos o no diabéticos, cabe destacar que el ERW
redujo la concentracion de glucosa en sangre, lo que aumento el nivel de insulina y
mejorar la tolerancia a la glucosa, por lo que el ERW puede ser util como agente
antidiabético.

El procesamiento de agua electrificada esta ampliamente aceptado como agua potable
para la promocién de la salud y la prevencion de enfermedades en muchos paises 'y es
un proceso complejo, ademas de que se ha reportado que reduce la resistencia a la
insulina en modelos animales (Kim & Kim, 2006; Rias et al., 2020; Marza et al., 2022),
sin embargo, los animales domésticos productivos han recibido poca atencion.

CONCLUSION

El agua tratada con bajo voltaje de 150 mV/m3 no afectd los cambios de peso corporal
en ratas en crecimiento, asi como el consumo de alimento y agua.
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RESUMEN

Los quesos elaborados con leche cruda presentan un elevado riesgo de contaminacion por bacterias
patdégenas, lo que pone en riesgo la salud del consumidor. El objetivo de este estudio fue evaluar la calidad
microbiolégica de tres tipos de queso de mayor demanda en Tepic, Nayarit, México. Se muestrearon
aleatoriamente quesos artesanales (fresco, panela y adobera) en 14 cremerias para cuantificar su carga
microbiana. Los mesofilicos aerébicos totales excedieron los valores oficiales, aunque el queso fresco
mostrd el valor menor (2.2x10° ufc/g) (p<0.05). Las tres variedades de queso presentaron cuentas altas y
similares (4.47x10* ufc/g) de coliformes totales (p=0.05) y la panela mostré el contenido mas alto (2.3x10*
ufc/g) de coliformes fecales (p<0.05). La carga de Salmonella spp. excedi6 el limite establecido oficialmente
y fue mayor en queso panela y adobera (p<0.05). Asimismo, el conteo de Staphylococcus aureus (3.3 x10°
ufc/g) rebaso el limite oficial y fue similar (p=0.05) en las tres variedades de queso. Ademas, hubo exceso
de mohos y levaduras en todos los quesos, la panela mostré el valor mas alto (5.8x10° ufc/g) (p<0.05) y
71 % de las muestras presentaron Micobacterium. En conclusion, debido a su carga microbiolégica los
guesos analizados representan un riesgo para la salud de los consumidores.

Palabras clave: quesos, carga microbiana, riesgo de salud.
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ABSTRACT

Cheeses-making from crude milk are of dubious hygienic quality and risk to consumer health. The objetive
was to assess the microbiological quality of three types of cheese varieties most consumed in Tepic, Nayarit,
México. Artisanal cheeses (fresco, panela and adobera) were randomly sampled in 14 creameries from
Tepic to quantify their microbial load and verify the hygienic quality. Total aerobic mesophiles of all samples
exceeded the official limit and the lowest value (2.2x10° cfu/g) corresponded to fresh cheese (p<0.05). The
three cheese varieties presented high and similar counts (4.47x10* cfu/g, average) of total coliforms (p=0.05)
and panela showed the highest contents (2.3x10* cfu/g) of fecal coliforms (p<0.05). Salmonella spp values
exceeded the official limit and were higher in panela and adobera cheeses (p<0.05). Likewise,
Staphilococcus aureus was similar (p20.05) in the three cheese varieties (3.3 x10° cfu/g) and exceeded the
official value. Besides, mold and yeast loads were higher than official limit, panela cheese showed the
highest value (5.8x10° cfu/g) (p<0.05) and Micobacterium in 71% of the samples was present. In conclusion,

the cheeses analized represent a great risk to consumers health due to the microbiological concentration.
Keywords: cheeses, miocrobial load, health risk.

INTRODUCCION

El queso es un alimento de amplio consumo a nivel mundial debido a sus propiedades
sensoriales, nutritivas y funcionales. Existen mas de mil variedades de queso en todo el
mundo Y difieren segun el tipo de leche utilizada, condiciones de proceso, maduracion,
conservacion, empaque y presentacion; lo cual influye en sus caracteristicas higiénicas,
fisicoquimicas y organolépticas (Bensal & Mishra, 2020; FAO, 2024). El queso fresco es
el de mayor consumo en México y Latino América, se elabora con leche de vaca o de
cabra, es tipo suave, no prensado ni madurado. La panela es un queso de pasta blanda
y fresca que no incluye maduracion y es prensado por su propio peso. Por su parte, el
gueso adobera se elabora con leche de vaca, es tipo suave, prensado, molido, fresco o
ligeramente madurado (Gonzalez et al., 2016). La calidad microbiologica de los quesos
depende de la salud del ganado lechero, el método de ordefio utilizado, manipulacién de
la leche y la cuajada durante su produccion, ademas de las circunstancias bajo las cuales
el queso es distribuido y comercializado hasta llegar al consumidor (Rysha et al., 2014).
A nivel mundial anualmente se enferman cerca de 600 millones de personas por ingerir
alimentos contaminados y 420 000 mueren por esta misma causa (OMS, 2020). En ese
sentido, tanto en los Estados Unidos de América, como en Latino América se han
reportado brotes de enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs), muchas de estas
asociadas al consumo de productos elaborados con leche cruda (Merchan et al., 2018).
También se documentd que el consumo de esos alimentos causa el 96% de las ETAs y
45 veces mas hospitalizaciones que por consumir productos lacteos elaborados con
leche pasteurizada. Por lo tanto, si continda el consumo de alimentos elaborados con
leche cruda, la tasa de ETAs también incrementara (Costard et al., 2017). Los quesos
elaborados con leche sin pasteurizar son reconocidos en todo el mundo por sus
caracteristicas sensoriales especiales, aunque también son posible fuente de transmisién
de diferentes enfermedades (Rysha et al., 2014). En nuestro pais, con la finalidad de
evitar el riesgo sanitario, la Norma Oficial Mexicana (NOM-243-SSA1-2010) define al
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gueso como un producto elaborado con leche estandarizada y pasteurizada de vaca u
otras especies; ademas, establece las buenas précticas de higiene durante el proceso de
elaboracion, asi como los limites microbioldgicos permitidos en el producto. Sin embargo,
en México aproximadamente el 25% de la leche producida es utilizada por granjeros o
microempresarios para producir de forma artesanal quesos como el fresco, la panela y
adobera con leche cruda y sin implementar buenas practicas de higiene (Gonzalez et al.,
2016). En ese sentido, la falta de control sanitario no garantiza la inocuidad de los quesos,
lo cual genera riesgos de contaminacién con bacterias patdgenas y la transmision de
ETAs al consumidor (Kandasamy et al., 2020; FAO, 2024). La produccién de quesos en
Nayarit se hace con leche sin pasteurizar y la autoridad gubernamental no exige el
cumplimento de la normativa oficial, ademas no existen reportes cientificos sobre la
calidad microbiolégica de los quesos consumidos. Por lo anterior, el objetivo del presente
estudio fue evaluar la calidad microbiologica de tres tipos de queso de mayor demanda
en Tepic, Nayarit, México.

MATERIAL Y METODOS

Recoleccion de muestras

Se hizo un muestreo aleatorio de quesos artesanales (fresco, panelay adobera) entre los
meses de mayo a octubre en tres mercados (Juan Escutia, Morelos y de abastos) de
Tepic, Nayarit, México. En cada uno de los mercados se seleccionaron tres expendios al
azar, ademas de otras cinco cremerias distribuidas en la ciudad y asi sumar 14 puntos
de venta donde se colectaron las muestras. Se obtuvieron porciones de 250 g de queso
de cada variedad y punto de venta y se colocaron en bolsas de plastico estériles, se
conservaron en hielo y fueron llevadas inmediatamente al Laboratorio de Microbiologia
del Centro de Tecnologia de Alimentos de la Universidad Autébnoma de Nayarit, donde se
mantuvieron a 4 °C durante un tiempo maximo de 24 h para su analisis.

Preparacion de la muestra y analisis microbiologico

Se pesaron 10 g de muestra y se colocaron en su respectiva bolsa de plastico estéril.
Enseguida se afiadieron 90 ml de solucién de fosfatos (pH 7.0); la mezcla se homogenizo
durante 3 min y a partir de la primera dilucién (101) se realizaron las diluciones seriadas
correspondientes segun la Norma Oficial Mexicana (NOM-110-SSA1-1994). La cuenta
viable de microorganismos se realiz6 con la técnica de vertido en placa, para lo cual se
utilizaron los medios de cultivo: agar para métodos estandar (mesofilos aerobios totales),
agar PDA (hongos y levaduras), Agar Baird Parker (Staphylococcus aureus), agar
Salmonella Shigella (Salmonella spp.), agar RBV (rojo bilis violeta) para coliformes totales
y fecales, agar MRS (Man Rogosa y Sharpe) para bacterias lacticas y agar Lowenstein -
Jensen para micobacterias. De cada una de las diluciones seleccionadas se tom6 1 mly
se coloco en el centro de la superficie del medio de cultivo en cajas de Petri por triplicado.
Enseguida la alicuota se extendid homogéneamente por toda la superficie del medio de
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cultivo con una varilla de vidrio esterilizada, inmediatamente las placas se incubaron en
forma invertida durante 48 h a 37°C (mesofilos aerobios totales, hongos y levaduras,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp., bacterias lacticas y micobacterias) y a 44°C
(coliformes totales y fecales). Una vez alcanzado el tiempo de incubacion se hizo el
conteo en las placas que presentaron de 30 a 300 colonias y se registraron como
unidades formadoras de colonias (ufc/g). Ademas, se detecto la presencia o ausencia de
micobacterias en los quesos.

Andlisis estadistico

Todas las mediciones (cuentas microbiolégicas) de las tres variedades de queso
obtenidas de los 14 puntos de venta se hicieron por triplicado y los resultados se expresan
como el rango, la media y desviacion estandar. Ademas, la carga de cada tipo de
microrganismo en las tres variedades de queso se analiz6 mediante ANDEVA para un
disefio completamente al azar y la comparacion de medias se hizo con la prueba de
Tukey (a = 0.05). El analisis se realiz6 con el programa Statistica 7.

RESULTADOS Y DISCUSION

La microbiota presente en los quesos depende de muchos factores como son la fuente
de leche (vaca u oveja, etc.), pasteurizacion, el manejo y ambiente de produccion; asi
como el afiejamiento y distribucion; sin embargo, los quesos elaborados con leche sin
pasteurizar pueden ser portadores de bacterias patégenas (Trmcéi¢ et al., 2016). Las
cuentas viables de mesofilicos aerobicos totales de las tres variedades de queso
obtenidas en los 14 puntos de venta fueron de 1.6x10° a 1.9x107 ufc/g y el valor mas
bajo y el mas alto correspondio al queso fresco y panela, respectivamente (Tabla 1). Esos
valores concuerdan con lo reportado para quesos de pasta dura y semidura (Spoerry-
Serrano et al., 2018), asi como en quesos fresco y adobera (Vazquez et al., 2018; Soria
etal., 2019), elaborados con leche sin pasteurizar. Las cuentas de bacterias acido lacticas
(BAL) fueron de 2.8x10%a 2.5x107 ufc/g y predominaron en el queso adobera (Tabla 1),
debido muy probablemente a que este tipo de queso es madurado ligeramente (Gonzalez
etal., 2016). En ese sentido, se ha reportado la importancia de las BAL en la fermentacion
de los quesos, debido a que contribuyen al desarrollo del sabor, aroma, textura,
composicion nutrimental, diversas propiedades funcionales y la vida de anaquel (Li et al.,
2020; Reuben et al., 2023). En base a la norma oficial mexicana los quesos frescos y
madurados deben presentar una carga maxima de mohos y levaduras de 500 ufc/g. El
contenido de esos microorganismos en los quesos analizados fue alto con valores entre
0y 2.4x10°8 ufc/g (Tabla 1) y el 90.47 % de las muestras rebasaron el valor estipulado
oficialmente. Esos resultados son desfavorables ya que la carga excesiva de mohos y
levaduras perjudica la apariencia exterior, genera mal olor y produce metabolitos
secundarios toxicos en los quesos (Kandasamy et al., 2020).
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de diferentes puntos de venta de Tepic, Nayarit, México

Variedad
de queso

P.V.

Meséfilos
aerdbicos totales

BAL

Mohos y levaduras

Fresco

Panela

10

11

12

13

14

1

2.6x10°+6.9 x10*

8.3x10°+3.0x10°

6.1x105+2.1x10°

4.1x10°+9.2x10*

2.3x10°+4.3x10*

3.7x10°+8.9x10°

4.9x10°+1.1x10°

1.2x10°+2.0x10°

1.2x10%*+9.2x10°3

9.4x105+3.8x10°

1.6x107+2.6x10°

1.6x10%*+5.2x10°

1.9x106+4.6x10°

1.6x10%+9.6x10?

1.1x106+2.8x10°

1.0x106+6.6x10°

3.6x105+4.2x10°

1.7x106+1.2x10°

6.5x105+7.4x108

1.1x10%+4.9x10*

1.1x10°%+1.3x10°

7.0x106+2.5x10°

2.3x10°+8.4x10*

5.5x10°+7.0x10*

1.6x10°+1.7x10°

1.6x10°+3.1x10*

2.1x10°+3.0x10*

1.3x10%*+2.1x10*

1.1x10%+2.5x10°

2.7x10%+2.7x10?

