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RESUMEN

La criopreservacion de larvas infectantes (L3) ha permitido mantener nematodes gastrointestinales
en laboratorio por prolongados periodos. El objetivo de este trabajo fue determinar la tasa de
supervivencia y la capacidad infectiva post-descongelado de L3 de nematodes gastrointestinales. Para
ello se utilizaron L3 denominadas Ayacucho y Balcarce, que fueron desenvainadas y posteriormente
congeladas en nitrégeno liquido. Transcurrido un periodo de 3 y 7 meses, las larvas fueron
descongeladas calculdndose la tasa de supervivencia (%) considerando la movilidad como vital.
La capacidad infectiva se determiné mediante la excrecién de huevos en materia fecal de ovinos
infectados con L3 criopreservadas. La supervivencia post-descongelado fue 31-70% a los 3 meses y
68-72% a los 7 meses. Los animales comenzaron a eliminar huevos a los 21 dias post-inoculacidn,
independientemente del tiempo de congelado y del origen de las larvas. Se destaca la contribucién

significativa a la investigacién en parasitologfa veterinaria de la técnica de criopreservacién.
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SUMMARY

Cryopreservation of gastrointestinal nematode infective larvae (L3) has been used to preserver

gastrointestinal nematodes in laboratory for a long time. The aim of this study was to establish the

survival and infective capability of infective larvae after cryopreservation. A total of 2 isolates named

as Ayacucho and Balcarce were used and L3 were exsheathed and thereafter, frozen in liquid nitrogen.

Rate of survival (%) was estimated taking into account larval motility after thawing as discriminate

factor for live/dead at 3 and 7 months from freezing. Six lambs were infected orally with L3 previously

cryopreserved. The nematode infection was monitored through egg excretion in faeces. The rate of

survival was 31-70% at 3 months and 68-72% at 7 months of freezing. Nematode eggs in faeces

samples were detected at 3 weeks after infection being recorded no differences among isolates and/or

freezing period of time. Advantages of the cryopreservation in nematodes research are emphasizing.
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INTRODUCCION

El mantenimiento de aislamientos de
nematodes trichostrongylideos requiere de una
infraestructura importante para el alojamiento y
muestreo de los animales utilizados para repicar
las infecciones parasitarias con determinada
frecuencia. Ademis, exige el apoyo de actividades
de logistica y de laboratorio para la produccién
de larvas infectivas (L3) a partir de la materia
fecal recolectada de los animales donantes,
que servirdn para infectar nuevos individuos
y garantizar el mantenimiento de las cepas
aisladas a partir de infecciones naturales. Este
procedimiento demanda un costo econémico
y operativo importante que limita seriamente
a la mayoria de los grupos de investigacién
con el riesgo de que en el proceso se pierdan
determinados géneros, debido a la accién
negativa de temperaturas de refrigeracion en su
conservacion, a un bajo potencial bidtico y a
diferentes condiciones de eclosién.

La criopreservacién de L3 constituye una
alternativa para mantener en el laboratorio
los aislamientos originados de infecciones
naturales'?, a la vez que minimiza el nimero de
pasajes en animales, mantiene las caracteristicas
originales de cada poblacién parasitaria'®,
permitiendo la conservacién de los aislamientos
por largos periodos de tiempo® '°. En este sentido,

cepas de Haemonchus contortus resistentes
y susceptibles a benzimidazoles han sido
criopreservadas exitosamente en Sudéfrica® '%.

El objetivo de este trabajo fue determinar
la supervivencia y capacidad infectiva
post-descongelado de L3 de nematodes
gastrointestinales criopreservadas en nitrégeno
liquido y su capacidad para infectar animales
con fines de investigacién.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de las muestras

Las muestras de materia fecal fueron
tomadas de manera individual del recto de
animales recolectores en cada uno de los
aislamientos, Ayacucho y Balcarce. Las heces
fueron cultivadas bajo condiciones de laboratorio
para la obtencién de larvas infectantes® y
posteriormente recuperadas mediante la técnica
de Baermann a fin de efectuar la identificacién
de los géneros parasitarios’. La prevalencia de los
géneros previamente a la criopreservacion fue
para Ayacucho (1y 2) de 97% Haemonchus spp.,
2% Trichostrongylus spp.'y 1% Nematodirus spp.,
mientras que para Balcarce 78% Haemonchus

spp-» 19% Trichostrongylus spp. y 3% Teladorsagia
spp.
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Procesado del material a congelar

Las larvas infectivas fueron desenvainadas
con solucién de hipoclorito sodio al 0,16%
hasta alcanzar aproximadamente un 90% de
desenvainado. Posteriormente fueron lavadas
con solucién fisioldgica al 0,9% sobre papel
de filtro (Double Rings Filter Paper N© 102)
en embudo conectado a bomba de vacio'?,
y recolectadas en un equipo de Baermann
colocando el papel de filtro con las larvas
hacia abajo. Una vez concentradas las larvas
en el fondo del tubo, fueron transferidas a
criotubos de 2 ml y de inmediato sumergidas
directamente en nitrégeno liquido a -196° C
en concentraciones que oscilaron entre 30.000
y 32.250 L3 por criotubo (Tabla 1).

