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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar la actividad anti-Eimeria de
Bougainvillea glabra, Syzygium aromaticum y Lippia graveolens en Oryctolagus
cuniculus, mediante estudios in vitro e in vivo, para proponerlos como tratamientos
alternativos, en unidades de produccién cunicola (UPC) del Valle del Mezquital,
Hidalgo. Se colectaron heces en 10 UPC de 320 conejos (edad 30 a 60 d). La
identificacion de especies de Eimeria, se realiz6 por medicion y comparacion
morfoloégica y por biologia molecular. Los oquistes por gramo de heces (OPG) se
cuantificaron por McMaster. El extracto hidroalcohdlico de Bougainvillea glabra
(EHBQ), fue obtenido por maceracion hidroalcohdlica y dos aceites esenciales de
Syzygium aromaticum (AESa) y Lippia graveolens (AELg) por arrastre de vapor. In
vitro, se evalud la ihibicion de la esporulacibn de ooquistes del EHBg a
concentraciones de 200 a 1.56 mg/mL, mientras que los AESa y AELg del 50 al 0.39%.
Se realizaron pruebas in vitro de citotoxicidad indirecta y con Artemia salina del
extracto y ambos aceites. Para la prueba in vivo se utilizaron 60 conejos (NZB X CAL)
manejados de acuerdo con lo establecido en la NOM-062-Z00-1999, con agua y
alimento a libre acceso, los cuales se asignaron al azar a cinco tratamientos de 12
conejos, T1 (agua), T2 (sulfas 100 mg/kg de PV), T3, 4y 5 con AESa (1.56, 3.12 y
6.25 del AESa, respectivamente, los cuales fueron muestreados los dias 0,7,14 y 28
para determinar la cantidad de OPG, ganancia diaria de peso (GDP) y conversion
alimenticia (CA). En las 10 UPC se identificaron morfometricamente 10 especies de
Eimeria, siendo la mas frecuente E. stiedae (8 UPC). Por reaccion en cadena de la
polimerasa se identificaron ocho especies: E. stiedae fue la mas comun al identificarse
en 16 muestras. Los OPG fueron superiores a la media en las UPC 9 (241450 + 33) y
8 (56817 + 39), solo en la UPC 10 los OPG (25433 + 27), se encontraron dentro de los
limites de decision. En condiciones in vitro, desde 50 a 12.5% el AESa mostro el 100%
de inhibicion de la esporulacion a las 72 y 96 h (50 y 25%). Respecto a la lisis de
ooquistes, el AESa mostré mejores efectos a las 96 horas desde el 50 al 0.39%, con

porcentajes de lisis del 96 al 72%. El EHBg y los dos porcentajes mas bajos del AESa



y AELg (12.5 y 6.25%) no presentaron citotoxicidad en los dos modelos utilizados. En
el ensayo in vivo, el AESa (6.25%) permit6 la reduccion de los OPG de Eimeria spp.
enun 92.6,98.9y 99.5% alos 7, 14 y 28 dias, presentando mejor efecto que las sulfas
los dias 14 y 28. Referente a los parametros productivos, solo la CA, se vio mejorada
con los tratamientos T2, T3, T4 y T5 (3.01, 3.14, 3.07 y 3.06, respectivamente).
Considerando los resultados obtenidos en el presente trabajo se concluye que el AESa
es una alternativa natural para el control de la coccidiosis en conejos, ya que inhibe la
esporulacion, provoca la lisis de ooquistes in vitro y reduce la cantidad de OPG in vivo,
mejorando la CA.

Palabras clave: Conejos, Eimeria spp., Bougainvillea glabra, Syzygium aromaticum y

Lippia graveolens.



ABSTRACT

The aim of this study was to determine the anti-Eimeria activity of Bougainvillea glabra,
Syzygium aromaticum, and Lippia graveolens in Oryctolagus cuniculus, through in vitro
and in vivo studies, to propose them as alternative treatments in rabbit production units
(UPC) in the Mezquital Valley, Hidalgo. Feces were collected from 10 UPCs of 320
rabbits (age 30 to 60 days). Eimeria species identification was performed by
morphological measurement and comparison and by molecular biology. Oocysts per
gram of feces (OPG) were quantified by McMaster. The hydroalcoholic extract of
Bougainvillea glabra (EHBg) was obtained by hydroalcoholic maceration and two
essential oils of Syzygium aromaticum (AESa) and Lippia graveolens (AELg) by steam
distillation. In vitro, the exhibition of oocyst sporulation of EHBg was evaluated at
concentrations of 200 to 1.56 mg/mL, while AESa and AELg were evaluated at
concentrations of 50 to 0.39%. In vitro indirect cytotoxicity tests and with Artemia salina
were performed for extract and both oils. For in vivo test, 60 rabbits (NZB X CAL) were
used, managed according to NOM-062-Z00-1999, with free access to water and food.
They were randomly assigned to five treatments of 12 rabbits each: T1 (water), T2
(Sulfas 100 mg/kg of PV), T3, T4 and T5 with AESa (1.56, 3.12 and 6.25 of AESa
respectively). They were sampled on days 0, 7, 14 and 28 to determine the amount of
OPG, Daily Weight Gain (DWG) and Feed Conversion Ratio (FCR). In the 10 UPCs,
10 species of Eimeria were morphometrically identified, E. stiedae was the most
frequent (8 UPCs). Eight species were identified by Polymerase Chain Reaction: E.
stiedae was the most common, identified in 16 samples. The OPGs were above the
average in UPC 9 (241450 + 33) and 8 (56817 % 39), only in UPC 10 the OPGs (25433
* 27) were within the decision limits. Under in vitro conditions, from 50 to 12.5% AESa
showed 100% inhibition of sporulation at 72 and 96 h (50 and 25%). Regarding oocyst
lysis, AESa showed better effects at 96 hours from 50 to 0.39%, with 96 to 72% of lysis
percentages. EHBg and the two lowest percentages of AESa and AELg (12.5 and
6.25%) did not show cytotoxicity in the two models used. In the in vivo trial, AESa
(6.25%) allowed the reduction of Eimeria spp. OPG by 92.6, 98.9 and 99.5% at 7, 14
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and 28 days, with a better effect than sulfa drugs on days 14 and 28. Regarding the
productive parameters, only FCR was improved with treatments T2, T3, T4 and T5
(3.01, 3.14, 3.07 and 3.06, respectively). Considering the results obtained in the
present experiment, concluded that AESa is a natural alternative for the control of
coccidiosis in rabbits, since it inhibits sporulation, causes lysis of oocysts in vitro and
reduces the amount of OPG in vivo, improving FCR.

Keywords: Rabbits, Eimeria spp., Bougainvillea glabra, Syzygium aromaticum and
Lippia graveolens.
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GLOSARIO

Protozoario: es un organismo unicelular eucariota; es decir, posee nucleo definido y
organulos como mitocondrias. Estos organismos carecen de pared celular, son
heterotrofos (incapaces de realizar fotosintesis) y tienen capacidad de fagocitar; es
decir, engullir particulas del medio. Muchos protozoarios son maoviles, desplazandose
mediante cilios, flagelos o pseuddépodos.

Ooquiste: quiste que forma el cigoto de un esporozoo.

Coccidio: paréasito microscopico, protozoo del orden Coccidea que provoca

enfermedades intestinales en aves y mamiferos.

Hospedero: organismo que alberga a otro en su interior o lo porta sobre si, ya sea un

parasito, un comensal 0 un mutualista.
Patdgeno: que origina y provoca una enfermedad.

Aceites esenciales: son mezclas de sustancias quimicas biosintetizadas por las
plantas, que dan el aroma caracteristico a algunas flores, arboles, semillas y a ciertos
extractos de origen animal (almizcle, civeta, ambar gris). Son intensamente
aromaticos, no grasos (por lo que no se enrancian), volatiles (se evaporan

rapidamente) y livianos (poco densos).

Compuesto bioactivo: sustancia quimica que se encuentra en pequefias cantidades
en las plantas y ciertos alimentos (como frutas, verduras, nueces, aceites y granos
integrales). Cumplen funciones en el cuerpo que pueden promover la buena salud.

Incluyen el licopeno, el resveratrol, los lignanos, los taninos y los indoles.

Fitoguimico: son sustancias quimicas que estan presentes de manera natural en los
alimentos de origen vegetal. Se encuentran principalmente en frutas y verduras y estan
asociados con beneficios para la salud, como la reduccion del riesgo de enfermedades

cronicas.

Extractos vegetales: son sustancias obtenidas de las plantas por medio de varios

métodos de extraccidn. Son la esencia concentrada de una planta, rica en compuestos
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bioactivos, que pueden incluir antioxidantes, vitaminas, minerales y otros nutrientes

esenciales.

Extractos hidroalcohdlicos: son soluciones liquidas que se obtienen al macerar
partes de plantas (como raices, hojas, flores o frutos) en una mezcla de agua y alcohol.
Este proceso permite extraer los principios activos de las plantas, que pueden tener

propiedades medicinales y terapéuticas.

Anticoccidial: es un compuesto que previene la enfermedad de la coccidiosis al inhibir
0 matar al parasito protozoario Eimeria durante su ciclo de vida. Se clasifican en dos
tipos: coccidiostaticos, que detienen el desarrollo de los parasitos, y coccidicidas, que

los destruyen irreversiblemente.

Antihelmintico: es el término médico utilizado para designar a los farmacos cuya
funcién es eliminar o inhibir el crecimiento y la reproduccion de helmintos; es decir,

gusanos parasitos que infectan el organismo.

Esporoblasto: toda célula que da lugar a un esporozoito o espora durante la fase de
reproduccion sexual del ciclo vital de un esporozoario; en resumen, las células
resultantes de la fisibn multiple del cigoto enquistado del parasito del paludismo, o

Plasmodium, a partir de las cuales se desarrollan los esporozoitos.

Esporoquiste: un tipo de quiste que contiene esporozoitos, que son parasitos que
viven dentro de las células de sus hospederos. Estos parasitos, como los esporozoos,
pueden ser obligados y presentan un ciclo de vida complejo que incluye fases
asexuales y sexuales. Los esporozoitos se encierran en un esporoquiste para facilitar

su dispersion y movilidad entre hospederos.

Merozoito: es una etapa del ciclo de vida de un parasito protozoario, resultado de la
reproduccion asexual por division multiple (merogonia o esquizogonia). Durante la
merogonia, el nucleo se divide varias veces y cada fragmento, al romperse la célula,
adquiere una porcién del citoplasma. La célula madre se denomina meronte (o

esquizonte) y las células hijas, merozoitos. Es caracteristica de muchos apicomplejos.

Fisién simple: se producen dos individuos.
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Binaria: resultan dos células de tamafio parecido.

Gemacion: una de las células es considerablemente mayor que la otra.
Fision multiple (pluriparticidn): se producen varios individuos.
Esquizogonia: division multiple comun.

Gametogonia: fision multiple relacionada con la formacion de gametos.

Esporogonia: fision multiple relacionada con la formacion de esporas. Precedida por

la union de gametos.

Apicomplexa: con complejo apical; sin cilios ni flagelos (excepto algunos

microgametos); forman quistes y son endoparasitos.

Merontes: un meronte es la célula madre de un parasito protozoario, mientras que los
merozoitos son las células hijas que se desarrollan a partir de la célula madre. Este
proceso de reproduccion asexual se conoce como merogonia, donde el nucleo se

divide varias veces y cada fragmento se convierte en un merozoito.

Multirresistencia: en el contexto de protozoarios se refiere a la capacidad de un
microorganismo para resistir a multiples farmacos. Se considera que un
microorganismo es multirresistente (MDR) si presenta resistencia adquirida in vitro a

mas de un farmaco.

Termociclador: es un aparato utilizado en biologia molecular que permite realizar
ciclos de temperatura necesarios para la amplificacion de ADN mediante la técnica de
la PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa). Este equipo es esencial en laboratorios
para obtener multiples copias de segmentos especificos de ADN, facilitando asi

diversas aplicaciones en investigacion y diagndstico.

Nanodrop: espectrofotdmetro disefiado para medir la concentracion y la pureza de los

acidos nucleicos (ADN y ARN) y proteinas en volumenes de muestra muy pequefos.

Electroforesis: técnica de laboratorio que se usa para separar moléculas de ADN,
ARN o proteinas en funcion de su tamafo y carga eléctrica. Se usa una corriente

eléctrica para mover las moléculas a través de un gel o de otra matriz. Los poros del
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gel o la matriz actan como un tamiz, lo cual permite que las moléculas mas pequerias
se muevan mas rapido que las moléculas mas grandes. Para determinar el tamafio de
las moléculas de una muestra, se usan estandares de tamafos conocidos que se

separan en el mismo gel y luego se comparan con la muestra.

Amplificacion: la amplificacion en PCR se refiere al proceso mediante el cual se
duplican millones de copias idénticas de un fragmento especifico de ADN. Utiliza
secuencias cortas de ADN llamadas cebadores para seleccionar y amplificar la parte
del genoma deseada. La amplificaciéon es fundamental en diversas aplicaciones,

incluyendo el diagnostico de enfermedades y la investigacion genética.

pb: los pares de bases son las unidades mas pequefias que conforman el ADN vy el
ARN. Estos pares estan compuestos por dos bases nitrogenadas que se unen a traves
de enlaces débiles: la Adenina (A) se une a la Timina (T) en el ADN y a la Uracilo (U)
en el ARN, mientras que la Citosina (C) se une a la Guanina (G).

Citotoxicidad: es la capacidad de una sustancia, célula o0 mecanismo inmunolégico
para dafiar o destruir células vivas. Efecto perjudicial de agentes quimicos, bioldgicos
o fisicos sobre células humanas o animales, ya sea en el contexto de enfermedades,

tratamientos farmacoldgicos o estudios experimentales.

Ganancia diaria de peso: indica la ganancia de peso de un animal al dia. Se obtiene
dividiendo lo que ha crecido un animal entre el tiempo que ha tardado.

Conversion alimenticia: en animales se refiere a la transformacion del alimento
consumido en masa muscular o productos de valor comercial como carne, leche o
huevos. Se expresa comunmente como la relacion entre la cantidad de alimento

consumido y la ganancia de peso vivo lograda durante un periodo de prueba.

Eficiencia alimenticia: se define como la capacidad de un animal para convertir el
alimento consumido en producto (carne o leche). Se expresa como la relacion entre la

cantidad de alimento consumido y la cantidad de producto obtenido.
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1. INTRODUCCION

Los conejos son miembros de la familia Leporidae, y se encuentran en condicién
silvestre en la mayor parte del mundo, son criados en sistemas de produccion
comercial, a pequefa y gran escala. Se comercializa entero o en canales, aunque ha
aumentado el interés por los cortes y la carne picada. La carne tiene un alto valor
nutritivo; sin embargo, en los paises desarrollados se considera para uso rural o para

grupos étnicos, a pesar de sus destacadas propiedades nutricionales (Dalle, 2014).

Los conejos son susceptibles a enfermedades que pueden reducir su productividad,
ocasionando graves pérdidas econdmicas, tal es el caso de la coccidiosis; enfermedad
provocada por protozoarios del género Eimeria spp., que afecta a los animales
especialmente después del destete (Abd EI-Ghany, 2020). A pesar de su alta
prevalencia y efectos sobre el bienestar, salud de los gazapos y las pérdidas

econdmicas que ocasiona, se sabe poco sobre su biologia (Burrell et al., 2020).

Los ooquistes se propagan a través de animales enfermos, parasitando los conductos
hepatobiliares o en el epitelio intestinal (Cui et al., 2017), se alojan en las células
durante largo tiempo (Shkromada et al., 2019), afectando el equilibrio microbiano y
bioquimico intestinal (Yuan et al., 2022). La presencia y tipo de lesiones depende de

la especie de Eimeria que genera la infeccion (Lopez et al., 2020).