7.7x10%+4.0x10°

7.3x10*+6.3x10*

2.8x10%+6.6x10*

6.7x106+2.9x10°

1.6x107+5.1x10°

9.6x108+1.2x107

3.7x105+5.5x10*

3.2x105+4.8x10°

8.2x10%+2.7 x10*

1.1.x10%45.9x10°

2.2x10°+2.4x10%

3.2x10°+8.9x10*

2.1x10°+3.6x10*

3.0x10°+1.8x10°

1.9x10%+2.3x10°3

4.5x10%+1.7x103

5.6x10%+1.1x10°

2.2x10*+5.6x10*

2.7x10%+1.8x10°

1.7x10%+9.5x10*

4.3x10%+8.3x10°

7.1x105+3.7x10°

9.3x10*+5.2x10°

8.3x10%+3.9x10*

4.7x10°+1.5x10°

6 V)

Tabla 1. Mesofilicos aerdbicos totales, BAL, mohosy levaduras (ufc/g)* en tres variedades de queso
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Adobera

10

11

12

13

14

10

11

12

13

6.2x105+1.1x10°

8.1x105+9.4x10°

1.9x107+6.7x10°

1.2x107+6.6x10°

2.0x105+1.6x10°

5.5x105+3.0x10°

1.2x10%+2.1x10°

3.1x10°+1.5x10°

8.2x10°+1.5x10°

6.7x10%+1.2x10°

4.0x10%+1.3x10°

6.1x108+3.1x10°

1.3x106+3.5x10°

6.7x103+5.8x10°

9.9x105+6.7x108

3.7x105+2.0x10°

4.4x106+1.5x10°

1.6x107+1.4x10

2.6x10°+9.9x10*

2.9x105+5.6x10*

8.9x105+1.1x108

1.5x10%+1.7x10°

2.4x107+2.3x106

5.1x105+2.2x10°

1.6x107+9.3x10°

1.1x107+9.9x10°

3.5x106+3.4x10°

2.4x107+1.5x106

8.5x105+8.6x10°

2.2x10°+3.3x10°

1.5x107+1.1x10°

6.8x10%+2.8x10°

7.6x10°+1.1x10°

1.2x107+7.8x10°

1.6x10%+1.4x10°

6.7x10%+5.8x10?

2.5x107+7.8x10?

3.0x10°+2.2x10°

1.3x107+1.9x10°

1.6x107+5.7x10°

6.4x10%+8.8x10?

8.7x10%+1.1x10*

1.1x107+4.3x10°

1.4x10%+9.7x10°

7.5x10%+3.1x10*

2.8x10°+5.2x10*

2.4x106+3.5x10*

2.5x10°+2.0x10°

7.1x10°+2.6x10°

5.2x10°+1.1x10°

4.2x10%+1.4x10°

4.0x10°+2.9x10°

1.6x10°+1.4x10°

4.5x10%+4.8x10*

4.2x10%*+5.9x10°

3.5x105%+2.7x10*

3.4x105+4.9x104

6.7x10%+1.2x102

5.6x10%+3.2x10°

9.0x10*+1.6x10*

8.2x105+1.0x10°

1.7x10%+1.3x10*

2.2x10*+1.6x10*

6.3x10°+5.4x10°

2.2x10*+1.4x10*

5 )
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8 VW

1.2x105+2.2x10*

14 2.4x107+4.5x10° 2.4x107+6.1x10°

* Valores promedio + desviacion estandar, obtenidos en cada punto de venta, (n=3).
P.V. = Punto de venta.
BAL = Bacterias &cido lacticas.

Si los procedimientos de elaboracién de quesos no son higiénicos, el producto se
convierte en un alimento de riesgo que puede causar ETAs. En ese sentido, los
microorganimos de mayor riesgo son Escherichia coli y otros coliformes fecales, capaces
de causar disenteria (Ramirez et al., 2024). El 80.95 % de las muestras de quesos
analizadas presentaron coliformes totales en un rango de 3.3 x10°a 6.7x10° ufc/g (Tabla
2). De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-243-SSA1-2010), el valor permitido
de coliformes totales en queso es <100 ufc/g; el cual fue registrado Unicamente en
33.33 % de las muestras analizadas. Ademas, se encontraron coliformes fecales en 43% ,
93 % y 43 % de las muestras de queso fresco, panela y adobera; respectivamente, con
un rango de 1.7x10% a 2.2x10° ufc/g y no hubo presencia de esos microrganismos en
40.47 % del total de las muestras. La presencia y alto contenido de coliformes en los
guesos analizados concuerda con lo reportado por Fernandes-Silva et al. (2022) y
Ramirez et al. (2024) para quesos frescos; ademas, demuestran la carencia de buenas
practicas de higiene en la cadena de produccion y comercializacion de los quesos para
asegurar la salud del consumidor.

Tabla 2. Coliformes totales y fecales, Salmonella spp. y Staphylococcus aureus (ufc/g)* en tres
variedades de queso de diferentes puntos de venta de Tepic, Nayarit, México

Variedad P.V. Coliformes Coliformes Salmonella S. aureus

de queso totales fecales

Fresco 1 5.9x10'+7.5x10* 0 7.7x10'+3.8x10* 1.3 x105+5.1x10°
2 1.1x10%1.9x10° 2.9x10%'+7.5x10° 2.4x10°+2.8x102 2.8x10°+1.0x10°
3 9.2x10%+1.4x10° 1.5x10%+4.7x10°® 5.6x10%+2.8x10* 5.4x10°%£6.2x10°
4 1.8x10%+2.2x10% 2.7x10'+1.0x10' 2.3x10%+3.0x10? 2.9 x10°+6.2x10%
5 0 0 1.5x10%+6.8x10? 3.0 x10%+3.0x103
6 3.1x10%+3.3x10%? 1.7x10'+2.1x10' 1.1x10*+6.5x10° 2.8 x106+1.3x10°
7 3.3x10°+5.8x10° 0 0 2.0 x10°+1.0x10°
8 0 0 0 0
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Panela

Adobera

10

11

12

13

14

10

11

12

13

14

1

3.3x10°45.8x10°

3.3x10°45.8x10°

5.4x10%+2.6x10?

1.2x10%+1.6x10*

6.7x10°+1.2x10°

1.7x105+7.4x10%

9.2x10%+9.0x10*

9.6x10'+4.2x10*

2.9x10%+8.7x10°

1.1x10%+5.1x10°

4.0x10%+5.4x10°

3.3x10%+2.4x10*

2.4x105+1.3x10*

2.3x10%+5.2x102

3.9x10%+1.5x10*

8.6x10%+3.0x103

3.2x10%+3.4x10°

4.1x10%+1.4x103

9.3x10%+1.6x102

3.1x105+5.3x10°

2.5x10%+1.5x10°

3.3x10°45.8x10°

1.1x10%+7.0x10*

2.2x10°+3.0x10*

2.8x10%45.7x10°

1.3x10%+3.1x10*

3.3x10%+1.1x10°

1.6x10%+9.8x10?

4.0x10%+9.8x10?

3.5x10%+5.6x10°

2.0x10%+6.1x102

6.6x10%+2.7x10°

2.5x103%+1.5x10°

4.5x10%+2.7x10?

4.8x10%+2.9x10?

2.4x10%+3.0x102

2.3x10%+2.4x102

8.5x10%+3.2x10?

1.4x10%+1.2x10%

2.8x10'+3.3x10*

6.3x10%+4.9x10?

2.1x10°+3.5x10*

4.5x10%+1.0x10*

1.3x10%+1.6x10*

2.8x10%+2.3x10?

1.8x10%+1.3x10°3

4.5x10%+1.5x10°

8.5x103%+1.3x10°

2.8x10%+2.3x10*

2.0x10%+5.1x10?

5.4x10%+1.6x10*

1.2x10%+1.2x10*

6.7x10°+5.8x10°

3.9x10%+2.2x10?

2.5x108%+5.1x10?

1.1x10+4.1x10?

8 VW

7.2x10%+4.9x103
4.2 x10°45.5x10°

1.8 x10°+1.8x10*
1.3 x10%+2.4x10°

6.6 x10°+3.1x10°
2.5 x10%+3.7x10°
4.6 x105+1.2x108
2.4 x10°+6.5x10*
1.4 x10°+8.3x10*
1.0 x17+3.7x10°
2.4 x10°+5.0x10*
6.1 x10%+1.2x10*
1.9 x105+9.3x10°
2.1 x10%+1.6x10*
1.0 x105+6.8x10°
8.2 x10*+2.3x10*
7.6 x10°+3.4x10*
6.8x10°+5.1x10°
1.3x10%+1.8x10*

3.3x10°+7.8x10*
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8 VW

3 3.3x10%+3.4x10%> 3.4x10'+5.9x10' 2.8x10%+3.0x10? 3.4x10%+2.1x10*
4 1.1x10°4+1.9x10° 0 8.8x10%+3.2x10? 9.8x10°+3.8x10°
5 0 0 3.8x10%+2.2x10? 0
6 3.3x10°+5.8x10° 0 1.4x10%+2.7x10* 4.0x10°+2.1x10°
7 5.8x10+4.0x10! 0 0 0
8 2.2x10%+3.7x10% 4.0x10°+9.8x10% 1.2x10°+1.1x103 3.2x10%+1.5x10*
9 7.3x10%+1.1x10? 0 2.0x10%+6.4x10* 3.6x10%+1.7x10*
10 0 3.9x10%+6.0x102 0 1.0x10'+1.010!
11 0 0 0 0
12 2.6x10%+5.5x102 4.8x10%+9.2x10% 6.3x10%+9.5x10? 3.6x108+3.7x108
13 0 0 1.0x10%+1.7x10* 1.8x10%+5.5x103
14 6.2x10%+1.2x10* 1.2x10%+6.9x10%® 1.6x10%t1.0x10° 6.9x10°+8.6x10°

* Valores promedio + desviacion estandar, obtenidos en cada punto de venta, (n=3).
P.V. = Punto de venta.

La salmonelosis es una de las enfermedades de transmisidon alimentaria mas comunes y
ampliamente extendidas, ya que afecta anualmente a decenas de millones de personas
en todo el mundo y provoca mas de cien mil defunciones (Spoerry-Serrano et al., 2018;
Ehuwa et al., 2021). El 83.3 % de las muestras analizadas estuvieron contaminadas con
Salmonella (6.7x10°a 2.1x10° ufc/g) (Tabla 2). Estos resultados exceden a lo reportado
por Martinez et al. (2013) quienes encontraron Salmonella spp. en 19 % de muestras de
gueso fresco, ausencia en varios tipos de quesos (Spoerry-Serrano et al., 2018) y un
3.3 % en muestras de queso adobera (Soria et al., 2019). La intoxicacidén alimentaria por
Staphylococcus spp. es una de las ETAs mas comunes como resultado de la presencia
de enterotoxinas presentes en el alimento y no debido a la infeccion; sin embargo, un
tercio de las cepas de Staphylococcus aureus producen enterotoxinas (Rashky, 2018).
Segun la Norma Oficial Mexicana (NOM-243-SSA1-2010) el valor maximo permitido de
Staphylococcus aureus en quesos fresco y panela es de 1000 ufc/g. Al respecto, el
85.72 % de las muestras presentaron cuentas excedidas de Staphylococcus aureus en
unrango de 1.1x10'a 1.1x107 ufc/g y solo tres muestras de queso fresco estuvieron libres
de ese microorganismo patdégeno (Tabla 2). La misma norma estipula que los quesos
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madurados pueden presentar valores de Staphylococcus aureus <100 ufc/g, lo cual se
cumplio solo en cuatro muestras de queso adobera que puede ser sometido a maduracion
(Gonzalez et al., 2016); sin embargo, solo tres muestras de queso fresco fueron libres
del patégeno (Tabla 2). Estos resultados evidencian el riesgo de salud para el
consumidor, ya que se han reportado brotes de infeccion asociados con el consumo de
gueso en los que predominaron como responsables Salmonella y Staphylococcus aureus
(Little et al., 2008). Micobacterium bovis es el agente etioldgico de tuberculosis bovina y
puede causar tuberculosis humana con sintomas clinicos indistinguibles de aquellos
causados por Micobacterium tuberculosis; ademas, muchos casos de la llamada “TB
zoonotica, M. bovis” en humanos son subestimados debido a la falta de reportes en
paises endémicos y capacidad limitada de laboratorios para el diagnéstico (Kanipe &
Palmer, 2020; Mabe et al., 2024). En ese sentido, la transmision de tuberculosis zoondtica
a los humanos se debe al consumo de alimentos contaminados, especialmente queso
fresco no pasteurizado, o la utilizacion de leche cruda procedente de ganado infectado.
(Cezar et al., 2016; SAGARPA, 2016). La contaminacion también puede ocurrir durante
el proceso de elaboracion del queso, distribucion o venta, debido a malas practicas de
higiene. El 71 % de los quesos analizados mostraron presencia de micobacterias, lo cual
hace posible la transmision de tuberculosis, entre otras enfermedades para los
consumidores (Lara et al., 2024). En la Tabla 3 se presenta la carga microbiana promedio
y la comparacion estadistica de mesofilicos aerobicos totales, BAL, mohos y levaduras
de las tres variedades de queso obtenidos en los 14 puntos de venta.

Tabla 3. Cuentas de mesofilicos aerébicos totales, BAL, mohos y levaduras (ufc/g)* de quesos
comercializados en Tepic, Nayarit, México

Variedad de Meséfilicos BAL Mohos y levaduras
queso aer6bicos totales
Fresco 2.2x105+4.4x106 9.4x10°+1.8x106p 2.6x10°+3.4x10°%p
Panela 5.6x105+5.7x106 4 1.0x107+8.6x10° a 5.8x10°+6.7x10%4
Adobera 5.0x105+7.8x106 4 7.4x106+9.2x106 4 1.8x10%+2.8x10%

*Valores promedio + desviacion estandar, obtenidos de los 14 puntos de venta y analizados por triplicado.
apValores con subindice distinto en cada columna difirieren estadisticamente (p<0.05).
BAL = Bacterias &cido l4cticas.

La carga de mesofilicos aerdbicos totales fue estadisticamente igual en los quesos
panela y adobera, pero superior al queso fresco (p<0.05). Las cuentas de BAL mostraron
diferencia significativa (p<0.05) y fueron mas altas en el queso panela y adobera; 1.0x10
ufc/g y 7.4x108 ufc/g, respectivamente (Tabla 3). Esos resultados pueden influir en la
aceptacion de los quesos por el consumidor, ya que las BAL se caracterizan por su
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habilidad fermentativa para mejorar los atributos sensoriales, enriquecimiento de
nutrientes y beneficios para la salud (Mathur et al., 2020). Con respecto a los valores
promedio de mohos y levaduras, las tres variedades de queso rebasaron el limite oficial
y la panela mostré el valor mas alto (5.8x10° ufc/g) (p<0.05). Las cifras elevadas de mohos
y levaduras reflejan mala calidad de los quesos; por lo tanto, también debe considerarse
la posible presencia de micotoxinas en el producto (Soria et al., 2019).