Proceso de descongelado

Se descongelaron 2 criotubos
correspondientes a cada aislamiento Ayacucho
1 y Balcarce a los 3 meses de efectuado
el congelado, y Ayacucho 2 a los 7 meses
posteriores al congelado. Durante el proceso,
cada criotubo fue sumergido en agua a 55°
C durante aproximadamente 2 minutos y
posteriormente en agua a temperatura ambiente
25°C durante 30-40 segundos'. Para el cdlculo
de supervivencia post-descongelado se contaron
las L3 méviles sobre un total de 100 larvas'® sin
tomar en cuenta ni las que estallaron ni las que
no desenvainaron.

Infeccién artificial

Luego del descongelado y con el objetivo
de determinar la capacidad infectiva de las
larvas, se infectaron artificialmente 6 borregos
machos libres de pardsitos, de 5-6 meses de
edad. A cuatro animales se les suministré L3
criopreservadas durante 3 meses y a dos animales
L3 criopreservadas durante 7 meses. Todos los
animales fueron infectados por via oral’ con un
inéculo de 18.500 larvas méviles en promedio

(Tabla 1).

Obtencién y procesado de muestras de
materia fecal
Para determinar los géneros que se

conservaron post-descongelado, se tomaron
muestras de materia fecal de todos los animales
alos 21 dias post-infeccion para el recuento de
huevos (hpg) mediante la técnica de McMaster
modificada®. Cuando el hpg resulté positivo,
la materia fecal fue cultivada en condiciones
de laboratorio segtin la técnica de Henriksen
& Korsholm?’. La identificacién de los géneros
parasitarios en coprocultivos se realizé mediante
la clave de identificacién de larvas infectantes
de nematodes gastrointestinales de ovinos y
bovinos’.

RESULTADOS

Tasa de supervivencia de larvas infectivas
post- descongelado

La tasa promedio de supervivencia de L3 fue
de 58,8%. La supervivencia post-descongelado
varié entre 31- 70% y entre 68-72% en aquellas
larvas congeladas en nitrégeno liquido por 3y 7
meses, respectivamente. Las larvas provenientes
de Ayacucho mantuvieron porcentajes de
supervivencia cercanos al 70% a los 3 meses
(Ayacucho 1) y a los 7 meses (Ayacucho 2)
posteriores al congelado (Tabla 1).

Capacidad infectiva de larvas 3 post-
descongelado

La excrecién de huevos en materia fecal
comenzé a hacerse evidente en el hpg a los
21 dias post-infeccién en todos los ovinos,
independientemente del tiempo de conservacién
de cada uno de los aislamientos. El recuento de
huevos en materia fecal fue superior a 1.000
hpg a excepcién de Ayacucho 1 que presentd
conteos maximos de 500 hpg (Gréfico 1).
Los coprocultivos post-infeccién revelaron
una importante participacion del género
Haemonchus (Tabla 1).

DISCUSION

Los porcentajes de supervivencia post-
descongelado fueron variables, sin embargo se
observan valores similares entre Ayacucho 1
y Ayacucho 2, mientras que para Balcarce los
porcentajes se mantuvieron par debajo del 50%,
pero en todos los casos alcanzaron valores por
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Tabla 1. Supervivencia de larvas infectivas (L3) criopreservadas durante 3-7 meses en nitrégeno liquido y su capacidad

para infectar ovinos.

Aislamiento Géneros Tlem,p,o de L3/ criotubo Tiempo de
conservacién a 4°C. congelado
(97% Haemonchus
Ayacucho 1 2% Trichostrongylus 4 a 8 semanas 32.250 3 meses
1% Nematodirus)
(78% Haemonchus
Balcarce 19% Trichostrongylus 1 a 3 semanas 30.000 3 meses
3% Teladorsagia)
(97% Haemonchus
Ayacucho 2 2% Trichostrongylus 4 a 8 semanas 32.250 7 meses
1% Nematodirus)
i continuacion
. . Supervivencia L3 vivas en ., Numero de Géneros en coprocultivo
Aislamiento post- . Infeccién . . .
promedio animales post-infeccién
descongelado
65,5% 96% Haemonchus
Ayacucho 1 (61-70) 21.123 20/03/2009 2 4% Trichostrongylus
39,50 94% Haemonchus
Balcarce 514 g) 11.850 | 20/03/2009 2 4% Trichostrongylus
) 2% Teladorsagia
70%
Ayacucho 2 (68-72) 22.575 14/07/2009 2 100% Haemonchus

debajo de los citados en la bibliografia® ' '"- 12

donde larvas criopreservadas por més de 1 ano
presentaron mds del 90% de movilidad post-
descongelado. Tal diferencia podria atribuirse
al elevado nimero de larvas congeladas por
criotubo, coincidiendo con datos presentados por
Hubert & Kerboeuf (1997) quienes obtuvieron
los mejores resultados de supervivencia cuando
el nimero de L3 oscilaba entre 3000-5000 por
criotubo. Aun asi, las infecciones experimentales
prosperaron manifestindose con hpgaltos en la
mayoria de los casos, y con indculos de mds de
10.000 L3 descongeladas, superando el nimero
de L3 inoculadas en trabajos anteriores con

la misma especie® !