La asociacion de Eimeria spp. con otros microorganismos patogenos y factores de
manejo en la etapa post destete, desencadenan procesos diarreicos severos que
pueden causar mortalidades superiores al 85% (El-Ashram et al., 2020). El dafio en el
aparato digestivo es severo y similar al observado en la enteropatia mucoide (Tzika et
al., 2017). Los conejos reproductores son portadores asintomaticos de coccidios y
pueden excretar ooquistes en cualquier tiempo durante su ciclo reproductivo, con una
excrecion mayor durante la gestacion y en el pico de produccién de leche, siendo una
fuente potencial de infeccidn para los gazapos (Scialfa et al., 2021).

Los animales infectados presentan anorexia, diarrea marrén, emaciacién, pelo hirsuto,
abdomen pendulante y distendido, debilidad y muerte. En la necropsia se observa

aumento en el tamafo y peso del higado debido a la proliferacién excesiva del epitelio

1



del conducto biliar, lo que resulta en hepatomegalia (abdomen pendulante y
distendido), caracteristica de esta enfermedad (Naimi et al., 2012), dicho patégeno
también afecta el consumo de alimento, la ganancia de peso, eficiencia alimenticia y

la velocidad de crecimiento (Scialfa et al., 2021).

La coccidiosis de forma tradicional se controla y trata con farmacos de origen sintético
con potencial actividad coccidicida y coccidiostatica; sin embargo, existen limitaciones
respecto a su uso en animales en engorda por los residuos en la carne (El-Ashram et
al., 2019).

El dano de la coccidiosis en la mucosa intestinal dificulta la absorcion de nutrientes y
aumenta la mortalidad, afectando el desarrollo del animal. A pesar de la eficacia de los
medicamentos anticoccidiales tradicionales, se ha impulsado la investigacién en
medicina herbal como una alternativa mas segura para ofrecer al consumidor
productos organicos, que no promuevan la resistencia a los medicamentos y sin

consecuencias ambientales (Sweidan et al., 2025).

Es por ello, que los productos de origen vegetal obtenidos de diversas plantas pueden
ser posibles alternativas de control y/o tratamiento a las infecciones por Eimeria en
conejos (Valdez et al., 2023), con menor posibilidad de promover la resistencia
antimicrobiana (Shah et al., 2024).

El potencial efecto anti-Eimeria, se asocia a componentes bioactivos como el acido
galico, flavonoides, eugenol y acetato de eugenol presentes en el aceite esencial de
clavo, cuya actividad antiparasitaria ha sido documentada (Kumar et al., 2022). Por
otra parte, el carvacrol, el timol y el B-cariofileno contenidos en el aceite esencial de
Lippia graveolens han presentado propiedades anti-protozo en ensayos in vitro
(Quintanilla et al., 2020; Bautista et al., 2021). De acuerdo con lo anterior, el objetivo
del presente estudio fue determinar la actividad anti-Eimeria de Bougainvillea glabra,
Syzygium aromaticum y Lippia graveolens en Oryctolagus cuniculus, para proponerlos
como tratamientos alternativos, en unidades de produccion cunicola del Valle del

Mezquital, Hidalgo.



2. MARCO TEORICO

2.1. Produccion cunicola en el mundo, México e Hidalgo.

A nivel mundial, en el 2023, China fue el mayor productor de carne de conejo, seguido
por Corea del Norte, Egipto, Francia, Rusia, Benin, Ucrania, Argelia, Sierra Leona y
México. China registro el 44.28% del total de la produccion de carne de conejo,
alcanzando 262.24 mil toneladas, México ocupa el lugar 10 a nivel mundial con 4047
toneladas (Tridge, 2025).

La carne de conejo es el principal producto del sector cunicola, de este carnico de alta
demanda y calidad se obtiene el jamon, salchicha, salami, chorizo, entre otros
alimentos. En México, se estima que su produccion nacional es superior a las 15 mil
toneladas. Las principales entidades productoras son: Puebla, Tlaxcala, Morelos,
Ciudad de México, Michoacan, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, Jalisco y el Estado de
México (SADER, 2025).

2.2 Importancia de la coccidiosis en la produccién cunicola.

Una de las enfermedades que mas afecta a la produccion es la coccidiosis causada
por el parasito protozoario Eimeria spp. (Hamid et al., 2019). La coccidiosis es la
enfermedad parasitaria mas comun en conejos y puede ser responsable de pérdidas
econOmicas severas en granjas de engorde, asi, por ejemplo, se calcul6 una
prevalencia de Eimeria spp. en la regién sureste del Estado de México de 48.3%, con
mas conejos infectados en el invierno (88%) y de un 5% durante la primavera (Ladrén
de Guevara et al., 2019). Los conejos son muy susceptibles a la coccidiosis,

especialmente después del destete (Abd EI-Ghany, 2021).

Es importante establecer programas de educacion para la salud encaminados hacia
los productores, quienes en su gran mayoria tienen granjas de tipo de subsistencia
conocidas como de traspatio, las cuales presentan pobres condiciones de higiene, lo
que favorece la presentacion de esta enfermedad, esto adicionado a que cuentan con

pocas medidas de prevencion, permitiria corregir las deficiencias sanitarias e



incrementar sus ganancias (Ladron de Guevara et al., 2015). La perspectiva de que la
produccion de conejo se industrialice parece ser prometedora debido a que el conejo
es altamente productivo y tiene un ciclo de reproduccion e intervalo generacional corto
(Hamid et al., 2019).

2.3. Ciclo biolégico de Eimeria spp.

El ciclo de vida de Eimeria es monoxenoneo, lo que conduce al desarrollo de sucesivas
etapas de protozoos dentro de las células epiteliales del intestino o de los conductos
biliares del hospedero, hasta su ruptura (Lopes y Simdes, 2024). Ocurre tanto en el
ambiente externo como dentro del hospedero. Los ooquistes son liberados en forma
no esporulada y sufre esporogonia por division meiética en cuatro esporoblastos, cada

uno de los cuales se desarrolla aun mas en un esporoquiste.

Los ooquistes esporulados son consumidos por los conejos y los esporozoitos
liberados penetran las células epiteliales del intestino delgado, invaden las células
epiteliales del higado y de los conductos biliares y experimentan merogonia. Los
merozoitos fusiformes se liberan en las células epiteliales, con crecimiento similar a su
progenitor. En pocos dias se producen fisiones, formados por gametocitos masculinos
y femeninos. Los gametocitos abandonan la célula huésped y se unen (fertilizacion).
La reproduccion (gametogonia) da lugar a ooquistes no esporulados, y son liberados

por las heces, el ciclo completo dura aproximadamente 7 dias (Xie et al., 2021).

En la reproduccion tanto las divisiones celulares mitéticas (asexuales) como meidticas
(sexuales) producen nuevas células individuales. La fertilizacién de un macrogameto
por un microgameto da como resultado la formacion de un cigoto que sufre meiosis,
formando asi una nueva generacion de etapas asexuales. Al abandonar al hospedero,

los ooquistes se transmiten a un nuevo hospedero (Cruz et al., 2021).

2.4. Especies de Eimeria en conejos reportadas en México.

El género Eimeria pertenece al filo Apicomplexa causante de coccidiosis intestinal y

hepatica en conejos (Lopes y Simbes, 2024). Se han reportado 11 especies que se



alojan en diferentes partes del intestino de los conejos (duodeno, yeyuno, ileon, ciego,
colon y recto) y en el higado (Rabie et al., 2022). La infeccién puede ser con una o
varias especies de Eimeria (Ping et al., 2017). Al respecto, Balicka et al. (2020),
registraron la infeccion por coccidios de nueve especies intestinales y una hepatica en

diferentes granjas de conejo.

De las especies de coccidias que afectan a los conejos, Eimeria stiedae es el principal
agente causal de la coccidiosis hepatica. Enfermedad contagiosa y letal, los conejos
afectados muestran una disminucion en la tasa de crecimiento, anorexia, debilidad,
diarrea y un pelaje aspero. En la necropsia, se observa hepatomegalia con la presencia
de nddulos discretos de color blanco amarillento en la superficie del higado (Sivajothi
et al., 2016). Ademas, ejerce efectos patoldgicos sobre la integridad de los hepatocitos
y la funcion hepatica, parasita los conductos biliares (Xiao et al., 2022). Es comun
observar fibrosis y edema alrededor de los conductos biliares e hiperplasia de las

células epiteliales (Katsui et al., 2022).

Los coccidios del conejo parasitan distintas partes del intestino y en diferentes
profundidades de la mucosa. Cada especie habita en diferentes “nichos” (Pakandl,
2009). La patogenicidad esta relacionada, al menos parcialmente, con la localizacion
de los coccidios. Los coccidios de conejo mas patdégenos E. intestinalis y E. flavescens,
parasitan las criptas de la parte inferior del intestino delgado o del ciego,

respectivamente (Norton et al., 1979).

E. intestinalis: causa pérdida de peso, diarrea e incluso la muerte (He et al., 2023).
La infeccién induce inflamacion y afecta la homeostasis intestinal en los sitios
parasitados, lo que provoca cambios significativos en la microbiota y en los
metabolitos. En conejos inoculados con ooquistes de E. intestinalis, todo el yeyuno fue
parasitado en diferentes etapas del ciclo de vida, causando pérdida extensa de células

caliciformes (Yuan et al., 2022).

E. flavescens: en la fase patdgena infectan las células madre de las criptas cecales.
En infecciones graves, provoca que las criptas no puedan mantener la integridad del
epitelio superficial, dafiando la mucosa cecal. La destruccidon de las células de las

criptas es crucial en la gravedad de las lesiones (Gregory, 1986).



Rabie et al. (2022), examinaron morfologica y morfométricamente las 11 especies de
Eimeria provenientes de diferentes partes del intestino de los conejos (duodeno, ileon,
ciego, colon y recto): reportan la presencia de Eimeria coecicola (8%), E. exigua (65%),
E. flavescens (30%), E. irresidua (35%), E. magna (10%), E. media (25%), E. perforans
(63%), E. intestinalis (50%), E. stiedae (2%), E. vejdovskyi (5%)y E. piriformis (3%).

En estudios realizados por Ladron de Guevara et al. (2019), mencionan la presencia
de 11 especies de Eimeria en granjas de conejos del Estado de México, los clasifican
por patogenicidad alta (E. intestinalis y E. flavescens), media alta (E. stiedae), media
(E. media, E. magna, E. irresiduay E. piriformis), leve (E. vejdovskyi, E. perforansy E.

exigua) y E. coecicola que segun los autores es la que menos dafo causa.

2.5. Fisiopatologia de la infeccidon por especies del género Eimeria.

La transmisién de coccidios aumenta cuando los conejos se agrupan en grandes
cantidades debido al ciclo de vida rapido de las especies de Eimeria. En estas
circunstancias, los coccidios causan enfermedad hepética y/o intestinal. En la
coccidiosis hepatica, el higado estda agrandado debido a la hiperplasia papilar del
epitelio de los conductos biliares (y ocasionalmente de la vesicula biliar), con diferentes
etapas de desarrollo de coccidios dentro de los conductos biliares. En casos agudos
pueden mostrar numerosos abscesos hepaticos miliares. Los casos crénicos
desarrollan una respuesta fibrética alrededor de los conductos afectados (Mayer y
Donnelly, 2013).

La coccidiosis intestinal afecta las células epiteliales intestinales del hospedero, hasta
su ruptura, causando lesiones en el tracto gastrointestinal. Estos protozoos se
caracterizan por diferentes grados de patogenicidad y virulencia, asi como por su
afinidad por partes especificas del intestino del conejo. Es méas importante en entornos
densamente poblados, granjas comerciales/industriales, pequefias granjas
tradicionales, instalaciones de investigacién y también conejos de compafia. Las
manifestaciones clinicas de la enfermedad incluyen diarrea, anorexia, pérdida de peso

y muerte (Lopes et al., 2024).



Ademas, en la coccidiosis intestinal, se observa una respuesta de células inflamatorias
mixtas en la mucosa intestinal, con areas multifocales de necrosis intestinal,
ulceracién, edema y hemorragia. Dependiendo de la especie de Eimeria, los
esporozoitos pueden encontrarse en los ganglios linfaticos mesentéricos y el bazo

(Mayer y Donnelly, 2013).

La alteracion del entorno intestinal debido a la infeccidn por Eimeria spp. provoca un
desequilibrio en la homeostasis, lo que impulsa el aumento de patdbgenos como las
especies de Clostridium. La infeccion por coccidiosis afecta la composicion y la
integridad de la microbiota, provocando una elevada susceptibilidad a enfermedades
que amenazan la salud y la produccion (Madlala et al., 2021). Ademas, ocasiona dafo
mecanico (deterioro de las uniones estrechas y apoptosis de las células epiteliales
intestinales), quimico (aumento de la produccion de moco y disminucion de los
péptidos antimicrobianos), y alteraciones del sistema inmune, lo que genera

condiciones adecuadas para la proliferacion de bacterias patégenas (Lu et al., 2021).

La microbiota del tracto gastrointestinal juega un papel central en la salud y el
metabolismo del hospedero, mejoran el sistema inmunolégico y la absorcién de
nutrientes. Durante el ciclo biolégico de los coccidios intestinales, se llevan a cabo
procesos de adhesion, invasion y replicacion que desencadenan el cuadro clinico en

los hospederos (Garcia y Rivera, 2017).

Las lesiones en el tracto gastrointestinal del hospedero generan mala absorcién de
nutrientes, baja ganancia de peso y con frecuencia la muerte (Lee et al., 2022). La
infeccion por coccidiosis representan una grave amenaza para la salud y la
productividad (Madlala et al., 2021). La infeccion proporciona una ventaja de
crecimiento para Clostridium perfringens, lo que con frecuencia conduce a enteritis

necrética (Pietruska et al., 2023).

2.6. Alteraciones por coccidias a nivel hepético.

La coccidiosis hepatica afecta principalmente al higado, el ciclo de vida de E. stiedae
incluye la ingestion de ooquistes de ambientes contaminados, la invasion de la mucosa
intestinal y la migracién al higado a través del torrente sanguineo. En el higado, los
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parasitos colonizan los conductos biliares, causando inflamacion, colangitis e
hiperplasia biliar. Los signos clinicos de la coccidiosis hepatica incluyen hiporexia o
anorexia, pérdida de peso, diarrea, distension abdominal e ictericia. El higado puede
agrandarse con nodulos blancos distintivos en la necropsia (Lopes et al., 2024).

La coccidiosis en poco tiempo se torna crénica y provoca la muerte del animal (en
promedio a los 10 dias), antecedida por diarrea severa con moco y sangre, asi como
de estrefiimiento. A la necropsia de animales infectados con historia clinica de diarrea
y muerte subita se observa el intestino delgado distendido, el colon con alimento no
digerido, higado con multiples nédulos de 1 a 3 mm de didmetro de color blanco
amarillento, ligeramente expuestos en la superficie hepatica y el parénquima presenta

congestion severa y edema (Pérez y Betancourt, 2011).

2.7. Estrategias de prevencién y tratamiento contra especies del género Eimeria.

La coccidiosis representa una amenaza significativa, siendo los antibidticos y
desinfectantes sintéticos las principales opciones para su control (Ristanti et al., 2024).
Puede controlarse mediante el empleo de compuestos quimicos anticoccidiales. El
acido acético, la solucion de cresol y la mezcla de benceno+xileno suprimen la

esporulacion de ooquistes de E. tenella (You, 2014).

En el trabajo realizado por El-Sherry et al. (2021), al evaluar el efecto de cuatro
desinfectantes (compuestos de amonio cuaternario, clorocresol, glutaraldehido vy
kilcox) contra E. tenella, observaron que los desinfectantes mas eficaces contra los
ooquistes no esporulados y esporulados fueron kilcox, seguido de clorocresol,
mientras que los compuestos de amonio cuaternario y el glutaraldehido fueron menos
efectivos. La inhibicién de la esporulacién por kilcox alcanzé el 100 % en ooquistes no

esporulados, y reportaron un efecto destructivo del 99 % en ooquistes esporulados.