Las cuentas viables de coliformes totales fueron altas con un promedio de 4.47x10*ufc/g,
sin existir diferencia significativa entre variedades de queso (p=0.05) (Tabla 4). Por su
parte, la carga de coliformes fecales fue diferente (p<0.05) y el valor mas alto (2.3x10*
ufc/g) lo presento el queso panela, debido muy probablemente a la malas practicas de
higiene durante la fase de produccion (Gelen & Ceylan, 2020). Recientemente se reportd
una prevalencia alta (42 %) de coliformes totales en quesos elaborados con leche cruda
(Jinghui et al., 2022), lo cual concuerda con nuestros hallazgos.

Tabla 4. Cuentas de coliformes totales y fecales, Salmonella spp. y Staphylococcus aureus (ufc/g)*
de quesos comercializados en Tepic, Nayarit, México

Variedad Coliformes Coliformes Salmonella Staphylococcus

de queso totales fecales aureus
Fresco 1.0x10%+6.2x10%a  1.3x10%+4.1x10%,  6.3x10%+1.6x10%; 8.8x10°+1.5x10°% 4
Panela  9.4x10%*+3.1x10%°a 2.3x10%+5.7x10*a  2.8x10%+5.5x10%a 1.6x106+2.8x10° »

Adobera  3.0x10*+1.4x10%a2 4.6x10%+1.3x10%p  1.2x10%*+3.7x10%a 8.8x10°+2.1x10°% 5

*Valores promedio + desviacion estandar, obtenidos de los 14 puntos de venta y analizados por triplicado.
apValores con subindice distinto en cada columna difirieren estadisticamente (p<0.05).

El género Salmonella es asociado comunmente con desordenes gastrointestinales y es
mas frecuente en paises subdesarrollados tales como México. Aunque son escasos los
datos sobre enfermedades causados por el consumo de productos lacteos, hay reportes
de brotes de salmonelosis ligadas al consumo de queso fresco (Torres-Vitela et al., 2012).
Los valores de Salmonella spp. fueron muy altos y diferentes entre variedades de queso,
destaca la panela y el queso adobera con cargas de 2.8x10% ufc/g y 1.2x10* ufc/g,
respectivamente (Tabla 4); por lo tanto, se incumplié rotundamente la Norma Oficial
Mexicana (NOM-243-SSA1-2010) que establece la ausencia del microorganismo en 25 g
de muestra. Esos resultados concuerdan con una incidencia de 34 % y 20 % de
Salmonella spp. en quesos panela y adobera, respectivamente, reportado por Torres-
Vitela et al. (2012). Staphylococcus aureus produce enterotoxinas que son termoestables
y puede causar desde diarrea hasta una intoxicacion severa cuando se ingiere leche
cruda o sus derivados (Baran et al., 2017). Las cuentas de Staphylococcus aureus en las
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tres variedades de queso fueron iguales (p=0.05) (Tabla 4); excedieron el valor de la
normativa oficial mexicana y superaron lo reportado por Bastam et al. (2021). Las cargas
elevadas de coliformes, Salmonella spp. y Staphylococcus aureus se deben muy
probablemente al uso de leche cruda y condiciones higiénicas insuficientes durante la
elaboracién, almacenamiento, presentacion y periodo de venta de los quesos analizados;
por lo cual son de riesgo para la salud de los consumidores (FAO, 2009; NOM-243-SSA1-
2010; OMS, 2022).

CONCLUSIONES

Los resultados de la presente investigacion demuestran que la calidad microbioldgica e
inocuidad de los quesos analizados provenientes de Tepic, Nayarit, México no es
aceptable de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana y los estandares internacionales del
Codex Alimentarius. Ademas, se puede afirmar que en los sistemas de produccion y
puntos de venta no se tiene control de calidad ni buenas practicas higiénicas; por lo tanto,
los quesos analizados evidencian un importante riesgo para la salud de los
consumidores. Se recomienda implementar la pasteurizacion de la leche para elabor los
guesos y otras medidas sanitarias durante la comercializacién; ademas, de acuerdo a los
resultados de esta investigacion se sugiere la supervision oficial y el cumplimiento de la
normativa para prevenir la trasmision potencial de enfermedades por el consumo de
guesos contaminados en esta localidad.
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RESUMEN

El Vibrio parahaemolyticus actia como patégeno oportunista y primario de las unidades de produccién
camaronicola, lo que ocasiona la Enfermedad de la Necrosis Hepatopancreética Aguda (AHPND, por sus
siglas en inglés) y la Enfermedad de las postlarvas de cristal (HLVD) mucho mas virulenta que la cepa
AHPND. Sin embargo, las variables que determinan la densidad de este patdgeno en las unidades de
producciéon no son todavia claras. Por tal motivo, el objetivo del presente trabajo fue determinar las
variables fisicas, quimicas y biolégicas que favorecen su desarrollo en el hepatopancreas del camarén
Penaeus vannamei, en el agua y en el sedimento de los estanques de cultivo. La investigacion se realizé
en granjas comerciales localizadas en la costa del noroeste de México. En cada granja se recolectaron
muestras de agua, sedimento y camardn para analisis bacterioldgico (siembra en placa con CHROMAgar
Vibrio), calidad de agua (nitritos NO2", nitratos NOs’, amonio NH4", fosfatos PO4* y alcalinidad CaCOs3),
materia organica y pH (en sedimento), asi como mediciones de salinidad, temperatura, oxigeno disuelto,
pH (en agua) y transparencia. Para analizar la asociacién de las variables fisicas, quimicas y biolégicas
con la densidad de V. parahaemolyticus en el hepatopancreas del camarén, se construyé un Modelo
Lineal Generalizado (MLG). El modelo que mejor explicé los datos presenté una devianza explicada del
34.85%. El examen bacteriolégico arrojé que la zona norte y la zona sur mostraron la mayor densidad
promedio de V. parahaemolyticus en el hepatopancreas del camarén. El modelo revel6 un efecto
significativo (P<0.05) en la densidad de V. parahaemolyticus en el agua y en el sedimento de los
estanques de cultivo, ciclo de cultivo, oxigeno disuelto, salinidad, pH en el agua de cultivo, NH4* y
alcalinidad. La evidencia encontrada del efecto de algunos de los factores sobre la densidad de V.
parahaemolyticus en el hepatopancreas del camardén sugieren un monitoreo constante para evitar
densidades perjudiciales para la salud del camarén.

Palabras clave: granjas de camardn, variables ambientales, modelo lineal generalizado, Vibrio
parahaemolyticus.
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ABSTRACT

Vibrio parahaemolyticus acts as an opportunistic and primary pathogen in shrimp production units,
causing Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND) and the much more virulent postlarvae
glass disease (HLVD) than the AHPND strain. However, the variables that determine the density of this
pathogen in production units are not yet clear. For this reason, the aim of this study was to determine the
physical, chemical and biological variables that favour its development in the hepatopancreas of Penaeus
vannamei shrimp, in the water and sediment of culture ponds. The research was carried out in
commercial farms located on the northwest coast of Mexico. At each farm, water, sediment and shrimp
samples were collected for bacteriological analysis (CHROMAgar Vibrio plate seeding), water quality
(nitrite NO2", nitrate NOs", ammonium NH4*, phosphate PO4*> and alkalinity CaCOs), organic matter and
pH (in sediment), as well as measurements of salinity, temperature, dissolved oxygen, pH (in water) and
transparency. To analyse the association of physical, chemical and biological variables with the density of
V. parahaemolyticus in the shrimp hepatopancreas, a Generalised Linear Model (GLM) was constructed.
The model that best explained the data had an explained variance of 34.85%. Bacteriological
examination showed that the northern and southern zones showed the highest average density of V.
parahaemolyticus in the shrimp hepatopancreas. The model revealed a significant effect (P < 0.05) on
the density of V. parahaemolyticus in culture pond water and sediment, culture cycle, dissolved oxygen,
salinity, pH in culture water, NH4" and alkalinity. The evidence found for the effect of some of the factors
on the density of V. parahaemolyticus in the shrimp hepatopancreas suggests constant monitoring to
avoid densities detrimental to shrimp health.

Keywords: shrimp farms, environmental variables, generalised linear model, Vibrio parahaemolyticus.

INTRODUCCION

La bacteria Vibrio parahaemolyticus habita en ambientes marinos costeros y zonas
estuarinas (Cariani et al.,, 2012); se encuentra libre en suspension o asociada a
particulas suspendidas, como: sedimento (Heitmann et al., 2005), plancton (Turner et
al., 2013), peces (Aliaga et al., 2010), moluscos bivalvos (Rodriguez-Camacho et al.,
2014) y crustaceos. En estos udltimos, suele alojarse en el exoesqueleto de los
camarones debido a que la quitina es utilizada por la bacteria como nutriente (Dulanto,
2013).

De acuerdo con los principales factores que influyen en la ocurrencia y distribucion de
V. parahaemolyticus en el agua de mar son la temperatura, salinidad, disponibilidad de
nutrientes y las fluctuaciones en la concentracion de plancton (Hernandez-Ayon et al.,
2003; Tantillo et al., 2004). Por lo que un desequilibrio en los factores fisicos, quimicos
y biologicos puede ocasionar la proliferaciéon de V. parahaemolyticus el cual es una
bacteria patdgena oportunista, anaerobia facultativa, Gram negativa, responsable de
causar altas mortalidades (Cafigral-Carcel, 2011). Una de las enfermedades causantes
por V. parahaemolyticus es la enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda
(AHPND), la cual se ha registrado en el continente asiatico y en diversas especies de
camarones, tal es el caso de Penaeus monodon; los primeros brotes de esta especie
se registraron en el afio 2009 en el sur de China, causando mortalidades masivas de
hasta el 100 % en los cultivos (Kumar et al., 2021). Otra enfermedad altamente letal
causada por Vibrio (HLVD, por sus siglas en inglés), conocida como “enfermedad de
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las postlarvas de vidrio” (GPD) o “enfermedad de las postlarvas translucidas” (TPD),
tuvo su primera aparicion en 2019 y el agente causal ha sido identificado como cepas
virulentas de V. parahaemolyticus (Vp Hvp) (Zou et al., 2020; Yang et al., 2023). La
infeccion por Vp o dafia gravemente el tubulo del hepatopancreas y el epitelio del
intestino medio de los camarones infectados, provocando una mortalidad aguda y
masiva en las postlarvas de camaron. Aunque tanto la HLVD como la AHPND son
causadas por vibrios y comparten signos clinicos similares, la Vp Hvo €s mucho méas
virulenta que la Vp anpno (Yang et al., 2023).

En México, no hay evidencias de aparicion de infeccion por HLVD, pero se tiene
conocimiento que los primeros brotes de la AHPND se presentaron durante el 2013,
afectando la produccion de los cultivos de Penaeus vannamei en la region noreste
principalmente en los Estados de Sonora, Sinaloa y Nayarit (Galaviz-Silva et al., 2021),
estimando pérdidas de hasta el 65%, en aproximadamente 1,500 granjas de cultivo con
una extension de 92,962 ha (Nunan et al., 2014). Adicionalmente, es importante
sefalar que el tiempo de generacion del Vibrio es entre 10 y 12 minutos beneficiado
por la disponibilidad de nutrientes en su entorno y temperaturas calidas (> 35°C),
salinidades bajas (< 8 UPS) y pH alcalino (> 7.5) (Zamora-Pantoja et al., 2005). Por lo
tanto, algunos autores mencionan que los factores anteriormente sefialados serian los
principales causantes del incremento de la ocurrencia y distribucion de este patégeno
en el agua de mar (Hernandez-Ayoén et al., 2003; Tantillo et al., 2004). De acuerdo con
Lai et al. (2015), esta enfermedad se presenta cuando los camarones se encuentran
bajo condiciones de estrés, o cuando su sistema inmune esta deprimido, causando
importantes pérdidas economicas a la industria camaronicola. Cabe destacar que las
cepas de V. parahaemolyticus que causan AHPND en México muestran diferencias
genéticas con las cepas asiaticas y han desarrollado resistencia a antibiéticos de uso
comun como la oxitetraciclina y la sulfacloropiridazina-trimetoprima (Galaviz-Silva et al.,
2021). Estos hallazgos resaltan la importancia de monitorear y manejar las poblaciones
de Vibrio en la acuicultura de camaron.

A 14 afios de la aparicion del AHPND a nivel mundial, esta enfermedad continda
afectando a la industria del cultivo de camaron. A pesar de ello, no existen reportes de
investigaciones in situ que confirmen las condiciones que favorecen el desarrollo de
este microorganismo, tampoco usando un Modelo Lineal Generalizado (MLG). Aun asi
se han hecho predicciones e identificado correlaciones de la abundancia de especies
de Vibrio utilizando el modelo paramétrico de regresion lineal (LRM) y el modelo
binomial negativo (NBM), asi como el modelo semiparamétrico aditivo generalizado
(GAM) (Dequito et al., 2022). Los unicos trabajos que han analizado el efecto del
AHNPD en los cultivos comerciales de camaron son los de Estrada-Pérez et al. (2019)
y Estrada Pérez et al. (2020) con modelos de regresion mdultiple con un modelo de
stock y un modelo bioeconémico respectivamente. En el presente estudio, se evaluaron
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las diferentes variables fisicas, quimicas y biolégicas que pudieran estar contribuyendo
en el incremento de las densidades de este patdgeno en el hepatopancreas de los
camarones Penaeus vannamei, cultivados en unidades de produccion localizadas al
noroeste de México. Ademas se determiné la asociacion de variables fisicas, quimicas
y bioldgicas de los cuerpos de agua costeros en la linea de costa al noroeste de
México y del agua de los estanques de cultivo de las granjas camaroneras con el
incremento de la densidad de V. parahaemolyticus en el hepatopancreas del camaron
Penaeus vannamei, utilizando como herramienta de analisis los Modelos Lineales
Generalizados (Nelder & Wedderburn, 1972). Lo anterior con la finalidad de que se
generen bases cientificas acerca del comportamiento V. parahaemolyticus en los
estanques de cultivo de camarén, misma que contribuira a la toma de decisiones por
parte del productor para el control y manejo del patégeno en sus instalaciones de
cultivo.