. En la primera infeccién
experimental, la cepa Ayacucho 1 presenté un
70% de larvas méviles post-descongelado y
bajos conteos de huevos, quizd debido a que

las larvas eran mds longevas al momento del

congelado si se compara con los trabajos de Van
Wyk et al (1977) y Hubert & Kerboeuf (1997),
quienes utilizaron larvas infectivas frescas de
no mis de 2 semanas conservadas a 4°C. Sin
embargo, cuando larvas del mismo origen
(Ayacucho 2) se inocularon después de 7 meses
de permanencia en nitrégeno liquido, el hpg
result6 considerablemente mds alto aunque los
porcentajes de supervivencia fueron similares a
los obtenidos con 3 meses de criopreservacién.
Tal variabilidad podria atribuirse a diferencias
en la susceptibilidad individual de los animales
experimentales, y también debe considerarse la
posibilidad de que un ndmero de larvas pudieran
hacer hipobiosis al aproximarse a una época
poco favorable para el desarrollo de Haemonchus
spp.”. No obstante, este comportamiento no fue
observado en otros aislamientos, con similar
composicién de géneros parasitarios, cuando
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hpg hpg Ayacucho 2
3000 - 15000
2500 - 12500
2000 + - 10000
1500 - 7500
1000 - 5000

500 ~ - 2500
0 —a 0
1 2 3 4 5 B
Semanas post-infeccion
—e— Ayacucho 1 —— Balcarce —e— Ayacucho 2

Grifico 1. Evolucién del conteo de huevos por gramo (hpg) en materia fecal de ovinos infectados artificialmente con

larvas criopreservadas durante 3 y 7 meses.

los animales se inocularon a principios de otofio
(Guzmadn e al., datos no publicados).

Trabajos realizados con L3 almacenadas por
diferentes periodos en nitrégeno liquido han
relacionado la supervivencia (medida a través del
porcentaje de larvas méviles post-descongelado)
con el tiempo de almacenamiento'. Segiin Van
Wyk ez al (1977) las larvas 3 de H. contortus con
17 dias de congeladas presentaban un 52,9% de
supervivencia pero llegaban a mds del 90% de
movilidad después de 2 anos de criopreservacion.
Por tal motivo, es esperable que los porcentajes
de supervivencia de las cepas de H. contortus
obtenidos en este trabajo sean mayores en la
medida que permanezcan criopreservadas por
varios afos” '°.

Respecto a los géneros presentes
en coprocultivo es preciso destacar que la
composicién porcentual original no se modificé
considerablemente manteniéndose altos los
porcentajes de Haemonchus spp. Sin embargo,
aquellos géneros que participan en una menor
proporcién como Trichostongylusy Nematodirus

cuyo potencial bidtico es considerablemente
menor, 100-200 huevos/hembra/dia para
Trichostongylus y 50-100 huevos/hembra/dia
para Nematodirus, pueden no observarse en
los cultivos post-infeccion, y ser subestimados
cuando co-existen géneros con una oviposicién
marcadamente superior como Haemonchus spp.
con 5.000 a 10.000 huevos/hembra/dia®. Si
bien, los géneros recuperados de coprocultivos
indican qué pardsitos estdn presentes en el
estudio, no necesariamente son indicativos de
las cargas parasitarias que albergan los animales.
Una situacién similar ha sido descripta en
estudios epidemioldgicos realizados en bovinos
del norte argentino, donde Haemonchus resultd
el género predominante en aquellos basados en
coprocultivos, en tanto que en los basados en el
andlisis de las cargas parasitarias de los animales
quedd en el 3er lugar en importancia, después
de los géneros Cooperiay Ostertagia®, ambos con
potencial biético marcadamente menor.

Serfa importante complementar la presente
informacién con trabajos que permitan
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determinar la carga parasitaria real en el huésped
y permitan calcular la viabilidad (implantacién)
de las L3 criopreservadas, incluyendo ademis
trabajos con bovinos.

CONCLUSIONES

La técnica de criopreservacién permitié
mejorar la conservacién de diferentes aislamientos
de nematodes gastrointestinales en el laboratorio
sin poner en riesgo la capacidad infectiva de las
L3. Al mismo tiempo, permitié la reproduccién
rapida y exitosa de inéculos en ovinos facilitando
la obtencién de larvas frescas.

La utilidad de ésta técnica para los grupos
de investigacion en parasitologia veterinaria se
enmarca en una cuestion practica y econémica
ya que podrian conservarse un gran ndimero
de L3 de diversos géneros parasitarios (incluso
la conservacién del material genético de cepas
con diferentes caracteristicas de resistencia/
susceptibilidad a antihelminticos) en un espacio
reducido y por largos periodos de tiempo, sin la
necesidad de repicarlos periédicamente in vivo.
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