Segun Noack, et al. (2019), los farmacos actualmente disponibles para el control de la
coccidiosis son antibidticos polieterion6foros que se derivan de productos de
fermentaciéon o compuestos sintéticos, producidos mediante sintesis quimica, se

clasifican en:



1. Antibidticos polieter o ionodforos, se producen en la fermentacion de Streptomyces
spp. o Actinomadura spp. son productos naturales complejos que se conocen por
transportar diversos cationes que alteran los gradientes i6nicos de las membranas
bioldgicas, como las de las bacterias y parasitos (Eimeria spp.). Los ionéforos se
agrupan por funciones similares, a pesar de que difieren en su estructura, productos
como monensina, narasina, salinomicina, maduramicina, semduramicina y lasalocida

se encuentran en esta clasificacion (Wollesen et al., 2023).

2. Compuestos sintéticos producidos por sintesis quimica, con un modo de accién
especifico: inhibicion de la respiracion mitocondrial del parasito (decoquinato, clopidol),
inhibicion de la via del acido fdélico (sulfonamidas), inhibicion competitiva de la
captacién de tiamina (amprolio) y con modo de accién desconocido, por ejemplo,

diclazuril, halofuginona, nicarbazina y robenidina (Noack et al., 2019).

Los anticoccidiales mas utilizados en el tratamiento de la coccidiosis en conejos son
sulfacloropiridazina sddica-trimetoprim, trimetoprim-sulfametoxazol, amprolio y
diclazurilo (diclosol 1%), como el medicamento estandar en infecciones de coccidias.
El diclazuril y la sulfacloro pirazina son eficientes en el tratamiento de la coccidiosis
clinica en conejos a las dosis recomendadas. Se logran mejores resultados con un
tratamiento al inicio de la enfermedad. Estos medicamentos deben usarse de manera
responsable, en combinacion con estrictas medidas de bioseguridad para prevenir el
desarrollo de resistencia a los medicamentos (Ogolla et al., 2019).

La quimica del grupo funcional sulfonamida (o sulfonamida) (SN) forma la base de
varios grupos de farmacos. La sulfametazina (SMZ) es un farmaco sulfonamida
comunmente usado en Medicina Veterinaria que actia como un compuesto
antibacteriano para tratar enfermedades del ganado, como infecciones del tracto
gastrointestinal y respiratorio. ElI farmaco actua inhibiendo la sintesis de ADN

bacteriano (Ovung y Bhattacharyya, 2021).

Las sulfonamidas son antagonistas y analogos estructurales del acido p-
aminobenzoico (PABA) en la sintesis del acido folico, esencial para la produccion
posterior de ADN en las bacterias (Zessel et al., 2014). Sin embargo, el uso rutinario

de antibidticos tiene efectos residuales nocivos para la salud humana, y su uso



extensivo, promueven la resistencia a los medicamentos anticoccidiales en las

especies de Eimeria han suscitado preocupacion (Ahmad et al., 2024).

Los probidticos son suplementos alimenticios con microorganismos vivos que
promueven el equilibrio de la microbioma intestinal del animal (El-Saadony et al.,
2022), Ademas, inhibe la expansién de colonias de patdgenos en pollos (Gadde et al.,
2017). Mejorando asi la resistencia del hospedador a los patégenos intestinales (Talebi
et al., 2008).

Los probidticos mantienen un equilibrio saludable de bacterias mediante exclusién
competitiva y antagonismo, promueven la maduracion e integridad intestinal, modulan
la inmunidad y previenen la inflamacion, alteran el metabolismo aumentando la
actividad de las enzimas digestivas, disminuyendo la actividad de las enzimas
bacterianas y la produccién de amoniaco, mejoran la ingesta y digestién de alimentos,

neutralizan las enterotoxinas y estimulan el sistema inmunoldgico (Sugiharto, 2016).

Los anticoccidiales suelen mezclarse en pellets de alimentacion, las sulfonamidas o el
toltrazuril se aplican en el agua de bebida, y puede ser practico para pequefias granjas
de conejos. Algunos de los medicamentos como el diclazuril y toltrazuril se utilizan para
la prevencion, mientras que las sulfonamidas se utilizan principalmente para el
tratamiento de brotes de coccidiosis. Sin embargo, el tratamiento generalmente no es
muy exitoso cuando ya aparecen los signos clinicos de coccidiosis (Pakandl, 2009).
Ademas, el uso inadecuado de estos farmacos, estan asociados con resistencia a los
farmacos y residuos. El control inmunolégico podria ser una alternativa potencial (He
et al., 2023).

Algunos extractos de plantas tienen efectos benéficos sobre el crecimiento y como
estimulantes fisiolégicos que mejoran el rendimiento y la salud. La mayoria de ellos
mejoran la digestibilidad y absorcién de nutrientes (Abdelsalam y Fathi, 2023). Los fito-
compuestos pueden inhibir la multiplicacién de Eimeria, promover el crecimiento de
bacterias beneficas y/o fortalecer la inmunidad en el intestino de las aves de corral
(Muthamilselvan et al., 2016).

Para prevenir la aparicion de infecciones por coccidios se recomienda utilizar

instalaciones grandes, secas, bien iluminadas y con acceso al sol (Pilarczyk et al.,
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2020). Se puede mejorar el control mediante una mejor educacién y manejo de los
posibles factores de riesgo, por ejemplo: temperatura, humedad, acumulaciéon de
ooquistes esporulados en la cama y uso rotativo de quimio profilacticos para reducir la

resistencia (Attree et al., 2021).

Se deben seguir las medidas adecuadas de manejo, asi como del uso adecuado de
farmacos anticoccidiales tanto para la profilaxis como para el tratamiento (Noack et al.,
2019). Los anticoccidiales son indispensables para controlar las infecciones
parasitarias en los animales interfiriendo con las diferentes etapas del ciclo de vida del
parasito (Felici et al., 2024). Sin embargo, los residuos de coccidiostatos en la carne u
otros tejidos, utilizados para el tratamiento, son potencialmente peligrosos para la
salud humana (Rybicki, 2021). Ademas, se asocian con resistencia a farmacos (He et
al., 2023).

En tanto que los procedimientos de manejo que involucren la rotacion de
combinaciones de medicamentos con vacunas, es deseable por la restauracion de la
sensibilidad a los medicamentos, donde esta presente la resistencia a los
medicamentos y podria contribuir al control sostenible de la coccidiosis (Chapman y
Rathinam, 2022). El uso de vacunas recombinantes y varios aditivos alimentarios
inmunomoduladores en la dieta, pueden mejorar la defensa del hospedero contra el
parasitismo intracelular, y reducir el dano intestinal debido a las respuestas

inflamatorias inducidas por los parasitos (Lee et al., 2022).

2.8. Efectos adversos del uso de productos quimicos para prevenir y/o tratar las

infecciones por coccidios.

Desde finales de la década de 1990, se han notificado residuos de coccidiostaticos en
la carne en varios paises, esto ha impulsado la investigacion y la vigilancia de estos
residuos en los alimentos (Clarke et al., 2014). Los medicamentos anticoccidiales han
demostrado su eficacia para frenar la coccidiosis, pero presentan inconvenientes como
el desarrollo de resistencia y los residuos de medicamentos en la carne (Madlala et al.,
2021; Xiao et al., 2022).
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El uso de coccidiostatos ha aumentado sin ningun requisito de prescripcion Veterinaria,
por lo que la presencia de residuos de productos veterinarios y contaminantes
quimicos en la industria alimentaria implica un riesgo para la salud publica (Martins et
al., 2022). Los coccidiostatos se afiaden al alimento en diferentes niveles: 100-125
mg/kg (monensina), 75-125 mg/kg (lasalocid), 60-70 mg/kg (salinomicina), 5-6 mg/kg
(maduramicina), 40-50 mg/kg (narasina), 40-50 mg/kg (nicarbazina), 30-40 mg/kg
(robenidina), 1 mg/kg (diclazuril). En pollos de engorda el periodo de retirada de
coccidiostatos es de 3 a 5 dias antes del sacrificio (Official Gazette RS No. 4/2010,
113/2012, 27/2014, 54/2017).

En muestras analizadas en Italia para identificar residuos de 11 coccidiostatos en carne
y huevo, las muestras dieron positivas en 34.7% en tejidos animales, mientras que el
16% de los huevos fueron positivos, reportandose una concentracion de 2.4 pg/kg a
1002 pg/kg (Roila et al., 2019).

2.9. Resistencia de Eimeria a productos quimicos.

Las coccidias que han desarrollado resistencia contra la mayoria de los anticoccidiales
comunmente utilizados, debido al uso masivo de farmacos quimicos, ha motivado a
diversos grupos de investigacion a buscar alternativas de prevenciéon y tratamiento.
Por ejemplo, los tratamientos basados en la inmunizacion, uso de aditivos alimentarios
inmunomoduladores y las vacunas recombinantes, pueden ayudar al hospedero a
reducir las reacciones inflamatorias y protegerse de los parasitos (El-Saadony et al.,
2025).

Los productos actualmente disponibles para el control de la coccidiosis son
antibioticos, ionoforos de polieter, derivados de productos de fermentacion, o
compuestos sintéticos producidos mediante sintesis quimica (Noack et al., 2019). Los
coccidiostatos son un grupo de farmacos veterinarios, cuyos residuos en la carne u
otros tejidos comestibles, son potencialmente peligrosos para la salud humana
(Rybicki, 2021).

Los coccidiostatos ionéforos son muy efectivos en el control de la coccidiosis; es mas
estable y completo que el control ofrecido por una combinacion de vacuna y el uso de
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coccidiostatos quimicos. Esto se debe a la actividad intraluminal de los ionéforos
contra los esporozoitos coccidiales y a que su modo de accion fisico hace que la
tolerancia a los iono6foros por parte del parasito coccidial se desarrolle muy lentamente
(Simjee y Tice, 2023).

Arabkhazaeli et al. (2013), investigaron la resistencia de los anticoccidiales diclazuril,
amprolio+etopabato y salinomicina, frente a tres aislamientos mixtos de Eimeria de
pollos. Segun sus resultados, ninguno de los aislamientos de campo fue
completamente sensible a los anticoccidiales seleccionados. Todos los aislamientos

mostraron sensibilidad reducida/resistencia parcial a la salinomicina.

Simjee y Tice, (2023), evidenciaron resistencia a amprolio+etopabato y registraron
resistencia parcial a completa para diclazuril. EI mecanismo de resistencia se ha
fundamentado en el descubrimiento de genes, ahora llamados NarAB, que parecen
producir CIM (concentraciones inhibitorias minimas) elevadas de los iono6foros
narasina, salinomicina y maduramicina, y que estos estan relacionados con genes

responsables de la resistencia a antibiéticos.

Ademas, se ha documentado resistencia a todos los medicamentos actualmente
utilizados, y por lo tanto, es indispensable descubrir nuevos farmacos con modos de
accion unicos si la quimioterapia va a seguir siendo el principal medio para controlar
esta enfermedad. Ademas, se requieren nuevas estrategias para el descubrimiento de
farmacos, incluyendo cribado de alto rendimiento, biologia estructural y la elucidacion

del modo de accién de los compuestos activos (Noack et al., 2019).

Combinar enfoques basados en objetivos con pruebas in vitro e in vivo en parasitos y
quimica medicinal genera una vision integral de la correlacion genotipo-fenotipo-
compuesto, lo que podria permitir el disefio de nuevos candidatos a farmacos.
Desafortunadamente, la resistencia se desarrolla rapidamente tras la introduccion de
farmacos en el campo. Para minimizar la incidencia de resistencia, el enfoque
rotacional del coccidiostato puede ser una alternativa para que los productores

controlen la coccidiosis y fomenten una produccion sostenible (Rahman et al., 2025).

También se han probado anticoccidiales naturales, como probioticos, prebidticos,

acidos organicos y aceites esenciales para contrarrestar la resistencia (El-Saadony et

13



al., 2025). El uso de prebidticos como tratamiento profilactico disminuye los efectos
adversos causados por Eimeria spp. al disminuir el conteo de ooquistes en las heces,
ademéas de mantener el peso corporal y reducir las lesiones ocasionadas por los
parasitos en los tejidos intestinales (EI-Ashram et al., 2019).

La multirresistencia de estos parasitos a los farmacos y los efectos secundarios han
impulsado la investigacion sobre medicinas alternativas para el tratamiento de la

coccidiosis (Murshed et al., 2022; Ranasinghe et al., 2023).

2.10. El impacto de los tratamientos convencionales en la salud humanay en el

ecosistema.

Las causas mas comunes de residuos de farmacos en alimentos de origen animal son
la violacién de los periodos de retirada, la sobredosis y el uso de vias de administracion
incorrectas. Las concentraciones generalmente son mas altas en tejidos de
almacenamiento como la grasa corporal o en érganos que los metabolizan y excretan
activamente. La presencia de estos farmacos o sus metabolitos en los alimentos puede
causar reacciones alérgicas en las personas y resistencia a microorganismos
patdgenos. Los efectos adversos potenciales de los residuos en los productos de
origen animal son: cancerigenos, alérgicos, toxicos, trastornos neuroldgicos y efectos

microbioldgicos (Herago y Agonafir, 2021).

La excrecion de residuos de anticoccidiales con el estiércol y su posterior
esparcimiento en tierras proporciona una via de contaminacién potencial hacia las
aguas subterraneas. La informacion sobre el destino y la ocurrencia de estos
compuestos en las aguas subterraneas es escasa, por lo tanto, estas sustancias son
contaminantes organicos emergentes potenciales de preocupacion (Mooney et al.,
2020).

Estos agentes farmacoldgicos permeabilizan diversos nichos ambientales, abarcando
agua subterrdnea, aguas superficiales, suelos y plantas de tratamiento de aguas
residuales, exhibiendo concentraciones que varian de nanogramos a gramos por litro.

Al mismo tiempo, la aplicacion indiscriminada y excesiva de farmacos en todo el mundo
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ha generado crecientes preocupaciones relacionadas con la resistencia antimicrobiana
(Eapen et al., 2024).

2.11. Las alternativas de tratamiento.

Las coccidias que han desarrollado resistencia contra la mayoria de los anticoccidiales
comunmente utilizados, debido al uso masivo de farmacos quimicos, ha motivado a
diversos grupos de investigacion a buscar alternativas de prevencion y tratamiento.
Por ejemplo, los tratamientos basados en la inmunizacion, uso de aditivos alimentarios
inmunomoduladores y las vacunas recombinantes, pueden ayudar al hospedero a
reducir las reacciones inflamatorias y protegerse de los parasitos (El-Saadony et al.,
2025).

El uso de prebibéticos como tratamiento profilactico disminuye los efectos adversos
causados por Eimeria spp. al disminuir el conteo de ooquistes en las heces, ademas
de mantener el peso corporal y reducir las lesiones ocasionadas por los parasitos en
el tejido intestinal (El-Ashram et al., 2019). También se han probado anticoccidiales
naturales, como probiéticos, prebidticos, acidos organicos y aceites esenciales para

contrarrestar la resistencia (El-Saadony et al., 2025).

2.12. Alternativas naturales para el control y/o tratamiento de la coccidiosis del

conejo.

Aun con los avances de investigacion de la Medicina Veterinaria moderna, las
infecciones parasitarias siguen siendo un problema importante para la salud a nivel
mundial, sobre todo en los paises en desarrollo. Las plantas producen una gran
diversidad de metabolitos secundarios con potenciales actividades bioldgicas,
(citotéxicas, antiparasitarias, antifungicas, antibacterianas y antiprotozoo) (Ranasinghe
et al., 2023).

El uso de la medicina herbal es cada vez mas comudn para tratar la coccidiosis, los
suplementos de ajo pueden reducir los signos clinicos y lesiones de coccidiosis sin

tener consecuencias negativas (Sweidan et al., 2025).
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Las plantas y compuestos anticoccidiales interfieren con el ciclo de vida de Eimeria, la
regulacion de la inmunidad del hospedero, la regulacion del crecimiento de las

bacterias intestinales y/o multiples mecanismos (Muthamilselvan et al., 2016).

Al respecto, los productos herbales, disminuyen la produccidon de ooquistes a través
de la inhibicidon de la invasion, replicacion y desarrollo de las especies de Eimeria en
el tejido intestinal, lo cual disminuye también los recuentos de ooquistes por gramo de
heces, debido a la presencia de compuestos fendlicos que reaccionan con las
membranas citoplasmaticas causando la muerte de las células coccidiales.
Adicionalmente dichos compuestos mejoran el grado de peroxidacion lipidica
intestinal; reparan lesiones epiteliales y aumentan la permeabilidad intestinal a través

de la regulacion positiva del recambio epitelial (Nahed et al., 2022).