MATERIAL Y METODOS

Recolecta de muestras y medicion de variables ambientales

Se obtuvo una base de datos de cuerpos de agua costeros, asi como en granjas de
camarén ubicados al Noroeste de México, especificamente sobre la linea de costa del
Estado de Sinaloa (Figura 1) durante el 2017 en el que se efectuaron diez muestreos
en 26 granjas de cultivo en el primer ciclo (febrero-junio) y 18 en el segundo (julio-
noviembre). Las zonas de muestreo fueron zona norte: Ahome y Guasave, zona centro
norte: Angostura y Navolato, zona centro: Eldorado y Cospita, zona centro sur: Elota y
zona sur: Mazatlan. Durante los primeros 30 dias de cultivo los muestreos se realizaron
semanalmente, por considerarse como la etapa critica (Hong et al., 2016),
posteriormente, los muestreos se realizaron cada dos semanas.

w 2 Y \“
[ —

Figura 1. Area de estudio y puntos de muestreo
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Las muestras de organismos, agua y sedimento de cada una de las unidades de
produccién acuicola fueron obtenidas de un estanque seleccionado aleatoriamente en
la compuerta de entrada y salida. Para las muestras de organismos se seleccionaron
15 camarones con trastornos de comportamiento alimentario y alteraciones fisiol6gicas
(Soto-Rodriguez et al., 2010). Para el analisis en fresco y bacteriolégico, los camarones
se mantuvieron vivos y se depositaron en hieleras con agua del estanque para ser
trasladados al laboratorio del Comité Estatal de Sanidad Acuicola de Sinaloa
(CESASIN) donde fueron procesados. Las muestras de agua se tomaron entre los 20
cm por debajo de la superficie y 20 cm por encima del fondo. Para el andlisis
bacteriolégico, las muestras se trasladaron al laboratorio antes mencionado, utilizando
para el cultivo bacteriano placas de CHROMagar Vibrio para posteriormente cuantificar
y expresar los resultados en unidades de volumen (UFC/ml) o masa (UFC/g) (Soto-
Rodriguez et al., 2015). Las muestras de sedimento para analisis de materia organica y
pHs del estanque en cultivo se recogieron con una sonda para sedimento. La materia
organica (MO) se evaluo de acuerdo con la NOM-021-SEMARNAT-2000 a través del
método de Walkley & Black (1934) mediante la oxidacion del carbono organico (CO).
En cada muestreo se registraron datos de salinidad (S), temperatura (T, °C), oxigeno
(OD, mg L) y pH empleando un refractémetro de mano marca VITAL SINE SR6, un
oximetro marca YSI-55-12 y un potencidmetro marca YSI pH 10A respectivamente, y la
transparencia (Tp, cm) con un disco de Secchi.

Las concentraciones de nitritos (NO2), nitratos (NOs’), amonio (NH4*) y fosfatos (PO4*)
se realizaron a partir de los procedimientos descritos en el manual de analisis de agua
sobre los kits LYSA, basados en el principio de Strickland & Parsons (1972). La
alcalinidad (Alc) se midié por el método colorimétrico descrito por Hanna, utilizando un
colorimetro manual HI755.

Modelo lineal generalizado y analisis estadistico

Para realizar un analisis exploratorio de los datos, se obtuvieron las medidas de
tendencia central de las variables fisicoquimicas, nutrientes, materia organica, pH del
sedimento y bacteriologia (Figura 2). Con el objetivo de determinar la asociacion entre
las diferentes variables con respecto a la densidad de V. parahaemolyticus (UFC/g) en
el hepatopancreas del camardn, se ajustaron Modelos Lineales Generalizados (GLM)
(Nelder & Wedderburn, 1972) utilizando la paqueteria base del lenguaje de
programacién R Core Team 2021.
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Figura 2. Promedio + desviacién estandar por zona y ciclo de cultivo de las variables
fisicoquimicas y bioldgicas en las granjas de camarén en la regién noroeste de México. N = Norte,
NC = Norte Central, C = Central, SC = Sur Central y S = Sur. La linea negra marca la media entre ciclos
de cultivo.

Para construir los MLG se establecieron como variables explicativas la T, OD, S, pH,
Tp, NO2, NOsz, NH4*, POs*, Alc, MO, pHs, mes de cultivo y densidad de V.
parahaemolyticus (UFC/mI) en cuerpos de agua costeros y de los estanques de cultivo
conforme a la Tabla 1. Debido a que todas las variables explicativas fueron
cuantitativas, se le afiadi6 al modelo un efecto cuadratico (polinomio de segundo
grado), con la finalidad de mejorar el ajuste de las variables, intentando explicar de
mejor manera la tendencia de los datos observados, lo cual fue evaluada previamente
mediante un analisis exploratorio (Sokal & Rohlf, 1986). Debido a que los valores de
UFC/g en hepatopancreas, solo pueden ser valores iguales o mayores que cero, se
asumio una distribucion Gamma en el error del modelo, utilizando como variable de
respuesta el valor de x + 1 para eliminar los ceros. Para asumir una distribucion
Gamma, se utilizé una funciéon de enlace inversa (n = 1/u). La seleccion del modelo
para las variables explicativas mas relevantes, se utilizo el proceso de stepwise usando
el criterio de Akaike como factor de seleccién (AIC), eligiendo como el mejor modelo,
aquel que presenté el menor valor de AIC (Anderson & Burnham, 2002).
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Tabla 1. Variables explicativas que se utilizaron para el Modelo Lineal Generalizado
Ciclo | Ciclo Il Ciclo I-11

Variables Febrero-Junio Julio-Diciembre Febrero-Diciembre
Promedio + DE

Fisico-quimicas del agua

Temperatura (°C) 28.3+2.8 30.2+2.2 29.0+2.8
Oxigeno (mg/L) 4817 42+1.2 46+1.6
Salinidad (UPS) 35.6 £10.0 31.8+9.2 34.2+9.9
pH 8.2+0.3 8.1+04 8.2+04
Transparencia (cm) 40.9+ 134 36.2+9.9 34.2+125
Nutrientes del agua (mg/L)
Nitratos (NO3") 0.242 +0.74 0.118 + 0.125 0.197 + 0.592
Amonio (NH4") 0.112 + 0.139 0.098 + 0.149 0.107 + 0.143
Nitritos (NO2) 0.107 + 0.091 0.094 + 0.154 0.102 + 0.118
Fosfatos (PO4?) 0.324 +0.371 0.406 + 0.256 0.354 + 0.335
Alcalinidad 149 £+ 22 154 + 38 151+ 29
Sedimento
MO (%) 1.4+0.7 1.6+1.0 1.5+0.8
pH 8.17+0.41 8.19+0.38 8.19+0.40
Hepatopancreas (UFC/g)
Densidad de V. 46102.9 + 265988.73 13543.8 + 54802.76 33786.1 £ 212785.82
parahaemolyticus
Bacteriologia (UFC/mI) (UFC/qg)
Agua-cuerpos 104.58 + 781.87 102.46 + 246.12 103.80 + 639.82
Sedimento-cuerpos 8256.34 + 52608.30 12383 + 35684.82 9765.47 + 47131.54
Agua-estanques 47.44 + 136.50 87.86 + 391.54 62.22 + 260.86
Sedimento-estanques 1931.99 + 5508.59 2856.38 + 7218.00 2270.04 + 6197.39

Nota: MO, materia organica.

RESULTADOS

Bacteriologia

Con relacion a la presencia de V. parahaemolyticus en el hepatopancreas de los
camarones, se observé que, en la zona norte del Estado, se encontré la mayor
densidad de V. parahaemolyticus en ambos ciclos de produccion (Figura 3a), conforme
los muestreos se dirigieron al sur del Estado, se observa una clara tendencia a
disminuir la concentracion de V. parahaemolyticus. También se pudo observar que, en
la zona norte central, hubo mayor concentraciéon de bacterias durante el mes de
octubre y solo durante el segundo ciclo de produccion (Figura 3b), en la zona central y
sur del estado destaca el mes de septiembre (Figura 3c y d); y para el caso de la zona
sur central el mes de noviembre (Figura 3e).
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Figura 3. Comportamiento de la densidad de V. parahaemolyticus (UFC/g) en estanques de cultivo
de granjas en diferentes zonas. Zona norte a: Ahome y Guasave, zona centro norte b: Angostura y
Navolato, zona centro c: El dorado y Cospita, zona sur d: Elota y zona centro sur e: Mazatlan.

Asociacién de las variables fisicas, quimicas y biolégicas con la densidad de V.
parahaemolyticus en el hepatopancreas del camaron

El efecto significativo (P<0.05) del OD, S, pH del agua de cultivo, NOz, NH4*, Alc, MO,
pHs, mes de cultivo y densidad de V. parahaemolyticus (UFC/mI) en cuerpos de agua
costeros y de los estanques de cultivo explicé el fendmeno de la densidad de V.
parahaemolyticus en el hepatopancreas del camar6n con una devianza nula de 5895.2,
una devianza residual de 3840.2 y una devianza explicada de 34.85% (Tabla 2).
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Tabla 2. Anédlisis estadistico de las variables fisicas, quimicas y biol6égicas que favorecen la
densidad de V. parahaemolyticus en el hepatopancreas del camar6n Penaeus vannamei

Coeficiente Error

Variable Estimado Estandar Valor t P
(Intercepto) -5.2964 7.7347 -0.6847 0.4940
UFC en agua

(Cuerpos de Agua) 0.0016 0.0011 1.4304 0.1537
UFC en Agua (Granja) -1.01E-05 1.94E-06 -5.1911 4.05E-07
UFC en Sedimento (Granja) -1.33E-08 3.41E-09 -3.9066 0.0001
Ciclo: 2 -1.7144 0.6305 -2.7191 0.0069
Mes: abril -3.6409 3.8923 -0.9354 0.3503
Mes: mayo -3.3051 3.8084 -0.8678 0.3862
Mes: junio -4.1755 3.8211 -1.0927 0.2754
Mes: julio -2.4848 3.8558 -0.6444 0.5198
Mes: agosto -2.8677 3.8537 -0.7441 0.4574
Mes: septiembre -4.1767 3.8496 -1.0849 0.2788
Mes: octubre -2.7915 3.8384 -0.7272 0.4676
Mes: noviembre -5.8335 3.9263 -1.4857 0.1384
Mes: diciembre -7.2182 4.2012 -1.7181 0.0868
Oxigeno Disuelto (Granja) -0.4408 0.1553 -2.8375 0.0048
Salinidad (Granja) -0.0039 0.0019 -2.0667 0.0396
pH en Agua (Granja) -0.1034 0.0394 -2.6204 0.0092
Materia Organica (Granja) 0.3915 0.2429 1.6116 0.1081
pH en Sedimento (Granja) 0.0667 0.0358 1.8622 0.0636
NH4 en Agua (Granja) 4.4103 2.0688 2.1317 0.0339
NOs en Agua (Granja) -2.3772 1.3827 -1.7192 0.0866
Alcalinidad en Agua (Granja) -0.0005 0.0001 -2.8160 0.0052

Variables en negritas P < 0.05

El modelo indic6 que la densidad de V. parahaemolyticus en el hepatopancreas se
incrementa en la medida en que la concentracién de bacterias encontradas en el agua
de los cuerpos costeros aumenta (Figura 4). Una tendencia similar de la concentracion
de bacterias en los sedimentos y en el agua, mostraron que concentraciones
intermedias aumentaron la densidad de V. parahaemolyticus en el hepatopancreas, sin
embargo, concentraciones mayores a valores intermedios, mostraron una disminucién
(Figura 4).


mailto:abanicoveterinario@gmail.com

ABANICO VETERINARIO E-ISSN 2448-6132 abanicoveterinario@gmail.com

https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario

Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

f(Bac_Agua_Cuerpos)

)

Bac_Sedimentos

f(

f (Bac_Agua)

Figura 4. Efecto de la densidad (UFC/ml) de V. parahaemolyticus (Y) en agua de los cuerpos de
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En cuanto al ciclo de cultivo, el ciclo 1 favoreci6 mayormente la densidad de V.
parahaemolyticus que el ciclo 2 (Figura 5a). De manera general, valores mayores del
oxigeno disuelto, pH, Salinidad y los nitratos en el agua, la densidad de V.
(Figura 5b, c, d y h, respectivamente), contrario a lo que
ocurrié con la materia organica, el pH del sedimento, la alcalinidad y el amonio, que
mientras aumentaron sus valores, mayor densidad de V. parahaemolyticus se observé
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Figura 5. Influencia del ciclo de cultivo (a), oxigeno disuelto (mg/L) (b), pH en el agua (c), la
salinidad (UPS) (d), materia organica (%) (e), pH de la materia organica de los estanques (f),
alcalinidad (g), NOs (h) y NHs (i) sobre la densidad V. parahaemolyticus (UFC/g) en el
hepatopéancreas de camardn f (Ciclo, OD, pHa, S, MO, pHs, Alc, NO3, NH.)