Actualmente, estan disponibles en el mercado productos comerciales que contienen
aceites esenciales, extractos y otros compuestos cuyo uso se relaciona con la
estimulacion de los mecanismos de respuesta inmune, aumento del peso corporal y

destruccion de ooquistes, entre otros beneficios (Quiroz, 2018).

Un factor importante que beneficia al desarrollo de resistencia es el potencial
reproductivo de los coccidios, asi como la variaciéon genética en cada generacion,
ejerciendo presion de seleccion sobre cepas resistentes. También, el tiempo de
exposicion a los anticoccidiales incrementa la seleccion de cepas mutantes
resistentes. El desarrollo de resistencia a los farmacos y las limitaciones en su uso han
alentado la exploracidn de soluciones alternativas, incluidos los compuestos botanicos
(Felici et al., 2024). El fendmeno de la multirresistencia es un problema por resolver
hoy en dia, por lo que es importante disponer de moleculas capaces de contrarrestar

las infecciones por especies del género Eimeria (Maggini et al., 2024).

En este sentido, el uso de alternativas naturales como los fitoquimicos, es la estrategia
mas viable para combatir la coccidiosis, sin que el efecto de las resistencias a farmacos
amenace la bioseguridad. Asi, por ejemplo, la manipulacién de la microbiota intestinal
mediante el uso de aditivos naturales en una etapa temprana de desarrollo puede
estimular el sistema inmunolégico de los animales contra las infecciones por Eimeria.

Dado que estos aditivos son sustancias quimicas y cepas fermentadas por bacterias,
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pueden persistir como un microbioma intestinal benéfico durante mucho tiempo, sin

presentar efectos adversos (Madlala et al., 2021).

Estos fitoquimicos contienen ingredientes activos que modulan eficazmente la
respuesta inmunitaria y mejoran la morfologia intestinal y el rendimiento general del
crecimiento, incluso en condiciones de estrés e infeccion. La mayoria de los efectos
beneficos se pueden atribuir a sus funciones antiinflamatorias, promotores del

crecimiento y como antimicrobianos (Valdez et al., 2023).

Los productos naturales previenen y controlan el desarrollo y la progresion de la
coccidiosis en aves de corral principalmente al obstaculizar directamente el ciclo de
vida de Eimeria spp. o indirectamente al mejorar la inmunidad del hospedero, reparar
la morfologia intestinal, la homeostasis microbiana y el estado oxidativo/antioxidante
(Chen et al., 2025).

La coccidiosis puede no ser controlada o tratada con el uso de un solo compuesto, por
el contrario, requiere de la combinaciéon de inmunoestimuladores que induzcan una
buena respuesta con el uso de extractos y hierbas, aceites esenciales y otros
compuestos naturales que pueden destruir ooquistes de Eimeria spp. o interferir con
el ciclo de vida (Quiroz, 2018).

Los extractos de tallo de banano, ajo y semillas de papaya tienen sustancias activas
que potencialmente pueden controlar la coccidiosis en conejos, su administracion
disminuye significativamente la excrecién de ooquistes. Por ejemplo, se demostré que
100 mg de extracto (40 mg de tallo de banano, 20 mg de semillas de papaya y 40 mg
de ajo) resultd ser eficaz para controlar la coccididosis en conejos (Indrasanti et al.,
2019).

El jengibre reduce la gravedad de la coccidiosis al mejorar la salud intestinal, reducir
el crecimiento de parasitos y fortalecer el sistema inmunolégico. También reduce el
dafio oxidativo y las lesiones intestinales causadas por infecciones de Eimeria. La
curcumina, tiene propiedades antiinflamatorias y antioxidantes que reducen las
lesiones intestinales, detienen el crecimiento de Eimeria, mejoran la salud intestinal,
estimulan el metabolismo nutricional y el aumento de peso en aves (Sweidan et al.,
2025).
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Al evaluar el efecto del extracto de hoja de Calotropis procera sobre la esporulacion
de ooquistes y esporozoitos de Eimeria que afectan el yeyuno de los mamiferos y para
obtener la mejor concentracion para la inhibicion de la esporulacion y la prevencion de
infecciones, Murshed et al. (2022), probaron extractos in vitro para prevenir la
esporulacion de ooquistes, la deformidad de la pared y la actividad anti-esporozoito de
Eimeria papillata, usando como grupos de control una solucién de dicromato de potasio
al 2.5% vy toltrazuril a 25 mg/mL. A 200 mg/mL de extracto de hoja de C. procera
registraron el mayor porcentaje de inhibicion (91%) de los ooquistes.

El extracto hidroalcohdlico de Salix babylonica contiene fitoquimicos con propiedades
anticoccidiales como cumarinas, triterpenos, flavonoides, lactonas sesquiterpénicas,

saponinas, terpeno, linalol, timol y carvacrol (Rivero et al., 2019).

Por otra parte, el orégano tiene efectos positivos en el alivio del estrés oxidativo y en
la microbiota intestinal, estimulando la produccion de anticuerpos. El aceite esencial
de orégano aumenta el contenido de inmunoglobulina A secretora y la expresion
relativa de Claudin 1, Mucin 2 y Avain beta-defensina 1 en el ileon. Ademas, contiene
propiedades antioxidantes, disminuye los niveles de ARNm de la proteina de choque
térmico 70 y aumenta los niveles de ARNm de catalasa en los rifiones y el higado.
También aumenta los niveles de ARNm de superdxido dismutasa; glutation peroxidasa
y la capacidad antioxidante total en plasma, al mismo tiempo que disminuye la
concentracion plasmatica de malondialdehido, lo que se asocia con una mejor

proteccion oxidativa en aves de corral (Ivanov y Bozakova, 2022).

En el estudio para evaluar la actividad del orégano, por Lombrea et al. (2020),
reportaron el efecto contra bacterias, parasitos, hongos y sus potenciales actividades
antiinflamatoria, antioxidante, antitumoral, antihiperglucémica y anti-Alzheimer, y ser
menos tdxico y sin residuos en comparacion con otros productos sintéticos. La
diversidad de sus beneficios se debe a sus compuestos bioactivos (Alagawany et al.,
2018). El carvacrol, timol, B-cariofileno y el p-cimeno son compuestos terpénicos
contenidos en el aceite esencial de orégano (AEO); La quercetina, el O-hexdsido, la
pinocembrina y la galangina son flavonoides que se encuentran en el orégano
(Bautista et al., 2021).
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Al evaluar la actividad antioxidante, antiinflamatoria y antimicrobiana tanto
antibacteriana (S. aureus, E. coli y Lactobacillus fermentum) como anticoccidial
(Eimeria tenella) in vitro de aceites esenciales de orégano, tomillo y la salvia, la
esporulacion fue inhibida por la adicion de aceite esencial de orégano a la
concentracion de 100 pyg/mL en un 83% o0 93% después de 2 o 24 h, respectivamente,

y es mayor en comparacion con la adicién de tomillo y salvia (Sidiropoulou et al., 2022).

La suplementacién combinada de aceites esenciales de orégano y ajo presentd un
potente efecto anticoccidial in vitro y un efecto promotor del crecimiento en pollos de
engorde sin el uso de farmacos anticoccidiales (Sidiropoulou et al., 2020). Ademas, en
un estudio de Gordillo et al.,, (2021), la combinacién de aceite de orégano en
combinacion con citricos no afecto el crecimiento y no produjo lesiones duodenales
especificas de Eimeria spp.; sin embargo, redujo los ooquistes presentes en los
materiales de la cama y alteré los acidos grasos de cadena ramificada en la digesta

cecal.

Rubio et al. (2023), monitorearon el efecto del aceite de L. graveolens por microscopia
electronica de transmisidon y reportaron distintas alteraciones en la ultraestructura
celular, incluyendo la contraccion de la membrana y la redistribucidn del contenido
citoplasmatico. El mecanismo de los aceites esenciales en los esporozoitos podria
estar relacionado con la rapida difusion a través de la membrana del parasito; a esto
le sigue la pérdida de permeabilidad y la fuga de iones, lo que conduce a la muerte
celular (Felici et al., 2021).

A una dosis diaria de 100 mg/kg de aceites esenciales de canela (Cinnamomum spp.)
y clavo (Syzygium aromaticum) administrada por via oral a conejos, se observé una
ligera proteccion contra la coccidiosis hepatica (Sorour et al., 2018). Boyko et al.
(2021), al evaluar el proceso de esporulacion de Eimeria magna, observaron una
mortalidad del 54% de los ooquistes parcialmente esporulados durante Ia
administracién de una emulsion de aceite esencial de S. aromaticum y no registraron

ooquistes esporulados.
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El uso de alternativas naturales como probiéticos y fitoquimicos es la estrategia mas
favorecida para combatir la coccidiosis, sin que el efecto de las resistencias a los

medicamentos amenace la seguridad e inocuidad alimentaria (Madlala et al., 2021).

2.13. Bougainvillea glabra.

Bougainvillea glabra es ampliamente usada en la medicina ancestral para tratar
enfermedades respiratorias como la tos, el asma y la bronquitis, enfermedades
gastrointestinales, asi como por su capacidad bactericida e insecticida. El potencial
antimicrobiano se debe a su contenido fitoquimico de metabolitos secundarios tales

como alcano, fenoles, terpenos y betalainas (Ornelas y Guerrero, 2023).

Se ha utilizado tradicionalmente para el tratamiento de enfermedades como la diarrea,
la hipotension, los trastornos intestinales, el dolor de estdmago, las nauseas, las
enfermedades relacionadas con la inflamacién y en el manejo del dolor (Hammad et
al., 2021).

Numerosas investigaciones fitoquimicas del género Bougainvillea confirman la
presencia de hidrocarburos alifaticos, acidos grasos, alcoholes grasos, compuestos
volatiles, compuestos fendlicos, peltoginoides, flavonoides, fitoesteroles, terpenos,
carbohidratos y betalainas, cuyos principios activos tienen multiples actividades

farmacoldgicas (Abarca y Petricevich, 2018).

En la composicién fitoquimica de B. glabra se incluyen hidrocarburos alifaticos, acidos
grasos, alcoholes grasos, compuestos volatiles, compuestos fendlicos, peltogonios,
flavonoides, fitosteroles, terpenos, carbohidratos y betalainas (Abarca y Petricevich,
2018).

Ravikumar y Pratheep, (2024) identificaron 36 compuestos bioactivos en B. glabra,
buscando posibles propiedades similares a las de los medicamentos. Mencionan que
la N-(1-deoxi-1-fructosil) fenilalanina se acoplé virtualmente con una proteina
bacteriana, la triptéfanil-tRNA sintetasa. También examinaron la afinidad de union y las
interacciones en estos modelos para estimar su potencial antibacteriano. En el estudio

in silico encontraron evidencia solida de actividades antimicrobianas especificas de

20



fitoquimicos. Reportando que la quercetina tuvo una afinidad de unién de -7,83 y fue

crucial para inhibir el proceso de traduccion de la sintesis de proteinas.

Priyanka et al. (2025), reportan contenido de acido galico, acido ferulico, acido
siringico, acido p-hidroxibenzoico, acido protocatecuico, acido sinapico, acido 2-
propenoico, 3-(2-hidroxifenil)-(E), acido cafeico y acido clorogénico en hojas de B.
glabra. Ademas de peltoginoides y flavonoides en flores (rutina, isovitexina, apigenina,
kaempferol, miricetina y quercetina), en tallo corteza (quercitrina), y en hojas (acido
cumarico y acido vainilico), fitosterol, terpenos y carbohidratos (estigmestrol,
escualeno). Ademas, identificaron fenoles, esteroles, carbohidratos, alcaloides,
quininas, taninos, flavonoides, glucdsidos, saponinas y triterpenoides en flores, en

hojas acido coumarico y acido vainilico con extracto acuoso y metandlico.

Bougainvillea glabra contiene una variedad de compuestos, principalmente betalainas
y fenoles, compuestos de importancia para estudiar su potencial como agentes
antimicrobianos y antibiofilm. Actualmente no existen estudios que indiquen los valores
de concentracién minima inhibitoria (CMI), concentracion minima bactericida (CMB), y
concentracion inhibitoria media (IC50), informacion necesaria para validar la actividad
antibacterial con concentraciones adecuadas que garanticen la seguridad de su uso

en el sector salud (Ornelas et al., 2023).

B. glabra se ha utilizado tradicionalmente para el tratamiento de enfermedades como
la diarrea, la hipotension, los trastornos intestinales, el dolor de estomago, las nduseas,
las enfermedades relacionadas con la inflamaciéon y en el manejo del dolor (Hammad
et al., 2021).

Soni et al. (2019), realizaron un estudio con ratas albinas sobre la actividad
antidiarreica y antioxidante del extracto hidroalcohdlico de B. glabra variedad "Snow
White" a dosis de 200 mg kg-1 y 400 mg kg-1, los extractos mostraron actividad
antidiarreica y una reduccion del poder antioxidante (P< 0.05), en comparacién con el
control (3 mg kg-1 de loperamida). Concluyen que el extracto hidroalcohdlico de B.
glabra "Snow White" es capaz de reducir radicales libres y es efectiva en el

desequilibrio intestinal.
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Escobar et al. (2010), evaluaron la actividad antibacteriana y antidiarreica de los
extractos de B. glabra segun sus resultados, el extracto etandlico de las hojas de
buganvilla presentaron actividad antibacteriana y antidiarreica a una concentracion de
0.763 gr/kg peso contra Escherichia coli, mencionan que los compuestos responsables
de la actividad antibacteriana y antidiarreica son principalmente taninos y flavonoides,

presentes en la Bougainvillea.

El potencial antimicrobiano de esta planta no ha sido totalmente estudiado, a pesar de
que investigaciones muestran una alta presencia fitoquimica de metabolitos
secundarios como alcanos, fenoles, terpenos y betalainas (Ornelas et al., 2023). Por
lo tanto, el efecto antihelmintico del extracto etandlico de flores silvestres de
Bougainvillea spectabilis puede deberse a la presencia de flavonoides y fenoles que
contribuyen a dafiar la capa de mucopolisacéaridos, provocando pardlisis y la muerte
del parasito (Yadav et al., 2021).

2.14. Propiedades de los aceites esenciales.

También los aceites esenciales tienen propiedades terapéuticas con aplicaciones en
la medicina, microbiologia, agricultura, ganaderia y en la industria cosmética y
alimentaria. Sus compuestos fitoquimicos contienen ingredientes activos que modulan
eficazmente la respuesta inmunitaria, mejoran la morfologia intestinal y promueven el

crecimiento, incluso en condiciones de estrés e infeccion (Pezantes et al., 2024).

Pérez et al. (2012), reportan actividad contra protozoarios del aceite esencial de 42
especies de plantas, 16 especies corresponden a la familia Lamiaceae, siete a
Verbenaceae, Asteraceae con cuatro, Piperaceae con tres y Annonaceae con dos;
ademas de otras nueve familias con una especie. El timol fue el componente principal
encontrado en ocho especies, seguido por el eugenol y el terpineno-4-ol, que se
encontraron en cuatro especies, ademas del carvacrol y el alcanfor, que se

identificaron en tres y dos especies, respectivamente.

Han et al. (2022), evaluaron el efecto anticoccidial de concentraciones no toxicas de

extractos de Punica granatum L. (0.005 mg/mL), Plantago asiatica L. (0.780 mg/mL),

Bidens pilosa L. (0.390 mg/mL), Acalypha australis L. (0.390 mg/mL), Pteris multifida
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Poir (0.050 mg/mL) y Portulaca oleracea L. sp. Pl. (0.050 mg/mL); asi como los aceites
esenciales de Artemisia argyi Levl. et Vant. (0.010 yL/mL) y Camellia sinensis (L.) O.
Kize (0.050 pL/mL); y su mezcla (0.500 mL/mL) sobre Eimeria tenella utilizando
ensayos de viabilidad celular, citometria de flujo y estudios in vivo, concluyendo que
los ocho extractos de plantas y aceites esenciales, asi como su mezcla, inhibieron a
los esporozoitos de Eimeria tenella evitando invadir células de fibroblastos de embrion

de pollo in vitro.