DISCUSION

Las variables ambientales juegan un papel fundamental en el desarrollo del camarén,
debido a su condicion fisiolégica y a que todos los procesos bioquimicos tienen efectos
directos en la tasa de consumo de alimento y de oxigeno disuelto, excreciéon de amonio
y crecimiento (Ferreira et al., 2011). En el presente estudio se observo para ambos
ciclos de cultivo, promedios de temperatura, oxigeno disuelto, salinidad, pH y
transparencia dentro del intervalo 6ptimo para P. vannamei en cultivo, valores de
acuerdo a los reportados por otros autores como la temperatura de 25 °C a 32 °C
(Carbajal-Hernandez et al., 2011; Mateka et al., 2015); oxigeno disuelto de 4 a 7 mg/L
(Alpuche et al., 2005); salinidad de 15 a 41 UPS (Pérez-Velazquez et al., 2007; Rivas-
Montafio et al., 2018); pH de 6 a 9 (Carbajal-Hernandez et al., 2013) y transparencia de
17 a 45 cm (Garcia-Sanchez et al., 2018).
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Los resultados del presente estudio mostraron que V. parahaemolyticus en agua de
abastecimiento alcanz6 maximos de 1.35E+04 UFC/ml y; en la zona Sur hasta un maximo
de 4.94E+03 UFC/ml en agua de los estanques, por lo que presuntivamente el agua de
abastecimiento funciona como un inoculo al ingresar al estanque de cultivo, como lo
mencionan Orellana de Granados & Ayala-Mestanza (2017), estas bacterias muchas veces
encuentran las condiciones para crecer por las combinaciones de multiples factores como:
las altas concentraciones de materia organica en los fondos, los suelos acidos y la
variacion de los pardmetros fisicoquimicos, entre otros. Esta proliferacion de bacterias
puede llegar a estar presentes en el hepatopancreas y en la hemolinfa del camarén y
ocasionar mortalidad (Orellana de Granados & Ayala-Mestanza (2017). Esto es de
esperarse ya que el agua de cultivo de camardn utilizada en Sinaloa, naturalmente
presenta densidades de Vibrio sp. superiores a 10° UFC/ml (Soto-Rodriguez et al., 2010).
Esta informacién es trascendental si se tiene en cuenta la enfermedad de la necrosis
hepatopancreatica aguda (AHPND), ya que también Soto-Rodriguez et al. (2015)
mencionan que entre los mdultiples factores que afectan la virulencia de V.
parahaemolyticus se encuentra la densidad, pues encontraron que la cepa M09-04
ocasiond 93 % de mortalidad a una densidad de 10° UFC/ml. Con respecto a la
concentracion de bacterias del género Vibrio en el hepatopancreas del camaron Orellana
de Granados & Ayala-Mestanza (2017) registraron densidades de Vibrio sp. de 1.10E+03
UFC/ml, presentando mortalidades de hasta 10 % en los primeros 30 dias de cultivo. En
este estudio se obtuvieron concentraciones superiores de V. parahaemolyticus de
3.00E+06 UFC/g con mortalidades maximas del 81 %, evidenciando la repercusion de las
concentraciones de Vibrio sp. en las mortalidades. Estos resultados concuerdan con Soto-
Rodriguez et al. (2015) sefialando que la virulencia de las cepas de V. parahaemolyticus
depende de la dosis, siendo la densidad infectiva umbral de 10* UFC/ml; no observando
mortalidad por debajo de esa densidad. De igual manera Soto-Rodriguez et al. (2010)
estima niveles de referencia de una posible vibriosis a partir de camarones enfermos a un
umbral de 1.40E+05 UFC/g de Vibrio sp. en hepatopancreas.

La supervivencia de Vibrio spp. en ambientes marinos depende de fuentes de carbono
y energia, oxigeno disuelto, pH del agua, salinidad, temperatura e inanicion (Takemura
et al., 2014). En cuanto a las asociaciones de las variables fisicoquimicas, Hung-Sung
et al. (2001) y Nelapati et al. (2012) mencionan que V. parahaemolyticus es un
microorganismo que tiene la aptitud de vivir y desarrollarse en condiciones aerobias y
anaerobias. Sin embargo, en el presente estudio se observd que en concentraciones
superiores de 4.6 mg/L y cercanas a 125 mg/L de OD la densidad de V.
parahaemolyticus disminuye considerablemente. Mientras que en concentraciones
menores de 4.6 mg/L pero mayores que 2.5 mg/L de OD favorecen notablemente el
incremento de la densidad de V. parahaemolyticus en el hepatopancreas del camaron.
Estos resultados son similares con los reportados por Van Wyk et al. (1999) quienes
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sugieren que a partir de registros de 3 mg/L de OD o menores en el agua de cultivo, se
deben realizar acciones correctivas para disminuir la densidad de V. parahaemolyticus.

Con respecto a la asociacion con la salinidad, V. parahaemolyticus puede tolerar un
amplio rango de salinidades, pero sus condiciones Optimas de crecimiento varian. En
aguas tropicales, V. parahaemolyticus fue encontrado en salinidades entre 20-35 ppt,
con mayores densidades a 20 ppt (Rivera et al.,, 1989). Estudios experimentales
mostraron una mejor adaptaciéon a 10 y 20 UPS comparado con 39 y 60 UPS (Sami et
al., 2022); esto concuerda con los resultados de este estudio donde se observé que a
salinidades superiores a 34.2 UPS y cercanas a 50 UPS la densidad del V.
parahaemolyticus disminuy0 y a salinidades de 10-34.2 UPS la densidad de la bacteria
fue mayor. Soto-Rodriguez et al. (2019) mencionan que la toxina puede expresarse a
diferentes salinidades y que el manejo de la salinidad en el cultivo de camardén puede
ser un factor importante para controlar la infectividad de V. parahaemolyticus.

Referente al pH en el agua, es importante resaltar que estudios sobre el impacto de pH
en la aparicion de Vibrio parahaemolyticus en el hepatopancreas de camarones de
cultivo son escasos, por lo que es fundamental seguir con este tipo de exploraciones
para aclarar la influencia de este parametro en la dindmica de la densidad de Vibrio
parahaemolyticus. Los resultados de la presente investigacion indican que las
densidades de V. parahaemolyticus (UFC/g) aumentaron cuando el pH fue menor que
8.2 y la mas elevada densidad del V. parahaemolyticus se presento en valores de 7.0.
Mientras que cuando el pH es mayor de 8.2 la densidad de Vibrio disminuy6 hasta un
pH de 9.0 en el que se encontrd la menor densidad. Estos resultados contrastan con
las investigaciones de Mancilla (2005) quien indica que V. parahaemolyticus tiene la
capacidad de crecer en un intervalo de pH de 4.8 a 11; con un Optimo de crecimiento
de 7.5 a 8.8 (FAO/WHO, 2011; Jurquiza, 2014).

En cuanto a la concentracion de materia organica, diversos autores establecen que
puede tener un efecto directo sobre la salud de los organismos en cultivo, dado que es
capaz de modular las poblaciones bacterianas y la producciéon de metabolitos
anaerobicos toxicos que dafian al camaron (Avnimelech & Ritvo, 2003; Nimrat et al.,
2008). Merchan-Marquez (2017) establece que el porcentaje de materia organica
optimo en los suelos de los estanques de cultivo de camarén blanco es de 3 a 5%, ya
gue una acumulacion excesiva de materia organica en los suelos, favorece la densidad
de bacterias. Por otro lado, Diaz-Diaz & Arencibia-Carballo (1999), sefialan que los
valores de materia organica recomendados en el suelo del fondo de los estanques, es
de 1.5% a 3 %. En la presente investigacion la concentracion promedio de MO fue de 2
%, concentracion dentro del rango 6ptimo reportada por otros autores. Sin embargo, se
observo que en concentraciones mayores que 2 % y menores que 0.5 %, la densidad
de V. parahaemolyticus presente en el hepatopancreas del camarén aumenta
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considerablemente, lo que podria deberse a la presencia del nitrégeno orgénico
procedente del alimento balanceado presente en el sedimento, el cual promueve la
formacién de nueva biomasa bacteriana a partir de la metabolizacion de la misma
(Paez-Osuna & Alonso-Rodriguez, 2017), o bien que, cuando la concentracion de
materia organica en el suelo del fondo de los estanques es muy alta 0 se encuentra en
exceso (>4%), habra condiciones idoneas para el desarrollo microbiano, por lo que
existirdn elevadas concentraciones de bacterias principalmente del género Vibrio (Diaz-
Diaz & Arencibia-Carballo 1999; Nimrat et al., 2008).

La alcalinidad son &cidos bases como bicarbonato (HCOgs), carbonato (COs3?) e
hidroxido (OH") responsables de neutralizar el agua. Ferreira et al. (2011) mencionan
gue el nivel de alcalinidad en los estanques de cultivo no debe pasar de los 140 mg/L
de CaCOs lo cual coincide con los resultados encontrados, ya que muestran que
cuando el nivel de alcalinidad se encuentra entre los 150 y 200 mg/L, la densidad de V.
parahaemolyticus en el hepatopancreas del camaron es mayor, mientras que en
niveles menores a 140 mg/L y mayores que 250 mg/L, la densidad de V.
parahaemolyticus disminuye.

Con relacion a los compuestos nitrogenados (NH4"), (NO2) y (NO3z’) Tseng & Chen
(2004), establecen que concentraciones altas de estos compuestos afectan el sistema
inmune del camarén, dejandolo susceptible a la proliferacion de bacterias o provocando
trastornos fisiolégicos como la oxidacion de la hemocianina en meta hemocianina.
Camargo et al. (2005) mencionan que el intervalo optimo de (NOz) es de 0.4 a 1.3
mg/L, para (NO2), Boyd (1995) sugiere que una concentracion adecuada para el
desarrollo del camarén es <0.23 mg/L. Sin embargo, los resultados muestran que en
concentraciones mayores que 0.5 mg/L de NO3z™ la densidad de V. parahaemolyticus en
el hepatopancreas del camaron disminuye considerablemente, contrario a lo que ocurre
con el NHs* que la concentracion de V. parahaemolyticus aumenta a mayor
concentracion de NH4". Este comportamiento es similar al reportado por Joseph et al.
(1982) que establecen que la V. parahaemolyticus, no sobrevive en aguas con baja
concentracion de nutrientes; en tanto que Tantillo et al. (2004) informan que las sales
de amonio constituyen la principal fuente de nitrogeno de V. parahaemolyticus, lo cual
es coincidente con el presente estudio.

La prediccion de la abundancia de presuntas especies de Vibrio puede ayudar a
prevenir la aparicion de enfermedades bacterianas, ya que esto proporciona
informacién sobre cuando y qué factores ambientales deben manejarse. Equito et al.
(2022) utilizaron el modelo paramétrico de regresion lineal (LRM) y el modelo binomial
negativo (NBM), asi como el modelo semiparamétrico aditivo generalizado (GAM) para
identificar correlaciones y predecir cambios en la abundancia de Vibrio con pardmetros
fisicoquimicos y bioldgicos del agua en estanques de biofloc con Penaeus vannamei.
Estos autores encontraron que la abundancia de presuntas especies de Vibrio estaba
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altamente correlacionada con la alcalinidad, el pH y la densidad del fitoplancton. En el
presente estudio, utilizando el modelo lineal generalizado (MLG) se mostré que a
mayor salinidad, oxigeno disuelto, pH y nitratos en el agua la densidad de Vibrio
disminuye (con valores fuera de los 6ptimos de V. parahaemolyticus), contrario a lo que
se observd con los sedimentos, que a mayor pH, alcalinidad y amonio, aumenté la
densidad de Vibrio; concluyendo que, al tener un incremento de concentracién de
bacterias en agua y sedimento, el modelo indicé un incremento en la concentraciéon de
bacterias en el hepatopancreas del camaron. No obstante, Estrada-Pérez et al. (2019)
y Estrada-Pérez et al. (2020) al utilizar un modelo estocastico de produccién de
camarén infectado por AHPND encontraron en el andlisis de sensibilidad, que la
mortalidad causada por la enfermedad, tiene una relacion significativa con la salinidad
y la transparencia del agua de los estanques. Estas diferencias en los resultados del
presente trabajo, se deben a que no se considerd la enfermedad como tal, sino la
densidad de bacterias de V. parahaemolyticus.

En esta investigacion, la temperatura, transparencia y concentracion de NOz y POs*
no exhibieron ningun efecto sobre la densidad de V. parahaemolyticus (UFC/g) en el
hepatopancreas del camardn. De acuerdo con el modelo que se utilizo, indirectamente
se detectd que existe un 65.15% de factores que afectaron la densidad de V.
parahaemolyticus en el hepatopancreas del camarén, sin embargo, en la presente
investigacion, no fue posible medir o considerar fendmenos naturales en el ambiente
de cultivo o variables de manejo, por lo que se recomienda incluirlos en investigaciones
futuras para incrementar la capacidad predictiva. Se concluye que el modelo Lineal
Generalizado explic6 de manera adecuada la asociacion de diversos factores con la
concentracion V. parahaemolyticus en el hepatopancreas del camaron y cuyos
resultados, de manera general son coincidentes con lo publicado en la literatura.
Ademas, los resultados sugieren un monitoreo y manejo constante y efectivo para
mantener los cultivos de camaron en los valores recomendados, que imposibiliten el
aumento de las cargas bacterianas a niveles que afecten la salud del camaron.

LITERATURA CITADA

ALIAGA R, Miranda J, Zevallos J. 2010. Aislamiento e identificacion de Vibrio
parahaemolyticus O3:K6 en pescados y moluscos bivalvos procedentes de un mercado
pesquero de Lima, Peru. Revista Médica Herediana. 21: 135-149. ISSN 1729-214X.
http://www.scielo.org.pe/pdf/irmh/v21n3/v21n3ao4.pdf

ANDERSON DR, Burnham KP. 2002. Avoiding pitfalls when using information-theoretic
methods. The Journal of wildlife management. 66(3):912—-918.
https://doi.org/10.2307/3803155

15


mailto:abanicoveterinario@gmail.com
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/are.14370
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352513420305329
http://www.scielo.org.pe/pdf/rmh/v21n3/v21n3ao4.pdf
https://doi.org/10.2307/3803155

ABANICO VETERINARIO E-ISSN 2448-6132 abanicoveterinario@gmail.com 8
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario

Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

ALPUCHE J, Pereyra A, Agundis C. 2005. Respuestas bioquimicas de camarones
marinos a factores ambientales. Revista Electrénica de Veterinaria. 6(5): 1-10. ISSN
1695-7504. https://www.redalyc.org/articulo.0a?id=63617216008

AVNIMELECH Y, Ritvo G. 2003. Shrimp and fish pond soils: processes and
management. Aquaculture. 220 (1-4): 549-567. https://doi.org/10.1016/S0044-
8486(02)00641-5

BOYD CE. 1995. Bottom soils, sediment and pond aquaculture. Springer Science &
Business Media. Pp. 348. ISBN 978-1-4613-5720-9. https://doi.org/10.1007/978-1-
4615-1785-6

CAMARGO JA, Alonso A. Salamanca A 2005. Nitrate toxicity to aquatic animals: a
review with new data for freshwater invertebrates. Chemosphere. 58(9):1255-1267.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2004.10.044

CANIGRAL-CARCEL |. 2011. Desarrollo de métodos moleculares para la deteccion y
caracterizacion de bacterias patdgenas emergentes del género Vibrio en agua y
alimentos. Tesis de doctorado, Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agrondmica y
del Medio Natural, Universidad Politécnica de Valencia. Espafia. Pp. 297.
https://doi.org/10.4995/Thesis/10251/11799

CARBAJAL-HERNANDEZ JJ, Sanchez-Fernandez LP, Villa-Vargas LA, Carrasco-
Ochoa JA, Martinez-Trinidad JF. 2013. Water quality assessment in shrimp culture
using an analytical hierarchical process. Ecological Indicators. 29: 148-158.
https://doi.org/10.1016/j.ecolind.2012.12.017

CARBAJAL-HERNANDEZ JJ, Sanchez-Fernandez LP, Pogrebnyak O. 2011.
Assessment and prediction of water quality in shrimp culture using signal processing
techniques. Aquacult Int. 19:1083-1104. https://doi.org/10.1007/s10499-011-9426-z

CARIANI A, Piano A, Consolandi C, Severgnini M, Castiglioni B, Caredda G, Candela
M, Serratore P, De Bellis G, Tinti F. 2012. Detection and characterization of pathogenic
vibrios in shellfish by a Ligation Detection Reaction-Universal Array approach.
International journal of food microbiology. 153 (3): 474-482.
https://doi.org/10.1016/}.ijfoodmicro.2011.11.010

DEQUITO AQD, Corre VJ, Abacan EJ. 2022. Generalised additive model improves
estimates of Vibrio species abundance in Penaeus vannamei Boone, 1931 biofloc
production system. Asian Fisheries Science. 35: 108-116.
https://doi.org/10.33997/.afs.2022.35.2.002

16


mailto:abanicoveterinario@gmail.com
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=63617216008
https://doi.org/10.1016/S0044-8486(02)00641-5
https://doi.org/10.1016/S0044-8486(02)00641-5
https://doi.org/10.1007/978-1-4615-1785-6
https://doi.org/10.1007/978-1-4615-1785-6
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2004.10.044
https://doi.org/10.4995/Thesis/10251/11799
https://doi.org/10.1016/j.ecolind.2012.12.017
https://doi.org/10.1007/s10499-011-9426-z
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2011.11.010
https://doi.org/10.33997/j.afs.2022.35.2.002

ABANICO VETERINARIO E-ISSN 2448-6132 abanicoveterinario@gmail.com 8
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario

Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

DIAZ-DIAZ DG, Arencibia-Carballo. 1999. Carb6n organico y manejo de suelos en los
estanques de la estacion camaronera Tunas de Zaza Cuba. Boletin del Centro de
Investigaciones Bioldgicas. 33(1): 39-48.
https://produccioncientificaluz.org/index.php/boletin/article/view/190

DULANTO GJR. 2013. Identificacion rapida de especies del género Vibrio asociados
con el cultivo de “langostino blanco Litopenaeus vannamei por amplified ribosomal DNA
restriction analysis (ARDRA). Tesis de Licenciatura. Lima, Pera: Universidad Nacional
Mayor de San Marcos. Pp. 109. https://hdl.handle.net/20.500.12672/3432

ESTRADA-PEREZ N, Ruiz-Velazco JM, Hernandez-Llamas A. 2020. Economic risk
scenarios for semi-intensive production of Litopenaeus (Penaeus) vannamei shrimp
affected by acute hepatopancreatic necrosis disease. Aquaculture Reports. 18,
€100442. https://doi.org/10.1016/j.aqrep.2020.100442

ESTRADA-PEREZ N, Ruiz-Velazco JMJ, Magallon-Barajas FJ, Campa-Cordova Al,
Hernandez-Llamas A. 2019. Dynamic stock model for analysing semi-intensive
production of whiteleg shrimp Litopenaeus (Penaeus) vannamei affected by the acute
hepatopancreatic necrosis disease: Assessment of disease severity indicators and
relationships with pond water quality parameters. Aquaculture. 51(1):242-254.
https://doi.org/10.1111/are.14370

FAO/WHO (Food and Agriculture Organization of the United Nations/World Health
Organization). 2011. Risk assessment of Vibrio parahaemolyticus in seafood:
Interpretative summary and Technical report. Microbiological Risk Assessment Series
No. 16. Rome. Pp. 193. ISBN 978-92-5-106874-8 (FAO). ISBN 978-92-4-154817-5
(WHO).https://iris.who.int/bitstream/handle/10665/44566/9789241548175 eng.pdf?seq
uence=1

FERREIRA NC, Bonetti C, Seiffert WQ. 2011. Hydrological and water quality indices as
management tools in marine shrimp culture. Aquaculture. 318 (3-4): 425-433.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2011.05.045

GALAVIZ-SILVA L, Robles-Valdez A, Sanchez-Diaz R, Ibarra-Gamez JC, Gomez-Gil B,
Molina-Garza ZJ. 2021. Cepas de Vibrioparahaemolyticus que causan necrosis
hepatopancredtica aguda en camaron cultivado de Sonora, México y su resistencia a
antibidticos. Hidrobiologica. 31 (2): 111-123.
https://doi.org/10.24275/uam/izt/dcbs/hidro/2021v31n2/Galaviz

GARCIA-SANCHEZ S, Juarez-Agis A, Olivier-Salome B, Rivas-Gonzéalez M, Zeferino-
Torres J. 2018. Variables fisicoquimicas ambientales que inciden en el cultivo de
camarén Litopenaeus vannamei, en Coyuca de Benitez, Guerrero, México. Revista
Mexicana de Agroecosistemas. 5(2): 135-155. ISSN: 2007-9559.
https://revistaremaeitvo.mx/index.php/remae/article/view/169/151

17


mailto:abanicoveterinario@gmail.com
https://produccioncientificaluz.org/index.php/boletin/article/view/190
https://hdl.handle.net/20.500.12672/3432
https://doi.org/10.1016/j.aqrep.2020.100442
https://doi.org/10.1111/are.14370
https://iris.who.int/bitstream/handle/10665/44566/9789241548175_eng.pdf?sequence=1
https://iris.who.int/bitstream/handle/10665/44566/9789241548175_eng.pdf?sequence=1
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2011.05.045
https://doi.org/10.24275/uam/izt/dcbs/hidro/2021v31n2/Galaviz
https://revistaremaeitvo.mx/index.php/remae/article/view/169/151

ABANICO VETERINARIO E-ISSN 2448-6132 abanicoveterinario@gmail.com 8
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario

Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

HEITMANN G, Jofre M, Hormazabal O, Olea N, Vallebuonas S, Valdés H. 2005.
Revision y recomendaciones para el manejo de diarrea por Vibrio parahaemolyticus.
Revista Chilena de Infecciones. 22(2): 131-140. http://dx.doi.org/10.4067/S0716-
10182005000200003

HERNANDEZ-AYON JM, Zirino A, Marinone SG, Canino-Herrera R, Galindo-Bect MS.
2003. Relaciones pH-densidad en agua de mar. Ciencias Marinas. 29 (4): 497-508.
https://www.scielo.org.mx/pdf/ciemar/v29n4/v29n4al2.pdf

HONG X, Lu L, Xu D. 2016. Progress in research on acute hepatopancreatic necrosis
disease (AHPND). Aquaculture International. 24:577-593.
https://doi.org/10.1007/s10499-015-9948-x

HUNG-SUNG H, Fang-Hsu S, Kun-Chen C, Yuang-Ting Y, Liang-Chao Y. 2001.
Relationships between disease outbreak in cultured tiger shrimp (Penaeus monodon)
and the composition of Vibrio communities in pond water and shrimp hepatopancreas
during cultivation.  Aquaculture.  192:101-110.  https://doi.org/10.1016/S0044-
8486(00)00458-0

JOSEPH SW, Colwell RR, Kaper JB. 1982. Vibrio Parahaemolyticus and Related
Halophilic Vibrios. CRC Critical Reviews in Microbiology. 10 (1): 77-124.
https://doi.org/10.3109/10408418209113506

JURQUIZA V. 2014. Aislamiento, identificacion y caracterizacion molecular de Vibrio
parahaemolyticus en muestras de agua, sedimento y moluscos bivalvos de la costa
Atlantica de Buenos Aires. Tesis de maestria, Administracion Nacional de Laboratorios
e Institutos de Salud, Universidad Nacional de San Martin. Mar del Plata, Argentina. Pp
109.
https://aquadocs.org/bitstream/handle/1834/6828/Jurquiza_2014.pdf?sequence=1&isAll
owed=y

KUMAR V, Roy S, Behera BK, Bossier P, Das BK. 2021. Acute hepatopancreatic
necrosis disease (AHPND): virulence, pathogenesis and mitigation strategies in shrimp
aquaculture. Toxins. 13(8): €13080524. https://doi.org/10.3390/toxins13080524

LAl HC, Ng TH, Ando M, Lee CT, Chen IT, Chuang JC, Mavichak R, Chang SH, Yeh
MD, Chiang YA, Takeyama H, Hamaguchi HO, Lo CF, Aoki T, Wang HC. 2015.
Pathogenesis of acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND) in shrimp. Fish
Shellfish Immunol. 47:1006-1014. https://doi.org/10.1016/j.fsi.2015.11.008

MANCILLA E. 2005. Intoxicacion por Vibrio parahaemolyticus. Cuadernos médico
sociales, Chile. 45: 43-47. ISSN 0716-1336.
https://dialnet.unirioja.es/servlet/articulo?codigo=9510683

18


mailto:abanicoveterinario@gmail.com
http://dx.doi.org/10.4067/S0716-10182005000200003
http://dx.doi.org/10.4067/S0716-10182005000200003
https://www.scielo.org.mx/pdf/ciemar/v29n4/v29n4a12.pdf
https://doi.org/10.1007/s10499-015-9948-x
https://doi.org/10.1016/S0044-8486(00)00458-0
https://doi.org/10.1016/S0044-8486(00)00458-0
https://doi.org/10.3109/10408418209113506
https://aquadocs.org/bitstream/handle/1834/6828/Jurquiza_2014.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://aquadocs.org/bitstream/handle/1834/6828/Jurquiza_2014.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://doi.org/10.3390/toxins13080524
https://doi.org/10.1016/j.fsi.2015.11.008
https://dialnet.unirioja.es/servlet/articulo?codigo=9510683

ABANICO VETERINARIO E-ISSN 2448-6132 abanicoveterinario@gmail.com 8
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario

Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

MATEKA HA, Tamatamah R, Kyewalyanga M. 2015. Study on the Water Quality
Parameters in Semi-Intensive Coastal Shrimp Culture System in Mafia Island,
Tanzania. Journal of Environment and Earth Science. 5(1):142-150. ISSN 2224-3216
(Paper) ISSN 2225-0948 (Online). https://core.ac.uk/download/pdf/234663985.pdf

MERCHAN MARQUEZ FR. 2017. Relacién de la materia organica con la comunidad
bacteriana en suelos de piscinas de cultivo de litopenaeus vannamei (Examen
complexivo). UTMACH, Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias, Machala,
Ecuador. Pp. 24. https://repositorio.utmachala.edu.ec/handle/48000/11353

NELAPATI S, Nelapati K, Chinnam BK. 2012. Vibrio parahaemolyticus-An emerging
foodborne pathogen-A Review. Vet World. 5(1):48-62.
https://doi.org/10.5455/vetworld.2012.48-62

NELDER J, Wedderburn R. 1972. Generalized Linear Models. Journal of the Royal
Statistical Society. 135 (3): 370-384. https://doi.org/10.2307/2344614

NIMRAT S, Suksawat S, Maleeweach P, Vuthiphandchai V. 2008. Effect of different
shrimp pond bottom soil treatments on the change of physical characteristics and
pathogenic bacteria in pond bottom soil. Aquaculture. 285: €123129.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2008.08.020

NUNAN L, Lightner D, Pantoja C, GOomez-Jiménez S. 2014. Detection of acute
hepatopancreatic necrosis disease (AHPND) in México. Diseases of aquatic organisms.
111:81-86. doi: https://doi.org/10.3354/dao02776

ORELLANA DE GRANADOS CM, Ayala-Mestanza OA. 2017. Incidencia de parasitos y
bacterias del género vibrio en el cultivo de camaron marino desarrollados en
cooperativas camaroneras del municipio de Jiquilisco, departamento de Usulutan.
Revista tecnoldgica. 10:27-30. ISSN: 2070-0458. http://hdl.handle.net/10972/3020

PAEZ-OSUNA F, Alonso-Rodriguez R. 2017. Calidad de agua en la camaronicultura:
importancia, efectos y manejo. El Colegio de Sinaloa. Comité Estatal de Sanidad
Acuicola de Sinaloa, A.C, México. Pp. 146. ISBN: 9786077904175

PEREZ-VELAZQUEZ M, Gonzélez-Félix ML, Jaimes-Bustamante F, Martinez-Cérdova
LR, Trujillo-Villalba DA. 2007. Investigation of the Effects of Salinity and Dietary Protein
Level on Growth and Survival of Pacific White Shrimp, Litopenaeus vannamei. Journal
of the World Aquaculture Society. 38(4): 475-485. https://doi.org/10.1111/j.1749-
7345.2007.00121.x

RIVAS-MONTANO AM, Luis-Villasefior IE, Pifia-Valdez P, Gomez-Gil B, Lizarraga-
Partida ML. 2018. Spatiotemporal distribution of Vibrio parahaemolyticus in relation to
environmental parameters in a coastal lagoon on the Pacific coast of northwestern
Mexico. Ciencias Marinas. 44(3): 141-153. https://doi.org/10.7773/cm.v44i3.2772

19


mailto:abanicoveterinario@gmail.com
https://core.ac.uk/download/pdf/234663985.pdf
https://repositorio.utmachala.edu.ec/handle/48000/11353
https://doi.org/10.5455/vetworld.2012.48-62
https://doi.org/10.2307/2344614
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2008.08.020
https://doi.org/10.3354/dao02776
http://hdl.handle.net/10972/3020
https://doi.org/10.1111/j.1749-7345.2007.00121.x
https://doi.org/10.1111/j.1749-7345.2007.00121.x
https://doi.org/10.7773/cm.v44i3.2772

ABANICO VETERINARIO E-ISSN 2448-6132 abanicoveterinario@gmail.com 8
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario

Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

RIVERA S, Lugo T, Hazen TC. 1989. Autecology of Vibrio vulnificus and Vibrio
parahaemolyticus in tropical waters. Water Research. 23(7): 923-931.
https://doi.org/10.1016/0043-1354(89)90018-3

RODRIGUEZ-CAMACHO JC, Méndez-Gémez E, Rivas-Montafio AM, Cortés-Ruiz JA.
2014. Evaluacién de la presencia de Vibrio parahaemolyticus en camardén blanco
(Penaeus vannamei) silvestre estuarino en el sur de Sinaloa y norte de Nayarit,
mediante analisis microbioldgico y PCR. Revista Bio Ciencias. 2(4): 282-292.
http://dx.doi.org/10.15741/revbio.02.04.06

SAMI Z, Kaouthar M, Nadia C, Hedi BM. 2022. Effect of sunlight and salinity on the
survival of pathogenic and non-pathogenic strains of Vibrio parahaemolyticus in water
microcosms. Water Environment Research. 94(2): e10689.
https://doi.org/10.1002/wer.10689

SOKAL RR, Rohlf FJ. 1986. Introduccién a la Bioestadistica. Barcelona: Editorial
Reverté. Espafa. Pp. 380. ISBN: 978-84291-18624.