2.15. Orégano silvestre (Lippia graveolens).

El orégano mexicano (Lippia graveolens) es una fuente importante de compuestos
bioactivos, como los flavonoides. Se han reportado diferentes propiedades
terapéuticas de estos compuestos, por ejemplo, como antioxidantes y
antiinflamatorias. Es importante considerar que su funcionalidad esta relacionada con
la cantidad y el tipo de compuestos, y estas caracteristicas dependen del método de
extraccion utilizado, siendo la maceracién con metanol y la extraccion asistida por
ultrasonidos- disolventes eutécticos profundos las que muestran mejores resultados
(Bernal et al., 2023).

Los aceites esenciales se han utilizado con éxito en el tratamiento de enfermedades
causadas por protozoos (Pérez et al.,, 2012). Calvo et al. (2014), reportan un
rendimiento medio de aceite esencial de L. graveolens de 1%, con una alta
concentracion de carvacrol o timol en 14 poblaciones silvestres de orégano silvestre

analizados.

Los principales compuestos del aceite esencial de L. greveolens son timol y carvacrol,
responsables de la actividad antimicrobiana, con amplia accion contra bacterias Gram
negativas, ademas de su efecto fungistatico (Galvan et al., 2023). Ademas de carvacrol
y timol, Bautista et al., (2021), informan del contenido de B-caryofileno y el p-cimeno
como compuestos terpenos, asi como de flavonoides como el O-hexdsido de
quercetina, la pinocembrina y la galangina. Mencionan que los compuestos bioactivos
aislados podrian ser utiles como aditivos en la industria de alimentos funcionales,

nutracéuticos, cosméticos y farmaceéuticos.
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Por analisis fitoquimicos se identificaron, ademas, triterpenos, saponinas, quinonas y
taninos, por medio de ensayos cromatograficos, se identificaron 62 compuestos,
siendo principalmente: taxifolina, apigenina 7-O-glucosido, floririzina, eriodictiol,
quercetina, naringenina, hispidulina, pinocembrina, galangina y genkwanina (Cortés,
2021).

Segun Salgueiro et al. (2003), el aceite esencial de L. graveolens se caracteriza por su
alto contenido de monoterpenos (87,2%), carvacrol (44,8%), el timol (7,4%) y el p-
cumeno (21,8%). Valdez et al. (2025), reportan que el aceite esencial de L. graveolens
se destaca por su contenido de monoterpenos fendlicos, como el timol y el carvacrol y
su concentracion combinada representa la mayor parte de la composicion quimica.
Segun sus estudios las concentraciones de timol y carvacrol fueron de 70,4 £5,3 % y

6,9 £ 0,5 %, respectivamente.

A su vez, Bautista et al. (2021), mencionan que el carvacrol, timol, B-cariofileno y p-
cimeno son compuestos terpenoides presentes en el aceite esencial de L. graveolens;
mientras que flavonoides como quercetina O-hexdsido, pinocembrina y galangina se
encuentran en los extractos de orégano silvestre. Carvacrol, timol, B-cariofileno y p-
cimeno son compuestos terpenoides presentes en el aceite esencial de orégano
(OEO); flavonoides como quercetina O-hexdsido, pinocembrina y galangina son

flavonoides que se encuentran en los extractos de orégano.

La composicion quimica y la cantidad de metabolitos secundarios del aceite esencial
de L. graveolens dependen de la variabilidad genética entre plantas, época de
cosecha, pH del suelo y clima (humedad, calor, frio) (Pereira et al., 2016). El aceite de
L. graveolens y su componente principal, el carvacrol, son capaces de inhibir diferentes
virus humanos y animales in vitro. Especificamente, los efectos antivirales del aceite
de orégano mexicano sobre ACVR-HHV-1y HRSV vy del carvacrol sobre RV (Pilau et
al., 2011).

Rubio et al. (2021), trabajaron con aceite esencial de L. graveolens y reportan una
accion bactericida contra S. typhimurium en unos minutos. Después del tratamiento,
observaron un poco de material intracelular y fuga de proteinas totales. Este aceite

esencial despolariza la membrana celular, perturba los procesos metabdlicos y cambia
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la estructura de la membrana citoplasmatica. Ademas, aumento de la permeabilidad
de la membrana y despolarizacion de la membrana interna, inhibicion de ATPasa o
perturbacién de la fuerza motriz de protones que finalmente provoca la muerte de las

células.

Segun los estudios realizados por Rubio et al., (2023), las concentraciones minima
inhibitoria y maxima bactericida del aceite esencial de L. graveolens fueron de 0.4 y
0.8 mg/mL, respectivamente. Ademas, el aceite mostro efectos bactericidas notables
en las células tratadas dentro de los 15 minutos sin lisis ni fuga de material celular. La
microscopia electronica de transmisidn mostré alteraciones distintivas en la
ultraestructura celular, incluyendo retracciéon de la membrana y redistribucion del
contenido citoplasmatico. También observaron la alteracion del potencial de membrana

junto con la reduccion de las concentraciones de ATP intracelular y extracelular.

Debido a la resistencia que exhiben los protozoos patégenos frente a los farmacos
antiprotozoarios comerciales, se ha puesto un énfasis creciente en las plantas
utilizadas en la medicina tradicional para descubrir nuevos antiparasitarios. Tal es el
caso de la actividad antiamebiana in vitro de un extracto metandlico de L. graveolens
Kunth (orégano mexicano). Extractos metandlicos obtenidos por aislamiento bioguiado
mediante varias técnicas cromatograficas produjo los flavonoides pinocembrina,
sakuranetin, cirsimaritin y naringenina. La elucidacion estructural de los compuestos
aislados se logréo mediante analisis espectroscopicos/espectrométricos y comparando
datos de la literatura. Estos compuestos revelaron una actividad anti-protozoaria
significativa contra los trofozoitos de E. histolytica mediante ensayos in vitro,
mostrando una concentracion inhibitoria del 50% (IC50) que oscild entre 28 y 154
pg/mL (Quintanilla et al., 2020).

En estudios con células renales bovinas, evaluando la fase inicial de esquizogonia, el
timol y el carvacrol mostraron una leve inhibicion de la replicacion intracelular del
parasito, pero redujeron significativamente el nimero de esquizontes, al interrumpir el
desarrollo intracelular del parasito, lo que implica una posible reduccion de la
patogenicidad (Felici et al., 2024).
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2.16. Clavo de olor (Syzygium aromaticum).

El clavo es un producto rico en compuestos fitoquimicos como: sesquiterpenos,
monoterpenos, hidrocarburos y compuestos fendlicos; se ha utilizado para la
conservacion de alimentos y posee diversas actividades farmacolégicas (El-Saber et
al., 2020). Es una planta aromatica cultivada en paises tropicales y subtropicales, rica
en compuestos volatiles y antioxidantes como eugenol (27.1 %), cariofileno (24.5 %),
oxido de cariofileno (18.3 %), acido 2-propenoico (12.2 %), a-humuleno (10.8 %), y-
cadineno (5.01 %) y oxido de humuleno (4.84 %) (Plata et al., 2018; Haro et al., 2021).
El acetato de eugenilo, el eugenol y el B-cariofileno son los fitoquimicos mas

abundantes en el aceite (El-Saber et al., 2020).

El aceite esencial de clavo tiene una actividad antimicrobiana, antioxidante e
insecticida. El eugenol es el compuesto principal, representando al menos el 50%. El
10-40% restante consiste en acetato de eugenilo, B-cariofileno y a-humuleno. Con
actividad antiinflamatoria, analgésica, anestésica, antinociceptiva y anticancerigena
(Haro et al., 2021).

Farmacologicamente, el aceite esencial de clavo ha sido probado contra una variedad
de parasitos y microorganismos patdégenos, demostrando propiedades
antibacterianas, antifungicas (Lifian et al., 2024) y antiprotozoarias (Mbaveng y Kuete,
2017). En la actualidad su uso ha aumentado para tratar infecciones sin estimular

resistencia o multirresistencia (Maggini et al., 2024).
2.16.1. Actividad antioxidante del aceite esencial de clavo.

Kiki (2023), utilizando cinco concentraciones de 50-800 pg/mL, determino en un
intervalo de 30 a 120 minutos que el aceite de clavo elimina radicales DPPH de manera
eficiente. La concentracion requerida para eliminar el 50% de los radicales libres fue
de 50 pg/mL en los ensayos de eliminacién de radicales libres DPPH, mientras que el

valor de IC50 para el acido ascorbico fue de 10 ug/mL.
2.16.2. Caracterizacion fisicoquimica del aceite esencial de S. aromaticum.

Segun Hicham (2018), reporto que el rendimiento promedio del aceite esencial

extraido de la planta es del 0.8 %, ademas, los principales constituyentes del aceite
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esencial de S. aromaticum fueron eugenol (80.00 %), seguido de acetato de eugenilo
(5.01 %), y B-cariofileno (2.9 %). Hernandez y Mendoza (2023), mencionan que se
pierde el 70 % del peso fresco a seco de los botones florales de clavo por el proceso
de deshidratacion, y que la extraccidn del aceite esencial realizado con un equipo
soxhlet utilizando el solvente hexano, mostro alta efectividad recuperando un promedio

del 13% de aceite esencial.

En otros estudios se ha reportado en el aceite esencial de S. aromaticum la presencia
de eugenol (76.78%), B-cariofileno (21.24%), a-copeno (1.16%), éxido de B-cariofileno
(0.45%) y 0.28% de a-cubebeno (Haro et al., 2021; Kiki, 2023).

Mientras que Selles et al. (2020), identificaron y cuantificaron alrededor de 65
componentes, reportaron que el eugenol fue el compuesto principal del aceite esencial
(78.72%), seguido del B-cariofileno (8.82%) y el acetato de eugenilo (8.74%). Por su
parte Doukkali et al. (2021), reportan un contenido de eugenol (58.64%), B-cariofileno
(32.91%) y humuleno (3.25%).

2.16.3. Eugenol.

El eugenol (EUG) es una molécula natural versatil como monoterpenoide fendlico y se
encuentra con frecuencia en aceites esenciales en una amplia gama de especies de
plantas (Muhammad et al., 2021). Ademas, la suplementacion con eugenol en la dieta
de pollos, mejora significativamente la salud intestinal y el bienestar general (Aljuwayd
et al., 2023).

En estudios realizados con ratones Balb-c machos, El-kady et al. (2019), mencionan
que el tratamiento con eugenol mostrd una reduccioén significativa en la carga total de
Schistosoma mansoni en un 19.2%; sin embargo, el patron de oograma no mostro
diferencias marcadas en comparacién con el del grupo control (praziquantel); sin
embargo, el eugenol redujo significativamente los niveles séricos de enzimas

hepaticas (aspartato aminotransferasa y alanina aminotransferasa).

La actividad mas efectiva se reporta para el carvacrol, la carvona, el isopulegol,
ademas del timol y el eugenol. El tratamiento de los ooquistes de Eimeria con estos
componentes condujo a su lisis de forma dependiente de la dosis y el tiempo (Adnane
etal., 2013).

27



2.16.4. Acetato de eugenilo.

El acetato de eugenilo es un compuesto con propiedades aromatizantes, antioxidantes
y antimicrobianas (Santolin et al., 2021). La mayor actividad antimicrobiana del acetato
de eugenil se observo frente a Acinetobacter sp. (48.66 mm) a una concentracion de
20 uL (Chiaradia et al., 2012).

En estudios con diferentes combinaciones de aceite de eucalipto + apigenina + aceite
esencial de eugenol, para evaluar su efecto contra Eimeria tenella en pollos, Geng et
al., (2024) reportan que con 0.20 g de cada uno de los aceites por kg de alimento, se
logra un mejor efecto anticoccidial que las formulaciones que contenian dos productos

naturales de origen vegetal o uno solo.
2.16.5. pB—Cariofileno.

El B-cariofileno es un sesquiterpeno biciclico ampliamente distribuido en el reino
vegetal, donde aporta un aroma unico a los aceites esenciales y tiene un papel
fundamental en la supervivencia y evolucién de las plantas superiores (Scandiffio et
al., 2020). Se reporta al B-cariofileno como posible responsable de la accién
antiinflamatoria y antioxidante del aceite esencial de clavo (Ames et al., 2018). Es
potencialmente util en infecciones por estreptococos, osteoporosis, esteatohepatitis y
ejerce efectos anticonvulsivos, analgésicos, miorrelajantes, sedantes y antidepresivos

(Francomano et al., 2019).
2.16.6. Toxicidad del aceite esencial de Syzygium aromaticum.

Los compuestos bioactivos suelen ser toxicos en dosis altas. Al evaluar la toxicidad
frente a Artemia salina del aceite esencial de clavo y su derivado acetato de eugenilo
obtenido por esterificacion enzimatica, los resultados demostraron que tanto el aceite
(CLso= 0.5993 pg/mL) como el éster (CLso= 0.1178 pg/mL) presentaron un alto
potencial toxico, siendo el acetato de eugenilo cercano a 5 veces mas téxico que el

aceite esencial de clavo (Cansian et al., 2017).

Los valores de IC50 de estos compuestos oscilan entre 28.86 y 154.26 ug/mL contra
agentes antiamebianos (Quintanilla et al., 2020). De los compuestos terpenoides

téxicos, el eugenol tiene una mayor toxicidad por contacto en S. granarius que el 6xido
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de cariofileno, seguido de a-pineno, a-humuleno y a-felandreno. En insectos se reduce
la frecuencia respiratoria después de estar expuestos a terpenoides de aceites

esenciales (Plata et al., 2018).

Las altas concentraciones de eugenol pueden ser téxicas en humanos, a una dosis de
2.5 mg/kg de peso vivo se considera segura (Ulanowska et al., 2021). Con una dosis

de 0.3 g/mL de acetato de eugenol la mortalidad fue de 100% contra Artemia salina.

El acetato de eugenilo también es tdxico para larvas de insectos que propagan
enfermedades. El potencial larvicida del acetato de eugenilo contra Aedes aegypti se

demostré mediante su valor de CLso de 0.01 mg/ml (Pandey et al., 2024).

El aceite esencial de clavo posee un efecto litico in vitro sobre los ooquistes de Eimeria
(de pollos) en concentraciones muy bajas. La eficacia a bajas concentraciones podria
tener beneficios significativos al usarse en el tratamiento del ganado contra la
coccidiosis, ademas de su buena palatabilidad, bajo costo, menor toxicidad y menos

residuos (Remmal et al., 2011).

Fahmy et al. (2021), probaron el efecto antihelmintico in vitro del aceite de clavo (S.
aromaticum) contra las larvas adultas de Trichinella spiralis. A 50 pyg/mL, observaron
una tasa de mortalidad del 100% en 24 horas. Mientras que a concentraciones de 100
y 500 ug/mL, registraron un efecto letal a las 16 y 8 horas, respectivamente. El aceite
de clavo acabé a todas las larvas a las concentraciones de 100 y 500 yg/mL en 24 y
16 horas de incubacién, respectivamente.

Al evaluar las propiedades antibacterianas de los extractos acuosos y etandlicos de S.
aromaticum contra dos bacterias gram positivas (Staphylococcus aureus vy
Streptococcus spp.) y tres bacterias gram negativas (E. coli, Pseudomonas aeruginosa
y Klebsiella pneumoniae), Rafique et al. (2021), reportaron que el extracto etandlico de
clavo tenia un mayor potencial antimicrobiano, seguido por el extracto acuoso de clavo.
La mayor zona de inhibicién fue producida por el extracto etanélico de clavo (26 + 0.5
mm) contra K. pneumonia, seguido por las zonas de inhibiciébn producidas por el
extracto etandlico de clavo contra MRSA (20 £ 1 mm) a una concentracion de 1.0
pg/mL. El extracto etandlico y acuoso mostraron una concentracion minima inhibitoria

(CMI) de 64-128 ug/mL contra todos los patdégenos.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La produccién de conejos en México es una actividad creciente. Las mayores
entidades productoras son: Puebla, Tlaxcala, Morelos, Ciudad de México, Michoacan,
Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, Jalisco y Estado de México. De acuerdo con datos
del Sistema Producto Cunicola del Estado de México, la entidad es lider a nivel
nacional en la produccion de carne de conejo, al contar con un inventario de 65 mil

vientres y una produccion aproximada de 54 mil 600 toneladas de carne.