SOTO-RODRIGUEZ SA, Gomez-Gil B, Lozano R. 2010. Density of Vibrios in
Hemolymph and Hepatopancreas of Diseased Pacific White Shrimp, Litopenaeus
vannamei, from Northwestern Mexico. Journal of the World Aquaculture Society. (41):
76-83. https://doi.org/10.1111/}.1749-7345.2009.00335.x

SOTO-RODRIGUEZ SA, GoOmez-Gil B, Lozano-Olvera R, Betancourt-Lozano M,
Morales-Covarrubias MS. 2015. Field and experimental Evidence of Vibrio
parahaemolyticus as the Causative Agent of Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease
of Cultured Shrimp (Litopenaeus vannamei) in Northwestern México. Appl Environ
Microbiol. 81(5):1689-1699. https://doi.org/10.1128/AEM.03610-14

SOTO-RODRIGUEZ SA, Lozano-Olvera R, Palacios-Gonzalez DA, Bolan-Mejia C,
Rendon-Aguilar KG. 2019. Caracterizacion y condiciones de crecimiento de cepas de
Vibrio parahaemolyticus con diferentes grados de virulencia que causan enfermedad de
necrosis hepatopancreatica aguda en Litopenaeus vannamei. Journal of the World
Aquaculture Society. 50(5):1002-1015. https://doi.org/10.1111/jwas.12617

STRICKLAND JDH, Parsons TR. 1972. A practical handbook of seawater analysis.
Second Edition, Bulletin. Fisheries Research Board of Canada. Ottawa, Canada. Pp.
310. http://dx.doi.org/10.25607/0OBP-1791

TAKEMURA AF, Chien DM and Polz MF. 2014. Associations and dynamics of
Vibrionaceae in the environment, from the genus to the population level. Frontiers in
microbiology. 5:38. https://doi.org/10.3389/fmich.2014.00038

20


mailto:abanicoveterinario@gmail.com
https://doi.org/10.1016/0043-1354(89)90018-3
http://dx.doi.org/10.15741/revbio.02.04.06
https://doi.org/10.1002/wer.10689
https://doi.org/10.1111/j.1749-7345.2009.00335.x
https://doi.org/10.1128/AEM.03610-14
https://doi.org/10.1111/jwas.12617
http://dx.doi.org/10.25607/OBP-1791
https://doi.org/10.3389/fmicb.2014.00038

ABANICO VETERINARIO E-ISSN 2448-6132 abanicoveterinario@gmail.com 8
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario >

Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

TANTILLO GM, Fontanarosa M, Di Pinto A, Musti M. 2004. Updated perspectives on
emerging vibrios associated with human infections. Letters in applied microbiology. 39
(2): 117-126. https://doi.org/10.1111/j.1472-765X.2004.01568.x

TSENG IT, Chen JC. 2004. The immune response of white shrimp Litopenaeus
vannamei and its susceptibility to Vibrio alginolyticus under nitrite stress. Fish and
Shellfish Immunology. 17: 325-333. https://doi.org/10.1016/].fsi.2004.04.010

TURNER JW, Malayil L, Guadagnoli D, Cole D, Lipp EK. 2013. Detection of Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio vulnificus and Vibrio cholerae with respect to seasonal
fluctuations in temperature and plankton abundance. Environmental Microbiology. 16
(4):1019-1028. https://doi.org/10.1111/1462-2920.12246

VAN WYK P, Davis-Hodgkins M, Laramore R, Main KL, Mountain J, Scarpa J. 1999.
Farming marine shrimp in recirculating freshwater systems. Ft. Pierce, FL: Harbor
Branch Oceanographic Institution. Pp. 128-138.

https://www.researchgate.net/publication/242621708_Farming_Marine_Shrimp_in_Reci
rculating_Fresh_Water_Systems

WALKLEY A, Black IA. 1934. An examination of the Degtjareff method for determining
soil organic matter, and a proposed modification of the chromic acid titration
method. Soil  science. 37(1):29-38.  http://dx.doi.org/10.1097/00010694-193401000-
00003

Yang F, You Y, Lai Q, Xu L, Li F. 2023. Vibrio parahaemolyticus becomes highly
virulent by producing Tc toxins. Aquaculture. 576: 739817.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2023.739817

ZAMORA-PANTOJA DR, Quiroz-Santiago C, Quifionez-Ramirez EIl. 2005. Un Enemigo
Marino Silencioso Vibrio parahaemolyticus. 6(4):1-9. ISSN: 1067-6079.
https://www.revista.unam.mx/vol.6/num4/art33/abr_art33.pdf

Zou Y, Xie G, Jia T, Xu T, Wang C, Wan X, Li Y, Luo K, Bian X, Wang X, Kong J,
Zhang, Q. 2020. Determination of the infectious agent of translucent post-larva disease
(TPD) in Penaeus vannamei. Pathogens. 9: 741.
https://doi.org/10.3390/pathogens9090741

Errata Erratum

https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario/errata

21


mailto:abanicoveterinario@gmail.com
https://doi.org/10.1111/j.1472-765X.2004.01568.x
https://doi.org/10.1016/j.fsi.2004.04.010
https://doi.org/10.1111/1462-2920.12246
https://www.researchgate.net/publication/242621708_Farming_Marine_Shrimp_in_Recirculating_Fresh_Water_Systems
https://www.researchgate.net/publication/242621708_Farming_Marine_Shrimp_in_Recirculating_Fresh_Water_Systems
http://dx.doi.org/10.1097/00010694-193401000-00003
http://dx.doi.org/10.1097/00010694-193401000-00003
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2023.739817
https://www.revista.unam.mx/vol.6/num4/art33/abr_art33.pdf
https://doi.org/10.3390/pathogens9090741
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario/errata
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario/errata

ABANICO VETERINARIO E-ISSN 2448-6132 Creative Commons (CC BY-NC 4.0) a
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario

abanicoveterinario@gmail.com abanicoveterinarioaves@gmail.com abanicoveterinariosalud@gmail.com

Abanico Veterinario. Enero-Diciembre 2025; 12:1-12. http://dx.doi.org/10.21929/abavet2025.14
Estudio de Caso. Recibido: 03/09/2023. Aceptado:13/10/2025. Publicado: 28/12/2025. Clave: e2023-35.
https://www.youtube.com/watch?v=01SOxpaUa4E

ldentificacion de nematodos gastrointestinales en ganado bovino
de las regiones Sierra de Amulay Costa Sur de Jalisco, México NS

Identification of bovine gastrointestinal nematodes in the Amula
Mountain and South Coast of Jalisco, México

Chavez-Radillo Shasta!'®, Grifaldo-Alcantara Pedro?'®, Martinez-
Martinez Ricardo?P, Ponce-Covarrubias José®'®, Macias-Cruz
Ulises*'P, Vicente-Pérez Ricardo*?'P

tUniversidad de Guadalajara, Centro Universitario de la Costa Sur. Programa de Maestria en Ciencias
Agropecuarias, México, 2Universidad de Guadalajara, Centro Universitario de la Costa Sur, Departamento
de Produccidon Agricola, México. 2Universidad Auténoma de Guerrero, Escuela Superior de Medicina
Veterinaria y Zootecnia No. 3, México. “Universidad Auténoma de Baja California, Instituto de Ciencias
Agricolas, México. *Autor responsable y para correspondencia: Vicente-Pérez Ricardo, Avenida
Independencia Nacional No. 151, Colonia Centro, C.P. 48900, Autlan de Navarro, Jalisco, México. E-mail:
shasta.chavez@alumnos.udg.mx, pedro.grifaldo@academicos.udg.mx,
ricardo.mmartinez@academicos.udg.mx, jlponce@uagro.mx, ulisesmacias1988@hotmail.com,
vicete_ver@hotmail.com

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue estimar la carga parasitaria media de huevos por gramo de heces (Hpg)
e identificar los géneros de nematodos gastrointestinales bovinos (NGI) en la Sierra de Amula y Costa Sur,
Jalisco. Se colectaron 92 muestras de heces en vacas adultas en 5 municipios del area estudiada. Se utilizd
la técnica McMaster para estimar los Hpg, coprocultivo para colectar larvas L3 e identificar por morfologia
los géneros de NGI. Los Hpg fueron mayores (P=0.0875) en la Costa Sur. Se identificaron 5 géneros de
NGI; Ostertagia, Trichostrongylus, Haemonchus y Oesophagostomum presentes en ambas regiones, y
Nematodirus solamente en la Costa Sur. El porcentaje de vacas infectadas por los géneros
Trichostrongylus (73.9 vs. 6.5%; P=0.0001) y Oesophagostomum (13.0 vs 2.2%; P=0.049) fue mayor en la
Costa Sur. Contrariamente, Haemonchus fue mayor (13.0 vs. 2.2%; P=0.049) en Sierra de Amula. El
genotipo cebl x europeo presentd menor (P<0.05) prevalencia de Ostertagia y Trichostrongylus.
Predomind la infeccion simple (P=0.0003) y doble (P=0.08) en la Costa Sur que en Sierra de Amula. En
conclusién, la mayor prevalencia de parasitos gastrointestinales fue en la Costa Sur comparado con la
Sierra de Amula y que el genotipo cebl x europeo es mas resistente a los nematodos gastrointestinales.
Palabras clave: nematodos, coprocultivo, parasitos gastrointestinales, McMaster.

ABSTRACT
The aim of this study was to estimate the mean parasite load of eggs per gram of feces (Epg) and to identify
the genera of bovine gastrointestinal nematodes (GIN) in the Amula Mountain and South Coast, Jalisco. A
total of 92 feces samples were collected from adult cows in 5 municipalities of the studied area. The
McMaster technique was used to estimate the Epg, coproculture to hatch the eggs and identify the genera
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of GIN. EPG was higher (P=0.0875) on the South Coast. 5 genera of NGI were identified; Ostertagia,
Trichostrongylus, Haemonchus and Oesophagostomum present in both regions and Nematodirus only on
the South Coast. The percentage of cows infected by the genera Trichostrongylus (73.9 vs. 6.5%; P=0.0001)
and Oesophagostomum (13.0 vs. 2.2%; P=0.049) was higher on the South Coast. Conversely,
Haemonchus was higher (13.0 vs. 2.2%; P=0.049) in Amula Mountain. The Zebu x European genotype
presented a lower (P<0.05) prevalence of Ostertagia and Trichostrongylus. Simple (P=0.0003) and double
(P=0.08) infestation prevailed on the South Coast than in Amula Mountain. In conclusion, the highest
prevalence of gastrointestinal parasites was on the South Coast compared to Amula Mountain, and that the
zebu x european genotype is more resistant to gastrointestinal nematodes.

Keywords: nematodes, coproculture, gastrointestinal parasites, McMaster.

INTRODUCCION

Las parasitosis gastrointestinales es un problema al que se enfrenta la bovinocultura a
nivel mundial, especialmente en regiones tropicales los animales infectados por
nematodos gastrointestinales (NGI) enferman y disminuyen su productividad en el
ganado bovino doble propodsito (Soca et al., 2005). En México, se estima que las pérdidas
econdmicas asociadas a parasitos del ganado bovino rebasan los 1.4 billones de dolares
anuales, donde los NGI generaron un impacto economico de 445.1 millones de dolares
(Rodriguez-Vivas et al., 2017). Ademas, los endoparasitos han generado resistencia al
control quimico, por lo cual es necesario diagnosticar constantemente la prevalencia en
cada region para asegurar su control a través de la eleccion del desparasitante adecuado,
para mejorar el desempeiio productivo del ganado y evitar pérdidas econdémicas para los
productores (Encalada et al., 2008; Chavez-Garcia et al., 2020; Ortiz-Mufioz et al., 2021).
Los bovinos con parasitos gastrointestinales manifiestan pérdida de sangre y proteinas
plasmaticas en el tracto intestinal, alteraciones del metabolismo de proteinas, reduccion
de minerales, diarreas, pérdida del apetito y anemia. En términos productivos se observa
menor tasa de crecimiento y mayor mortalidad en animales jovenes, mientras que en
animales de produccion se afecta la fecundidad, la produccion de leche y carne
(Dominguez et al., 1993; Rodriguez-Vivas et al., 2001). Ademas, los animales con NGI
se vuelven susceptibles al ataque de otros organismos causantes de enfermedades
(Dominguez et al., 1993).

La distribucion y epidemiologia de los endoparasitos esta presidida por la ubicacion
geografica de sus hospederos o las condiciones propicias para que el parasito se
desarrolle; humedad por encima de 80% y temperaturas entre 15y 30°C (Vazquez et al.,
2004; Liébano, 2011). Los principales géneros de NGI que se han descrito en algunas
regiones calidas de México destacan Ostertagia, Haemonchus, Oesophagostomum,
Trichostrongylus y Cooperia (Fernandez-Figueroa et al., 2015; Figueroa-Antonio et al.,
2018; Munguia-Xochihua et al., 2019). En el Estado de Jalisco, Quiroz (2011) describié
la prevalencia de algunos géneros de NGI a partir de informes realizados entre 1973 y
1997. En dicho trabajo se manifestd algunas variaciones en la distribucién y prevalencia
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en Haemonchus, Cooperia, Trichostrongylus, Bunostomum, Strongyloides, Trichuris,
Chabertia y otros géneros entre areas de climas templados y célidos.