La coccidiosis, es una enfermedad parasitaria producida por distintas especies del
género Eimeria, este protozoo se localiza principalmente en el intestino y en el higado
en donde causa dafios con diferente grado de severidad, deterioro en el bienestar y
estado de salud de los animales infectados, lo cual afecta su rendimiento productivo y
puede causar su muerte, sobretodo en conejos recién destetados y en los primeros

dias de engorda.

La coccidiosis causa pérdidas econdomicas importantes debido al retraso de
crecimiento y baja conversién alimenticia, asociados a la mala obsorcion de nutrientes,
generada por los dafios que provoca el parasito a nivel hepatico e intestinal. Los
coccidiostatos y/o coccidicidas se han utilizado para la prevencién, control y
tratamiento de estas infecciones; sin embrago, se ha observado el fenémeno de

resistencia y su acumulacién en la carne, lo cual, afecta su calidad e inocuidad.

Las plantas y sus metabolitos secundarios, con potencial antimicrobiano (antiviral,
antibacteriano, antihelmintico y anti-protozoaria), se ha planteado como una alternativa

prometedora para mejorar el bienestar, salud y la produccién animal.
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4.  JUSTIFICACION

Uno de los retos mas importantes hoy en dia es alimentar a una poblacion creciente,
con productos que cubran sus requerimientos nutricionales, con un menor impacto
negativo en la salud del consumidor. El conejo, por sus caracteristicas productivas y
la composicion nutricional su carne, es una alternativa para satisfacer la demanda de
carne blanca de los consumidores ya que, una coneja puede tener hasta 8 partos al

afo, con camadas de 9 crias promedio.

En México, se puede impulsar la produccion de conejo para reducir problemas de
alimentacion y de ingresos econdmicos, siempre y cuando se consideren las
condiciones ambientales, factores sociales, disponibilidad de inversién y de acceso a
la tecnologia, asi como del objetivo del sistema de produccién, con un esquema de
manejo que favorezca la productividad y reduzca la mortalidad ocasionada

principalmente por microorganismos patégenos, por ejemplo, Eimeria spp.

La coccidiosis es una enfermedad parasitaria, causada por protozoarios del género
Eimeria. Los ooquistes esporulados ingresan al sistema digestivo dafiando la mucosa
intestinal. Se asocian con bacterias y en conjunto, afectan el metabolismo y absorcién
de nutrientes. El dafio se observa principalmente después del destete y en los primeros
dias de engorda, ocasionando grandes pérdidas econémicas a los productores.

El uso de tratamientos con productos de origen quimicos (coccidiostatos y/o
coccidicidas), han dejado de ser una opcion viable, ya que generan resistencia y
afectan la calidad de la carne, por lo que se buscan alternativas naturales para
controlar o disminuir el impacto de Eimeria en las unidades de produccién cunicola

reduciendo los costos de produccion sin afectar la calidad de la carne.

Existen reportes cientificos que describen las propiedades antibacterianas,
antihelminticas, antivirales y antiprotozoo del extracto de Bougainvillea glabra y de los
aceites esenciales de Syzygium aromaticum y Lippia graveolens, los cuales han
presentado actividad inhibiendo la esporulacion o causando lisis de los ooquistes de
Eimeria spp., por lo que podrian ser una alternativa de tratamiento en unidades de

produccion de Oryctolagus cuniculus.
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5. HIPOTESIS

Los productos obtenidos a partir de Bougainvillea glabra, Syzygium aromaticum y
Lippia graveolens presentaran efecto inhibiendo la esporulacion, causando lisis de
ooquistes de Eimeria spp. y reduciendo la cantidad de ooquistes por gramo de heces

en Oryctolagus cuniculus.

32



6. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar la actividad anti-Eimeria de Bougainvillea glabra, Syzygium aromaticum y
Lippia graveolens en Oryctolagus cuniculus, por medio de analisis in vitro e in vivo para
proponerlos como alternativas de tratamiento en unidades de produccion cunicola del

Valle del Mezquital, Hidalgo.

5.2. Objetivos especificos

1. Identificar y cuantificar por métodos tradicionales, especies de Eimeria
presentes en conejos naturalmente infectados, en unidades de produccion
cunicola del Valle del Mezquital.

2. ldentificar molecularmente especies de Eimeria presentes en conejos
naturalmente infectados en unidades de produccién cunicola del Valle del
Mezquital.

3. Evaluar in vitro el efecto anti-Eimeria de Bougainvillea glabra, Syzygium
aromaticum y Lippia graveolens en oquistes de Eimeria obtenidos de
Oryctolagus cuniculus.

4. Evaluar la citotoxicidad de los productos obtenidos a partir de Bougainvillea
glabra, Syzygium aromaticum y Lippia graveolens, con el modelo de Artemia
salina.

5. Evaluar in vivo el efecto anti-Eimeria del producto con mejor actividad en el
ensayo in vitro.

6. Evaluar el comportamiento productivo de los conejos tratados con el mejor

producto del ensayo in vitro
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Localizacion

El proyecto de investigacion se desarroll6 en 4 etapas: En la primera se realiz6 la toma
de muestras para la identificacion morfoldgica y cuantificacion de Eimeria spp. en 10
unidades de produccién cunicola (UPC), de localidades en el Valle del Mezquital. La
region 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).

En la segunda etapa, se identificaron por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)
las especies de Eimeria obtenidas de heces de conejo de 6 UPC en las instalaciones

de la Escuela Superior de Apan, UAEH.

En la tercera etapa se realiz6 el andlisis in vitro de inhibicién de la esporulacién vy lisis
de ooquistes en el Laboratorio de investigacion de bacteriologia del Instituto de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autdbnoma del Estado de Hidalgo, ubicado
en el municipio de Tulancingo, Hidalgo, a 20°03'48.65"" latitud Norte y 98°22°49.01""
longitud Este, a 2160 msnm.

En la cuarta etapa se realiz6 la evaluacion in vivo en el médulo de cunicultura de la
Universidad Politécnica de Francisco | Madero, ubicada a 20°13'26.8"N 99°05'20.4"W.
En esta etapa se evalud el producto que presentd actividad contra Eimeria de las
pruebas in vitro y que ademas no presentaran citotoxicidad en la prueba de hemolisis
indirecta.

7.2 Recoleccion y transporte de muestras.

Las muestras se recolectaron del 3 al 7 de abril de 2023 en 10 unidades de produccion
cunicola de localidades de: Tezontepec de Aldama (20°1126" N, 99°16'27" O, 2006
msnm), Mixquiahuala de Juarez (20°13'49" N, 99°12'50" O, 2002 msnm), Progreso de
Obregon (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), Hidalgo.
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Para la recoleccion de heces, se colocaron mallas de plastico debajo de las jaulas de
conejos en etapa de engorda (5 puntos de muestreo). Para la identificacion y
cuantificacion: se recolectaron 12 h antes de su analisis. Para la evaluacion in vitro
(inhibicion de la esporulacion vy lisis) se colectaron frescas (2 h antes de las pruebas).
Las muestras se transportaron: en bolsas de polietileno a 4°C para su analisis al
laboratorio de bacteriologia del Instituto de Ciencias Agropecuarias (ICAp), de la

Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo.

7.3. Identificacion morfoldgica de especies de Eimeria.

Se realiz6 una identificacion morfologica de las especies de Eimeria presentes en los
conejos de las diez unidades de produccién cunicola, mediante 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 medicion y comparacion morfolégica
(Cordero del Campillo y Rojo, 2000).

7.4. Cuantificacién de ooquistes por gramo de heces (OPG).

Para determinar los OPG las muestras se maceraron y disolvieron (3 g de heces) en
un tubo McMaster (Cyanamid, H-L4100) con solucion salina saturada de NaCl hasta
completar un volumen de 45 mL (dilucidon 1:15), se tamiz6 con malla fina (gasas),
dejando reposar por 4 minutos, se utilizé una pipeta de plastico para extraer la mezcla
(sobrenadante) para el llenado de las dos camaras McMaster, dejando reposar durante
5 min. Luego se procedio al conteo en microscopio a 10x, contando todos los ooquistes
que estaban dentro o sobre las lineas de las rejillas. El nimero de OPG se calcul6 con

la formula;

Ooquistes de la camara 1+0oquistes de la camara 2
2

OPG= * 100
( )
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7.5. Identificacion de especies de Eimeria de conejos con la prueba de Reaccidn

en Cadena de la Polimerasa (PCR) — punto final.

Para la identificaciéon molecular de las 11 especies de Eimeria se utilizo el gen de la
region del espaciador transcribible interno en el ADN ribosomal (ITS-1), de acuerdo
con los iniciadores descritos por Oliveira et al. (2011). Se utilizaron 5 muestras por
UPC con 50 g de heces, se realizé una doble flotacion con solucion salina saturada
(SSS) las cuales fueron precedidas de procesos de filtracion, a partir de los cuales se
obtuvieron 2 mL de una solucién de ooquistes, los cuales fueron lavados con agua
destilada estéril y resuspendidos en 2 mL de solucién salina fisiolégica, conservandose

en refrigeracion (4°C) hasta su uso.
7.5.1. Extraccion de ADN de ooquistes de Eimeria spp.

Se procedio a realizar la extraccién por columnas de ADN a partir de 200 mg de
muestra, utilizando el kit fecal Quick-DNA TM Fecal/Soil Microbe Minipred de Zymo

Research® siguiendo las instrucciones del fabricante.

La concentracion y pureza del ADN fue determinada en un NanoDrop Thermo Fisher
Scientific 1000 (Delaware, USA) midiendo la absorbancia de una A de 260 nm (la
unidad de Azeo corresponde a una concentracion de 50 ug mL -1 de ADN). La pureza
del ADN se midi6 a dos longitudes de ondas: 280 y 230 nm, y se observaron las
relaciones: Azso/ A2s0 Y Az60/ A230, considerando que un ADN es suficientemente puro
para usarlo en los diferentes estudios con una relacion: Azeo/ A2s0 > 1.6 < 2.1 y una

relacion de Azso/ A230 de 1.8 a 2.2.

7.5.2. Optimizacién de las concentraciones de los reactivos para la técnica de

PCR para identificar las especies del género Eimeria.

Se realizo la identificacion molecular de once especies del género Eimeria por PCR,
para lo cual se realizaron reacciones independientes para cada género, como se
observa en el Cuadro 1, es importante resaltar que, debido a la presentacion de la
enfermedad hemorragica viral del conejo, en el estado de Hidalgo, cuatro unidades de
produccion desaparecieron y solo fue posible trabajar con seis unidades de

produccion.
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Cuadro 1. Composicion de la reaccion para PCR para cada una de las especies de

Eimeria.
Especie Elementos de la mezcla (L) Total
Eimeria Agua Green MgCl, dNTPs (Primer) (Primer) Taq ADN

1X lad4 02mM F R ADN <0.5

mM 1uM 1uM 1.25uL  pg/50uL

E. stiedae 9.75 5 4 1 1 1 0.25 3 25
E. intestinalis 11.25 5 25 1 1 1 0.25 3 25
E. flavescens 11.25 5 25 1 1 1 0.25 3 25
E. coecicola 9.75 5 4 1 1 1 0.25 3 25
E. exigua 11.25 5 25 1 1 1 0.25 3 25
E. irresidua 11.25 5 25 1 1 1 0.25 3 25
E. magna 11.25 5 2.5 1 1 1 0.25 3 25
E. media 11.25 5 2.5 1 1 1 0.25 3 25
E. perforans 11.25 5 25 1 1 1 0.25 3 25
E. piriformis 10.75 5 3 1 1 1 0.25 3 25
E. vejdovskyi  12.75 5 15 0.5 1 1 0.25 3 25

Una vez realizadas las reacciones anteriormente descritas, se procedi6 con realizacion
de la PCR de punto final, en condiciones especificas para cada uno de los diez géneros

de Eimeria, como se observa en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Condiciones de amplificacion de especies de Eimeria en PCR-punto final.

Especie de Temperatura MgCl, uL Ciclos Tamafio del

Eimeria °C amplicon pb
E. coecicola 50 4 35 256
E. exigua 55 2.5 35 280
E. flavescens 58 2.5 35 199
E. intestinalis 56 2.5 35 241
E. irresidua 52 2.5 35 226
E. magna 56 2.5 35 218
E, media 56 2.5 35 152
E. perforans 58 2.5 35 157
E. piriformis 57 3 35 289
E. stiedae 52 4 35 217
E. vejdovsKkyi 51 2 35 166

pb = pares de base
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Los productos obtenidos de la amplificacion se visualizaron en geles de agarosa del
1.5 al 3%, a 90V, 250 mA y fueron tefiidos con bromuro de etidio (10 mg/mL) y se
corrieron a 100 volts en una camara de electroforesis Wide Mini-Sub-Cell GT (Bio-
Rad®) durante 50 minutos (Sambrook, Fritsch y Maniatis, 1989). Posteriormente se
observaron en un transiluminador Ultravioleta UVP y se tomaron las fotografias con

una camara Canon power shot de 5 pixeles.

7.6. Material vegetal Bougainvillea glabra.

Las bracteas de la planta color morado se recolectaron en el municipio de Francisco |
Madero perteneciente al estado de Hidalgo, México. Se localiza geograficamente entre
las coordenadas 20° 15' 20" latitud norte y 99° 00" 10" longitud oeste. La colecta se
realiz6 del 1 al 4 de agosto de 2023, seleccionando bracteas sin alteraciones o cuerpos

extrafios (Figura 1y 2.).

El secado del material vegetal se realiz6 en sombra a temperatura ambiente por 72
horas. Posteriormente, se triturd, pesando 250 g y macerando a temperatura ambiente
por 24 h en 1.5 L de solucién hidroalcohdlica de etanol/agua (30:70 v/v). La muestra
macerada se filtré6 con papel Whatman® 42. El solvente fue eliminado utilizando un
Rotavapor® R-215, Buchi. El extracto hidroalcohdlico solido fue almacenado a 4°C

hasta su uso, siguiendo la metodologia descrita por Rivero et al. (2019).

Figura 1. Planta de Bougainvillea glabra Figura 2. Secado de las bracteas de

variedad morada Bougainvillea glabra
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7.7. Extraccion de aceite esencial de Lippia graveolens.

Las hojas de Lippia graveolens se recolectaron en la localidad de Orizabita, municipio
de Alfajayucan, Hidalgo, en el mes de agosto de 2023. El lugar se localiza
geograficamente entre los paralelos 20° 18’ y 20° 31’ de latitud Norte y los meridianos
99° 17’ y 99° 33’ de longitud Oeste, a una altitud de 1 700 a 2 900 msnm.

El material vegetal fue secado por 96 h a temperatura ambiente y en sombra
inmediatamente después de la colecta. Para la extraccion del aceite esencial se utilizé
el método de arrastre de vapor, se colocaron 250 g, se afiadieron 2.5 L de agua y se
generd calor para mantener vapor presurizado en un alambique (2 h). Los aceites
esenciales se evaporaron y se pasaron por el tubo de condensacion. El liquido
condensado, que contenia el aceite esencial), se recuperé en un recipiente por

separado (Figura 3).

Figura 3. Obtencién de aceite esencial de Lippia graveolens por arrastre de vapor.

7.8. Extraccién de aceite esencial de Syzygium aromaticum.

Los botones florales de S. aromaticum se adquirieron de manera comercial en el
municipio de Tulancingo, Hidalgo. Se colocaron 250 g de material vegetal en el
alambique. Posteriormente se afiadieron 2.5 L de agua. Se genero calor para mantener
vapor presurizado en el alambique (2 h). Los aceites esenciales se evaporaron y se
pasaron por el tubo de condensacion. El liquido condensado, que contenia el aceite
esencial, se separd con un embudo decantador, recuperando el aceite en un recipiente

por separado.

7.9. Prueba de inhibicion de la esporulacion de ooquistes de Eimeria spp., in

vitro.
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7.9.1. Obtencion y concentracidén de ooquistes no esporulados.

La obtencion de ooquistes no esporulados se realizé6 mediante flotacién con Solucion
Salina Saturada siguiendo la metodologia de Murshed et al. (2022). Las muestras se
centrifugaron a 5000 rpm, a 10°C por 5 min. Se recolectaron 2 mL de sobrenadante de
cada uno de los tubos y se pasaron a tubos conicos Falcon™ de 15 mL aforando a 12
mL con agua destilada y centrifugando a 5000 rpm, a 10°C por 5 min. Se desecharon
los primeros 13 mL dejando los ultimos 2 mL al fondo del tubo para volver a centrifugar
con agua destilada. Este paso se repitid 2 veces. Las muestras fueron resuspendidas
con Solucién Salina Fisiologica. El pellet de todos los tubos se concentré en uno solo
y se realizdé un conteo con 10 gotas de 10 uL ajustando a 200 ooquistes en 100 pL.
Observando al microscopio para determinar que los ooquistes de las muestras no
habian esporulado.

7.9.2. Pruebas de inhibicién de la esporulacion de ooquistes de Eimeria in vitro.

Se agregaron en una la placa de 96 pozos 200 ooquistes promedio en 100 pl mas 100
ul de cada tratamiento, siguiendo la metodologia de Murshed et al. (2022). La
descripcion de los tratamientos se muestra en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Concentraciones y porcentajes de uso de los tres tratamientos utilizados

para la prueba de inhibicién de la esporulacion.

Bougainvillea glabra Syzygium aromaticum Lippia graveolens (%
(mg/mL) (% viv) vIv)
200 50 50
100 25 25
50 12.5 12.5
25 6.25 6.25
12.5 3.12 3.12
6.25 1.56 1.56
3.12 0.78 0.78
1.56 0.39 0.39
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Adicionalmente a los tratamientos evaluados también se incluyeron formol al 10% y
sulfas 32 mg/mL como controles positivos y SSF (0.9%) como control negativo. La
placa se incubd a 29 °C y 72 rpm durante 96 h. Se evaluaron 3 repeticiones por cada
uno de los tratamientos contando 10 gotas de 10 pL a las 72 y 10 gotas a las 96 h.

Se realizé el conteo de ooquistes esporulados y ooquistes no esporulados en cada

pozo. El porcentaje de inhibicion se obtuvo con la férmula siguiente:

numero de ooquistes no esporulados
% IEO = - - * 100
ooquistes esporulados + ooquistes no esporulados

7.9.3. Ensayo de lisis de ooquistes de Eimeria con aceite de esencial de

Syzygium aromaticum y Lippia graveolens in vitro.

Para evaluar la lisis de ooquistes en el ensayo in vitro, se agregaron en una la placa
de 96 pozos 200 ooquistes (promedio) en 100 uL méas 100 pL de cada tratamiento
siguiendo la metodologia de Murshed et al. (2022). La descripcion de los tratamientos

se muestra en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Porcentajes de aceite esencial de Syzygium aromaticum y Lippia

graveolens evaluados sobre la lisis de ooquistes de Eimeria spp., in vitro.

Syzygium Lippia
aromaticum  graveolens
(% viv) (% v/iv)
AESa 50 AELg 50
AESa 25 AELg 25

AESa 12.5 AELg 12.5
AESa 6.25 AELgQ 6.25
AESa 3.12 AELg 3.12
AESa 1.56 AELg 1.56
AESa 0.78 AELg 0.78
AESa 0.39 AELg 0.39
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Como control positivo se utilizé formol al 10% y sulfas 32 mg/mL, y como control
negativo SSF (0.9%). La placa se incub6 a 29 °C y 70 rpm durante 96 h. Se evaluaron
3 repeticiones por cada uno de los tratamientos contando 5 gotas de 10 L a las 24,
48, 72 y 96 h. El porcentaje de lisis de ooquistes de Eimeria spp., se calculd
considerando la media del control positivo con relacion a los ooquistes contabilizados

por tratamiento.

% de lisi OPG control positivo — OPG tratamiento 100
_ £
o de lisis OPG control positivo

7.10. Prueba citotoxicidad indirecta de los productos obtenidos a partir de

Bougainvillea glabra, Syzygium aromaticum y Lippia graveolens.

La actividad hemolitica indirecta del extracto hidroalcohdlico de B. glabra y los aceites
esenciales de S. aromaticum y L. graveolens se evaludé en agar sangre, para lo cual
se recolecté sangre de cordero en tubos Vacutainer® EDTA, 3 mL, con la cual se
prepar6 agar sangre, sobre el cual ser realizaron 4 pocillos (6 mm de diametro) para

agregar 5L de cada tratamiento (Cuadro 5).

Cuadro 5. Concentracion y porcentaje de Bougainvillea glabra, Syzygium aromaticum

y Lippia graveolens utilizados para la prueba de citotoxicidad indirecta.

Bougainvillea Syzygium Lippia
glabra aromaticum graveolens
(mg/mL) (% viv) (% viv)
25 100 100
12.5 50 50
6.25 25 25
3.12 12.5 12.5
1.56 6.25 6.25
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7.11. Prueba de citotoxicidad con el modelo de Artemia salina del aceite esencial

de Syzygium aromaticum y Lippia graveolens.
7.11.1. Eclosién de Artemia salina.

Para la realizacion de la prueba se pes6 0.1 g de quistes de Artemia salina procediendo
a su eclosién en 200 mL de solucion salina (35 g de cloruro de sodio/L de agua
destilada) a 25 °C por 24.

7.11.2. Prueba de citotoxicidad con Artemia salina.

En una placa de 96 pozos se procedio a diluir de manera seriada los porcentajes 0.15,
0.075, 0.037, 0.018, 0.009, 0.0046, 0.0023 y 0.0011 en 100 pL. Posteriormente se
adicionaron 100 pL de solucion salina con 10 a 15 nauplios de A. salina, en un volumen
final de 200 pL y evaluando cada concentracion por triplicado, de acuerdo con la
metodologia de Solis et al. (1992), y Rivero-Perez et al. (2019).

Para esta prueba se utilizé6 como control positivo Tween®80 (SIGMA P1754) 40 g/L de
agua y como control negativo solucion salina (35 g/L). Una vez preparada la placa, se
procedio a incubar a 25 °C durante 24 h, posteriormente, se realizé el conteo de los
nauplios muertos y vivos determinando la mortalidad (en %) segun la formula

propuesta por Sulit et al. (2020).

% de mortalidad = (numero de nauplios muertos/numero inicial de nauplios) * 100

7.12. Evaluacion in vivo del aceite esencial de Syzygium aromaticum sobre

eliminacién de ooquistes por gramo de heces y parametros productivos.
7.12.1. Animales.

Se utilizaron 60 conejos (NZB x CAL) de 30 dias de edad, con un peso promedio por
animal de 676 g = 36 los cuales se asignaron al azar a cinco tratamientos (n=12). Los
animales se alojaron en jaulas metéalicas de 80 x 50 x 40 cm con un bebedero
automatico tipo chupon y comedero metélico de dos bocas. El manejo se realizd
conforme a la NOM-062-Z00-1999.
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La proporciéon de aceite se muestra en el Cuadro 5, se administraron dosis alta
(6.25%), media (3.12%) y baja (1.56%) de aceite sencial de clavo en agua purificada

y se suministraron 80 mL de la mezcla por animal.
7.12.2. Grupos experimentales.

Los conejos se asignaron aleatoriamente a cinco tratamientos con tres niveles de
aceite de clavo: bajo (1.56 %), medio (3.12%), alto (6.25 %), como control positivo se
utilizaron sulfas (100 mg/kg de PV) y como control negativo agua potable. La mezcla
de aceite y agua se administr6 directamente en la cavidad oral de cada conejo (80 mL)

utilizando jeringas graduadas y puntas de plastico.
7.12.3. Cuantificacion de ooquistes por gramo de heces (OPG).

Los OPG se cuantificaron segun técnica de McMaster con cuatro repeticiones por

tratamiento. Los dias evaluados fueron 0, 7, 14 y 28.
7.12.4. Alimentacién de los conejos.

A los conejos se les proporcioné agua fresca diariamente y alimento comercial en pellet

(Tepexpan) ad libitum cada tercer dia a las 4:00 p.m.
7.12.5. Variables evaluadas durante el experimento in vivo.
7.12.5.1. Consumo de alimento.
El consumo se estimo con la siguiente formula:
Consumo de alimento = Alimento ofrecido — Alimento rechazado
7.12.5.2. Ganancia diaria de peso por jaula (GDPJ).
La ganancia diaria de peso por jaula (GDPJ) se midié en g/dia/jaula.
Se estimé con la formula: GDPJ = (PVFJ-PVIJ) /48
Donde:
PVFJ = Peso vivo final por jaula
PVIJ = Peso vivo inicial por jaula
48 = Dias de engorda
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7.12.5.3. Conversion alimenticia.

Se obtuvo al dividir el total de kg de alimento consumidos, entre el total de kg ganados.
7.12.5.4. Consumo de agua.

Se midié por nueve dias utilizando una probeta graduada:

Consumo de agua = Agua ofrecida - Agua rechazada

7.13. Andlisis de datos.

Para el analisis estadistico de los OPG los datos de se normalizaron mediante Vx+0.5
y las medias ajustadas fueron analizadas con el programa Statistical Software
Minitab® (2021), mediante un andlisis de medias (P < 0.05).

Los datos de inhibicion de la esporulacion, porcentaje de lisis y citotoxicidad en la
prueba in vitro, se analizaron con un ANOVA, la diferencia en los tratamientos y el
tiempo se evaluaron mediante la prueba de Tukey con un nivel de significancia de
P<0.05 en el software SAS 9.3 (2002).

Para el analisis de OPG en el estudio in vivo, los datos se analizaron con un ANOVA

con pruebas de comparacién de medias de Tukey.

Las variables consumo total de alimento, GDPJ, CA y consumo de agua se analizaron
con un ANOVA en aquellas variables en donde se detectaron direncias estadisticas

significativas se realiz6 una comparacion de medias por Tukey (a=0.05).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Identificacion de especies de Eimeria por granja de conejos en el Valle del
Mezquital, Hidalgo.

8.1.1. Identificacion morfoldgica.

La tecnica de flotacion permitio identificar 10 especies del género Eimeria (Figura 4)
en las diez unidades de produccién cunicula, muestreadas, La especie mas comun fue
E. stiedae principal agente causal de la coccidiosis hepatica, se identific6 en 8 UPC
desde el 19% hasta el 100% con relacion al total de ooqusites, tal como se observa en
el Cuadro 6. También se identificaron especies que causan coccidiosis intestinal,
siendo la E. irresidua la mas frecuente identificAandose en 5 UPC con un minimo de 17
y un maximo de 63.6 %, seguido de E. exigua, al encontrarse en 4 UPC entre el 23.5
y 100%, se identificaron E. intestinalis y E. flavescens en dos y una UPC, con un 26 y
9%, respectivamente. Ademas, se identificaron en 3 UPC E. media (47.6, 39y 14.7%),
E. coecicola (19.7, 29y 14.7%), en 2 UPC E. magna (24 y 11.7%) y E. perforans (18 y
4.5%), E. piriformis (9%) Unicamente se identifico en 1 UPC.

Figura 4. Ooquistes de las diez especies de Eimeria identificados en conejos domésticos en 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, I) E. coecicola, J) y E. exigua. Fuente: Noguez
et al. (2025).
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Cuadro 6. Porcentaje de especies del género Eimeria en Unidades de Produccion Cunicula (UPC) del Valle del

Mezquital, Hidalgo.

Especies del género Eimeria

UPC stiedae flavescens Intestinalis magna media irresidua piriformis perforans coecicola exigua
1 234 9.3 47.6 19.7

2 19 28 24 29

3 63.6 36.4
4 44 39 17

5 45 28 9 18

6 100
7 48 24 28

8 100

9 30.9 11.7 14.7 4.5 14.7 23.5
10 36 31 33

Fuente: Noguez-Estrada et al., (2025).
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En el presente estudio, se identificaron infecciones mixtas con mas de una especie de
Eimeria, resultados que coinciden con estudios realizados por El-Shahawy et al.
(2012), quienes mencionan que la variabilidad puede deberse al origen y manejo de
los alimentos contaminandose con varias especies de pardsitos. Asi también, la
especie hepatica E. stiedae, fue la mas prevalente con resultados similares a los
reportados por Okumu et al., (2014), quienes reportan a esta especie como la mas
comun, mencionan que se requieren acciones urgentes para reducir las infecciones
con el fin de evitar mayores pérdidas. De las 13 especies de coccidias que afectan a
los conejos, Eimeria stiedae es el principal agente causal de la coccidiosis hepatica en

el conejo (Pérez y Betancourt, 2011).

De acuerdo con Katsui et al. (2022), entre las 11 especies de Eimeria en conejos,
algunas son conocidas por ser patdgenas y causar enteritis, E. stiedae induce lesiones
hepaticas severas que resultan en una mortalidad elevada. Ademas, en los resultados
del estudio se identificaron E. intestinalis y E. flavescens en 2 y una UPC, con una tasa
de infeccion de 26 y 9%, respectivamente. La identificacion de estas especies es muy
importante ya que producen la coccidiosis intestinal més severa (He et al., 2023).

En estudios realizados por Basiaga et al. (2020), al determinar el nivel de infeccion,
asi como la identificacibn de especies de Eimeria en conejos, reportan que los
ooquistes de Eimeria spp. estuvieron presentes en todas las muestras recolectadas
(prevalencia = 100%), identificando de cuatro a nueve especies de coccidios en cada
granja, siendo E. media la especie mas comun, seguida de E. intestinalis y E.
flavescens. He et al. (2023), mencionan que E. intestinalis es la especie mas patégena
de coccidiosis del conejo, causando pérdida de peso, diarrea e incluso la muerte. En
México, segun Guevara et al. (2019), la prevalencia anual de la especie mas patégena
en granjas del Estado de México; E. intestinalis, fue del 11.3%, resultado que se

encuentra por debajo del reportado en el presente estudio (24-28%).
8.1.2. Identificacion por PCR.

Los resultados de la identificacion por PCR se muestran en el cuadro 7, en las seis
UPC se identifico la presencia de Eimeria spp., confirmando su presencia en las

granjas del Valle del Mezquital, Hidalgo. Se confirmé molecularmente la presencia de

48



ocho especies de Eimeria en donde, la E. stiedae fue la mas comun al identificarse en
16 muestras, la E. vejdovskyi y E. magna amplificaron en 7, mientras que E. irresidua
y E. flavences se observaron en 4 muestras cada una, E. media fue identificada en 3,
y la E. exigua solo se amplifico en 1 muestra de la UPC 7. No se determin0 la presencia

de E. coecicola, E. intestinalis y la E. perforans en las UPC muestreadas.

Los resultados de este estudio confirman que el gen del ITS-1 es un marcador
molecular Gtil para identificar especies del parasito Eimeria en conejos domeésticos del
Valle del Mezquital y coincide con lo que reporta Jitea et al. (2025). Sin embargo, no
siempre es posible que las muestras amplifiquen para todas las especies presentes
probablemente debido a la cantidad de ooquistes por gramo de heces predominante y
por la cantidad de ADN que se puede extraer y purificar de cada muestra de heces del
conejo y por las secuencias de iniciadores usados para amplificar a las especies de
Eimeria (Jitea et al., 2025).
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Cuadro 7. Identificacion molecular de especies del género Eimeria en UPC del Valle del Mezquital, Hidalgo.

uUpPC Eimeria

spp vejdovskyi coecicola exigua flavences intestinalis irresidua magnha media perforans piriformis stiedae

3 4 2 0 0 0 0 3 4 3 0 0 1

4 2 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 2

5 4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 3 2

6 5 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3

7 5 1 0 1 3 0 0 3 0 0 0 3

10 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5
Total 25/30 7/30 0 1/30 3/30 0 4/30 7/30 3/30 0 3/30 16/30
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En este contexto en el trabajo de Katsui et al. (2022), utilizaron el analisis por PCR-
punto final con los iniciadores para amplificar el gen del ITS 1 y no lograron identificar
ninguna especie de Eimeria en las muestras de heces y de higado de los conejos.
Pero cuando, se utilizaron los iniciadores del gen 18S ARN y la secuenciacion, lograron
detectar los ooquistes de Eimeria spp. en 13 de las 20 muestras fecales, y confirmaron
identificar genéticamente cinco especies: E. perforans, E. flavescens, E. exigua, E.

magna y E. vejdovskyi.