Por otro lado, los efectos del cambio climatico, el calentamiento global y otros fenébmenos
meteoroldgicos han generado condiciones que favorecen mayor sobrevivencia de los
NGI, ademas de provocar ascendencia de algunos de estos parasitos hacia regiones
consideradas inhdspitas para su supervivencia (Okulewicz, 2017). Ademas, el uso casi
exclusivo del tratamiento antihelminticos a través de productos quimicos como método
de control ha generado que su eficacia se vea comprometida cada vez mas por la
resistencia de los NGI hacia estos compuestos (Encalada et al., 2008; Vande et al., 2018).
El objetivo del presente estudio fue diagnosticar la presencia e identificar los principales
géneros de NGI en ganado bovino pertenecientes a las regiones Sierra de Amula y Costa
Sur de Jalisco.

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se realizé en 6 ranchos de recria de ganado bovino doble propdsito
ubicados en las regiones Sierra de Amula y Costa Sur del estado de Jalisco, México
[Protocolo aprobado: oficio CCAGRO/051/2022 Comité de Titulacion de la carrera de
Ingeniero Agronomo, Centro Universitario de la Costa Sur, Universidad de Guadalajara].
La region Sierra de Amula tiene un clima templado subhimedo, temperatura media anual
de 20.9°C, con minima de 9°C y maxima de 32.7°C. La precipitacion media anual es de
914 mm (IIEG, 2022). En tanto, la region Costa Sur tiene clima céalido subhumedo, con
temperatura media anual de 24.9°C, temperatura minima de 14.6°C y maxima de 35.5°C.
La precipitacion media anual es de 1,250 mm (IIEG, 2022).

Para el estudio fueron colectadas muestras de heces de 92 vacas adultas entre julio y
septiembre de 2022 en dos regiones de Jalisco. En la region Sierra de Amula, se tomaron
las muestras en los ranchos “Los Datiles” ubicada en la localidad de San Miguel que
pertenece al municipio de El Limon (n=16), “La Joya” ubicada en la localidad de
Manzanillito en el municipio de Unién de Tula (n=13) y “El Estanco” de la localidad El
Estanco municipio de Ejutla (n=17). Por su parte, en la region Costa Sur de Jalisco, se
muestreo en los ranchos “La aviacion” (n=11) y “El Establo” (n=14), ambos pertenecientes
a La Huerta municipio de La Huerta; también se tomaron muestras en el rancho “3
hermanos” que se ubica en la Localidad de El Chico (n=21) en el municipio de Casimiro
Castillo. En Tabla 1 se presenta la distribucion y genotipo de vacas muestreadas en las
regiones Sierra de Amula y Costa Sur, Jalisco.

Las vacas del presente estudio contaban con 5.6 = 1.1 unidades de condicién corporal
(CC; escalade 1 a9, donde 1 = flacay 9 = muy engrasada; Thomas & Bailey, 2021).
Ademas, el ultimo control parasitario fue mayor a 30 dias con la aplicacion de Ivermectina
en ambas regiones de estudio, s6lo uno de los ranchos combind este tratamiento con
Abamectina.
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Tabla 1. Distribucion y genotipo de vacas muestreadas en la Sierra de Amula y Costa Sur, Jalisco

L . Genotipo

Region Municipio Rancho Cobi Europeo Criza Total

El Limén Los Datiles 2 5 9 16

Sierra de Amula Unién de Tula La Joya 4 9 0 13

Ejutla El Estanco 1 16 0 17

La Huerta La Aviacién 0 0 11 11

Costa Sur La Huerta El Establo 2 6 6 14

Casimiro Castillo 3 Hermanos 8 12 1 21

Total 17 48 27 92

Las muestras de heces se tomaron directamente del recto de las vacas con guantes de
latex estériles, los cuales se voltearon con las muestras, se cerraron e identificaron para
transportarlas en hieleras de plastico a 4°C. Una vez en el Laboratorio de Bromatologia
del Centro Universitario de la Costa Sur, las muestras se mantuvieron a 4°C en un
refrigerador para su posterior analisis en un periodo menor a 36 horas. Las muestras se
procesaron mediante la técnica cualitativa de flotacion, en solucion saturada de NacCl,
para observar la presencia huevos de helmintos en el microscopio y la cuantificacion se
realizo por la técnica de McMaster. Posteriormente, todas las muestras se sometieron a
un coprocultivo en aserrin, diez dias después se recolectaron las larvas siguiendo la
técnica de Baermann. Las larvas recolectadas se fijaron en portaobjetos para observarlas
en el microscopio con aumentos de 10x y 40x e identificar el género de los parasitos con
base a las caracteristicas morfolégicas de la cola (Fiel et al., 2011).

Variables de estudio

La carga parasitaria media de Hpg fue el numero de huevos de nematodos
gastrointestinales (NGI) en un gramo de heces. Se estimo la prevalencia de cada género
identificado: (nUmero de vacas con la presencia del género de NGI/Total de cabezas de
ganado muestreadas) x 100. Adicionalmente, se determind el tipo de infeccion (simple,
doble y triple) = (nimero de vacas afectadas por uno, dos o tres géneros de NGI/ Total
de vacas muestreadas) x 100.

Anélisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa SAS (SAS, 2013). Se analizo la
asociacion de los Hpg, la prevalencia de géneros de nematodos y el tipo de infeccion con
las regiones de muestreo y el genotipo de las vacas. A la variable Hpg se le aplicé analisis
de varianza bajo un disefio completamente al azar, mientras a las variables expresadas
en porcentaje se les aplicé andlisis de Chi cuadrada. Se declaré diferencia estadistica a
un valor de P<0.05 y tendencia cuando P>0.05 y P<0.10.

RESULTADOS Y DISCUSION

La carga parasitaria media de Hpg fue similar (P>0.05) en ambas regiones de estudio
(104.0+23.5 vs. 75.0+£29.5 Hpg; Tabla 2). El genotipo de la vaca tampoco afectd (P>0.05)
los Hpg. Acorde con Encalada-Mena et al. (2009) la intensidad de infeccién es baja
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cuando se presenta entre 50-500 Hpg. Al respecto, Munguia-Xdchihua et al. (2019)
mencionan que la baja intensidad de infeccion en animales adultos se asocia a la edad y
al manejo sanitario preventivo.

Tabla 2. Carga parasitaria media * error estandar de huevos por gramo de heces en bovinos de la
Costa Sur y Sierra de Amula Jalisco

Region Genotipo
Sierra de Amula Costa Sur  Valor de P Cebu Europeo Cruza Valor de P
75.0+29.5 104.0+£23.5 0.27 87.5+55.9 108.3+26.3 75.0+29.9 0.55

P=Probabilidad

En el estudio se identificaron 5 géneros de NGI en vacas adultas entre las dos regiones
de estudio, Sierra de Amula y Costa Sur. Los géneros identificados en orden a su
prevalencia fueron Trichostrongylus, Ostertagia, Oesophagostomum y Haemonchus
presentes en ambas regiones, y el género Nematodirus solamente fue encontrado en la
Costa Sur (Figura 1). Consistentemente con estos resultados algunos autores mencional
gue los géneros con mayor frecuencia encontrados en bovinos jévenes y adultos fueron
Haemonchus, Oesophagostomun, Trichostrongylus, Cooperia y Ostertagia; en las dos
regiones de occidente de México con clima templado subhimedo (Munguia-Xdéchihua et
al., 2019). Estos géneros encontrados en el occidente se han reportado con alta
prevalencia en otras regiones de México y el mundo con climas similares a los del
presente estudio (calido-himedos; Soca et al., 2005).

Figura 1. Géneros de nematodos gastrointestinales identificado en bovinos en las regiones Sierra
de Amula y Costa Sur de Jalisco, México. A) Ostertagia, B) Trichostrongylus, C) Nematodirus, D)
Oesophagostumum.
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Respecto a la prevalencia de cada género de NGI identificado, se observé que el
porcentaje de vacas infectadas por los géneros Trichostrongylus (73.9 vs. 6.5%;
P=0.0001) y Oesophagostomum (13.0 vs 2.2%; P=0.049) fue mayor en la Costa Sur que
en Sierra de Amula (Figura 2). Contrariamente, Haemonchus se presentdé en mayor
porcentaje (13.0 vs. 2.2%; P=0.049) en la Sierra de Amula respecto a la Costa Sur. No
se encontré diferencia estadistica para el porcentaje de vacas infectadas con los géneros
Ostertagia (19.6 vs. 28.3%) y Nematodirus (4.3 vs. 0.0%) entre Costa Sur y Sierra de
Amula. Por otro lado, las vacas de genotipo europeo (35.4%) presentaron la prevalencia
mas alta (P= 0.0084) del género Ostertagia (Figura 3); mientras en el cebu tuvo mayor
incidencia del género Trichostrongylus (P=0.038, 64.7%) en comparacion a los genotipos
europeo y a la cruza cebu x europeo (39.6 y 25.9%). La prevalencia de los géneros
Haemonchus, Oesophagostomum y Nematodirus fue similar (P>0.05) en los tres
genotipos de vacas.

Nematodirus K Sierrade Amula  BECosta Sur

Oesophagostomum

Haemonchus

Trichostrongylus

* 3k %k

Género de parasitos identificado

Ostertagia

40 60 80 100
Porcentaje de parasitos

Figura 2. Prevalencia de géneros de nematodos gastrointestinales en bovinos en las regiones Sierra
de Amulay Costa Sur de Jalisco, México
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Figura 3. Prevalencia de géneros de nematodos gastrointestinales en bovinos de genotipo cebd,
europeo y cruza en las regiones Sierra de Amula y Costa Sur de Jalisco, México

Las infecciones por géneros de nematodos fueron de simples a triples. Se observé que
predominé el tipo de infeccion simple, que fue mayor (P=0.0003) en Costa Sur que en
Sierra de Amula. El tipo de infeccion doble presenté una tendencia (21.7 vs. 8.7%) a ser
mayor (P=0.08) en la Costa que en Sierra de Amula, mientras el tipo de infeccion triple
fue similar (P=1.0) en ambas regiones de estudio (Figura 4). En tanto, los genotipos cebu
y europeo presentaron mayor infeccion doble (P=0.03) respecto a la cruza cebu x
europeo que no presento este tipo de infeccion.

100

B Sierra de Amula mCosta Sur

80

Porcentaje

Doble Triple
Tipo de infeccién

Figura 4. Tipo de infeccion por géneros de nematodos gastroentéricos en bovinos en la Sierra de
Amulay Costa Sur, Jalisco
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Figura 5. Tipo de infeccion por géneros de nematodos gastroentéricos en bovinos de genotipo
cebl, europeo y cruza en las regiones Sierra de Amula y Costa Sur de Jalisco, México

La hipdtesis al inicio del estudio planteaba que se encontraria mayor prevalencia de NGl
en bovinos en la region Costa Sur que en la region Sierra de Amula, Jalisco. Los
resultados del presente estudio favorecen parcialmente dicha hipétesis, debido a que se
observo mayor prevalencia de los géneros Trichostrongylus y Oesophagostomum, mayor
frecuencia de infeccion simples y dobles, pero menor prevalencia del género
Haemonchus.

La mayor frecuencia de infeccién de uno a dos géneros e incidencia de los géneros
Trichostrongylus y Oesophagostomum en la Costa Sur pueden estar asociados a
condiciones climéaticas calidas tipicas de las zonas costeras. Consistentemente con estos
resultados Soca et al. (2005) mencionaron que los géneros Trichostrongylus y
Oesophagostomum desarrollan con mayor rapidez su ciclo bioldgico en climas calurosos
y haimedos, aunque estos mismos autores indicaron que estos géneros de parasitos
también pueden desarrollarse en climas frios. En particular, Haemonchus contortus
aunque tiene gran persistencia en distintos tipos de climas, las larvas infectivas tienen
mayor probabilidad de supervivencia en meses posteriores a las lluvias (Vazquez et al.,
2004). De acuerdo con Soca et al., (2005) la distribucion de los PGI responde a
preferencias climaticas, por ejemplo, Ostertagia y Nematodirus se adaptan mejor a climas
frios y se encuentran en zonas templadas. Los géneros Haemonchus vy
Oesophagostomum prefieren climas calidos, mientras Trichostrongylus es capaz de
completar su ciclo biolégico de forma uniforme en cualquier tipo de clima. En este sentido,
la preferencia climatica de los propios parasitos explica en gran medida la distribucién
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que presentaron los parasitos en la region Sierra de Amula y Costa Sur con climas
templado subhumedo y calido subhimedo, respectivamente.

Acorde con Pefa et al. (2000), los bovinos Bos taurus son méas susceptibles a las
infecciones por NGI comparado con cruzas de Bos indicus. En el presente estudio, la
mayor prevalencia del género Ostertagia en el ganado europeo (35.4%) vy
Trichostrongylus en el ganado cebu (64.7%), asi como mayores infecciones de tipo doble
tanto en el genotipo cebul (23.5%) y europeo (20.8%) indican que el ganado cruzado
resulté ser mas resistente a la infeccion por PGI. Al respecto, estudios establecen que el
vigor hibrido del cruzamiento entre genotipos cebu y europeo favorece la resistencia a
parasitos (Oliveira et al., 2009). Ademas, algunas modificaciones en regiones del genoma
generan resistencia a enfermedades y parasitos (Garcia-Ruiz et al., 2019). En un estudio
realizado en una region tropical de Colombia se encontro relacion entre la razay la familia
Trichostrongylidae a la cual pertenecen los géneros Haemonchus, Ostertagia y
Trichostrongylus (Pulido-Medellin et al., 2022).

CONCLUSION

Se identifico la presencia de los géneros Trichostrongylus, Ostertagia, Haemonchus y
Oesophagostomum en vacas en las regiones Sierra de Amula y Costa Sur, mientras que
el género Nematodirus solo se encontro en la Costa Sur. En la Costa Sur se encontro
mayor prevalencia de Trichostrongylus y Oesophagostomum, asimismo, infeccién de tipo
simple y doble. Por su parte, la Sierra de Amula tuvo mayor prevalencia del género
Haemonchus. Finalmente, se observO mayor prevalencia del género Ostertagia en
ganado europeo y Trichostrongylus en ganado Cebu, ademas predomind la infeccion de
tipo doble en ambos genotipos comparado con el ganado cruza cebu x europeo.
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