Por lo anterior, es necesario implementar otras técnicas de biologia molecular; disefiar
iniciadores mas especificos (Heping et al., 2016), y realizar algunas modificaciones en
la reaccion de PCR- punto final como, optimizar la temperatura de alineacion; la
concentracion de MgClz y optimizar el nimero de ciclos del termociclador (AboulLaila
et al., 2020). Con la finalidad de identificar por PCR- punto final la totalidad de las
especies de Eimeria presentes en las muestra de heces de conejos de las UPC del
Valle del Mezquital. Los resultados obtenidos en el presente trabajo pueden tener
importantes implicaciones para el manejo de las UPC ya que segun Jitea et al. (2025),
es vital identificar las especies de Eimeria para entender la epidemiologia,
patogenicidad y resistencia a los tratamientos contra la coccidiosis en conejos

naturalmente infectados.

8.2. Recuento de ooquistes por gramo de heces de conejo en las UPC del Valle

del Mezquital.

En las 10 UPC evaluadas se contabilizaron ooquistes de Eimeria spp., con diferencias
estadisticas significativas (P < 0.05) en la cantidad de OPG entre UPC (Figura 5),
siendo las UPC 9 (241450 * 33555) y 8 (56817 + 3907) las que presentaron una
cantidad superior a la media central (limite superior), mientras que cargas inferiores
(limite inferior) se encontraron en la UPC 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). Unicamente la UPC 10 presenté una cantidad de
OPG que se encontr6 dentro de los limites de decision.
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Figura 5. OPG de Eimeria spp. en 10 UPC ubicadas en el Valle del Mezquital, Hidalgo.

Fuente: Noguez et al. (2025).

La variabilidad de los datos de OPG reportadas en este estudio se puede deber a las
condiciones de manejo y tipo de UPC. Segun Exequiel et al. (2021), los conejos son
portadores asintomaticos de ooquistes de Eimeria spp. y pueden excretarlos en
cualguier momento durante el ciclo biolégico y reproductivo. En estudios realizados
por Owusu et al. (2024), los conejos alojados en grupos de 10 o mas por jaula tenian
2.02 veces mas riesgo de infeccidén por Eimeria spp., mientras que Exequiel et al.
(2021), al realizar estudios con conejas gestantes reportan OPG desde 40 a 13820;
los recuentos mas altos se observaron en la segunda mitad de la lactancia, las
hembras tienen siete veces mas riesgo de excretar ooquistes en las heces. Ademas,
los conejos excretaron ooquistes durante todo el periodo de engorde; sin embargo,

durante las semanas 3 a 7 la excrecion fue mayor.

Las caracteristicas de las UPC pueden influir para que la cantidad de ooquistes por
gramo de heces sea mayor, ya que, Balicka et al. (2020), evidencian un mayor nimero

de OPG de Eimeria spp. en granjas pequefias en comparacion a granjas comerciales
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de conejos, a pesar del uso regular de coccidiostatos. Esto puede depender de la
resistencia desarrollada por los coccidios a estos productos y a las condiciones de

manejo e higiene.

8.3. Prueba de inhibicion de la esporulacion de ooquistes de Eimeria spp.

Al realizar la prueba de inhibicion de la esporulacion se observo que el aceite esencial
de Syzygium aromaticum, presentd los mejores resultados, con porcentajes de
inhibicion de 100% en los porcentajes 50 a 12.5% a las 72 horas, mismo efecto que se
observo a las 96 horas con el 50 y 25% del mismo aceite, mostrando mejores efectos

que (P<0.0001) con los controles positivos sulfas (82%) y formol (89.5%).

En estudios similares, Abbas et al. (2015), realizaron bioensayos utilizando un extracto
metandlico de Saccharum officinarum en la inhibicion de la esporulacién de ooquistes
de E. tenella, en el ensayo, se expusieron ooquistes no esporulados a seis
concentraciones en solucién de dimetil sulféxido 10% (w / v; 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 y
0,31%), a las 48 h confirmaron que la inhibicion de la esporulacion fue de manera
dependiente de la dosis. El extracto de S. officinarum en dosis mas alta también dafd

la morfologia normal y la forma de ooquistes de las especies de Eimeria.

Castro et al. (2023), evaluaron la actividad anticoccidial in vitro de microencapsulados
de aceites esenciales de Lepechinia heteromorpha y Salvia sagittata utilizando
oocistos esporulados no atenuados de Eimeria spp de pollos de engorde con
diferentes concentraciones de microencapsulados (2,5; 5; 10; 20; 30 y 50 mg/mL),
usando como control negativo dicromato de potasio al 2,5% y como control positivo
formaldehido al 4%. De acuerdo con los resultados, la mayor destruccion de oocistos
esporulados fue con el aceite esencial de Salvia sagittata a una concentracién de 50

mg/mL a las 48 h de incubacién, alcanzando 83.5% de destruccion de oocistos.
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Cuadro 8. Porcentaje de inhibicion de la esporulacién de ooquistes de Eimeria spp.

con Bougainvillea glabra, Lippia graveolens y Syzygium aromaticum.

Tratamiento mg/mL 72 hrs 96 hrs

SSF 0.9% (-) 9.521 + 0.281 8.47+0.56"
Formol 10% (+) 89.62+0.32 °**' 89.5+0.82 b™®
Sulfa 32 mg/mL (+) 82.57+0.51 " 82.87 + 0.659
EHBg 200 97.27+059 % 93.37+0.54%
EHBg 100 94,5+ 0.49™ 93.4 + 0.29 ™
EHBg 50 93.97 + 1.53 92.4 + 0.30 ™
EHBg 25 93.22 + 2.59 93.1+1.62%
EHBg 12.5 93.02 + 0.61 91.7 + 0.59 ™
EHBg 6.25 88.40 + 0.64 91.2 +0.19 8™
EHBg 3.12 87.72 + 0.07 ° 89.5 + 0.40 ™
EHBg 1.56 85.9 + 0.46 *' 85.9+1.01 "
AELg 50 98.12 + 0.19% 97.2+0.21%®
AELg 25 91.87+ 0.15bcde 80.5 + 0.24¢'
AELg 12.5 85.5 + .39 75.3 + 0.54
AELg 6.25 85.92 + 0.35% 73.32 + 0.29'
AELg 3.12 78.27 + 0.029 74.07 + 0.27"
AELg 1.56 70.62 + 0.36" 72.82 + 0.25'
AELg 0.78 64 + 0.26" 72.37 + 0.36'
AELg 0.39 61.37 + 0.21! 60.17 + 0.319
AESa 50 100 2 100 2

AESa 25 100 @ 100 @

AESa 12.5 100 @ 96.3+0.10 @
AESa 6.25 95.05 + 0.58 @ 95.3 + abe
AESa 3.12 95.05+ 0.34 abc 95.6 + abe
AESa 1.56 95.00 0.50 abc 91.15 + abed
AESa 0.78 85.82+ 0.43 df 90.02+ bed
AESa 0.39 86.47+ 0.26 % 86.92+ cde
Valor de P <.0001 <.0001

cV 2.39 1.98

R2 0.99 0.99

SSF = Solucion salina fisiologica, EHBg = Extracto hidroalcoholico de Bougainvillea glabra, AELg =
Aceite esencial de Lippia graveolens, AESa = Aceite esencial de Syzygium aromaticum. & b ¢ Diferentes
literales dentro de la columna indican diferencias estaditicas significativas entre tratamiento.
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Felici et al. (2023), evaluaron el efecto de los aceites esenciales y compuestos
bioactivos de tomillo (Thymus vulgaris), orégano (Origanum vulgare) y ajo (Allium
sativum), comparando su efectividad con dos farmacos anticoccidiales comerciales.
Reportan que el timol y el carvacrol exhibieron una leve inhibiciéon de la replicacion
intracelular del parasito, pero redujeron significativamente el numero de esquizontes,
lo que implica una posible reduccion en la patogenicidad al interrumpir el desarrollo
intracelular de los parasitos, dichos autores mencionan que los aceites esenciales de
orégano y ajo previenen la formacién de esquizontes. El aceite de ajo es rico en
especies de azufre que pueden oxidar tioles en residuos de proteinas, o que conduce
a la pérdida de funcion en particular a concentraciones de 100 ppm, similar a los

controles.

Sidiropoulou et al. (2022) al trabajar in vitro, con aceite esencial de orégano a 100
Mg/mL indican que se inhibié la esporulacion de E. tenella en un 83% y 93% después
de 2y 24 h. Boyko et al. (2021), investigaron el efecto in vitro de los aceites esenciales
de 14 especies de plantas incluido S. aromaticum; mencionan que al usar aceite
esencial de S. aromaticum, observaron una mortalidad del 54% de ooquistes de E.

magna y no registraron ooquistes esporulados después de 72 h.

8.4. Lisis de ooquistes de Eimeria spp. con aceite esencial de Syzygium

aromaticum y Lippia graveolens.

De acuerdo con los resultados (Cuadro 9), ambos aceites provocaron lisis de ooquistes
de Eimeria spp. de manera dependiente de la dosis, siendo mayor con el AESa
(P<0.0001) desde 0.39 hasta el 50%, desde las 24 h, con la concentracion mas alta
del AESa (50%), se observé mayor lisis de los ooquistes de Eimeria spp. (90.09 £ 5.77)
en comparacion con L. graveolens (73.87 + 9.2) y sulfas (20.68 + 15.42) a la misma
hora y concentracion. Cabe resaltar que aun con la concentracién mas baja del AESa
(0.39 %) a las 96 h, la lisis de ooquistes fue mayor (72.07 £ 13.36) que el tratamiento
con sulfas (57.66 + 9.29). El AESa al 50% desde las 24 h, caus? lisis (90.09 + 5.77%)
de ooquistes de Eimeria spp., con diferencias significativas (P = 0.004) desde las 72 h
(93.69 + 4.23), alcanzando el 96.4 + 5.39 a las 96 h.
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Cuadro 9. Porcentaje de lisis de ooquistes de Eimeria spp.
tratamientos, en cuatro tiempos.

con los diferentes

Tratamiento

% lisis de Eimeria spp.

(% VIv) 24 h 48 h 72h 96 h

SSF 0.9% 8.29+9.15™" 15.59+15.17"  10.99+12.74" 8.74+9.9"
Formol 10%  11.8 13.68" 13.20£15.30°  8.15+10.56" 7.6£12.23"
Sulfas 32 o . -~ "
mg/mL 20.68+15.42 38.29+11.04 54.95+10.54 57.6629.29
AESa 50 90.0945.77°° 90.0918.72""  93.69+4.23"° 96.4+5.39"
AESa 25 87.8426.09™" 89.19+5.60™"  91.44%7.75" 91.89+5.50™™"
AESa 12.5 79.28+15.22°°  82.88+6.47°°  88.7447.08"" 89.6445.29"
AESa 6.25 75.68£10.98°°  90.90¢5.06"°  90.09+8.72%" 89.6416.04°""
AESa 3.12 58.1+14.69°  58.11:7.74°°"  86.940:9™" 87.3926.79"
AESa 1.56 58.11+8.58™" 70.88+12.72°°°  74.976.51°" 87.2648.03"
AESa 0.78 54.05+7.68°% 65.32¢12.83""  70.278.32°"° 81.539.46"°"
AESa 0.39 54.5+9.46°" 63.96+11.32°"  71.62+7.88"" 72.07+13.36""
AELg 50 73.8749.2" 82.43:8.51°"  88.29+5.92™" 88.7416.45""
AELg 25 65.3248.41%° 75.68+9.74°"  77.489.01°" 77.93£9.46™°"
AELg 12.5 47.75+12.94%°  50.01+7.99%"  63.06£12.37°" 65.77+12.61°"
AELg 6.25 43.69+32" 46.85+17.51"  49.08+8.51™™ 57.70+9.88"
AELg 3.12 15.14+20.05" 32.84+15.97""  36.49+16.91" 35.9A+12.05%*
AELg 1.56 8.69+9.5"" 18.24+16.66""°  20.93+10.68"° 29.55+22.24°™
AELg 0.78 7.2748.64™ 19.56£16.24"  20.93+12.90" 23.66+£13.97"™
AELg 0.39 7.2747.57" 13.65+17.08"*®  20.01+15.77" 19.56+13.61™

Concentracion

Tiempo

Valor de P
<0.0001
<0.0001

SSF= Solucion salina fisiolégica, AESa= Aceite esencial de Syzygium aromaticum (%), AELg= Aceite
esencial de Lippia graveolens (%). abcdefghik Medias dentro de la misma columna con distinta literal indican
diferencias estadisticas significativas entre tratamiento, (P < 0.05). AB¢ Medias dentro de la misma fila
con distinta literal indican diferencias estadisticas significativas entre tiempos (P < 0.05).

56



Los resultados obtenidos indican que el aceite de clavo representa una opcién para
reducir los OPG, ya que segun Behbahani et al. (2019), el aceite de clavo es capaz de
aumentar la permeabilidad celular y la disrupcion de la integridad de la membrana de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria innocua and Pseudomonas
aeruginosa, afectando la totalidad de las membranas celulares, lo que podria llevar a
la secrecion de citoplasma y a la posterior muerte celular, ademas, mencionan que el

aceite esencial de clavo tiene una actividad antioxidante, antimicrobiana y citotoxica.

La relacion entre concentracion y tiempo coinciden con los datos obtenidos por Fahmy
et al. (2021), ya que al probar in vitro el efecto antihelmintico del aceite de Syzygium
aromaticum contra las formas adultas y larvas musculares de Trichinella spiralis (las
cuales incubaron con concentraciones entre 5 y 500 ug/mL), reportan una mortalidad
del 100% de T. spiralis adultos a las 24 horas. Sin embargo, a concentraciones de 100
y 500 pg/ml, el efecto letal comenzé a las 16 y 8 h respectivamente. El aceite de clavo
mato las larvas totales a las concentraciones de 100 y 500 ug/mL a las 24 y 16 h de
incubacion, respectivamente. Ademas, los gusanos adultos y las larvas incubados con
100 pg/mL de aceite de clavo mostraron cambios morfolégicos marcados, multiples
vesiculas y ampollas, desprendimiento de algunas areas de la cuticula con fisuras,

pérdida de la anulacién normal y destruccion de la cuticula.

También Boyko et al. (2021), en su experimento in vitro, utilizaron una emulsion de
aceite de S. aromaticum al 0.5 % durante 72 h para evaluar su efecto en ooquistes de

E. magna, observaron una mortalidad de 54 % y no registraron ooquistes esporulados.

8.5. Citotoxicidad indirecta de los productos obtenidos a partir de Bougainvillea

glabra, Syzygium aromaticum y Lippia graveolens.

Para determinar la citoxicidad del extracto hidroalcohdlico de B. glabra y de los aceites
esenciales de S. aromaticum y L. graveolens se utilizé la técnica de actividad
hemolitica indirecta en agar sangre con las concentraciones que se muestran en el
Cuadro 10. Como se puede observar, con el extracto hidroalcohdlico de B. glabra no
se observo la formacion de halos de hemdlisis. Por otra parte, S. aromaticum muestra

halos de hemdlisis de 100 hasta 25 % (de 5 a 3 mm), pero sin mostrar hemdlisis a
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partir de 12.5%, informacion considerada para la evaluacion de dosis alta (6.25%),

media (3.12 %) y baja (1.56 %) del aceite esencial de clavo en el modelo in vivo.

L. graveolens mostré halos de hemdlisis a dosis de 100, 50 y 25 % v/v (19 + 0.95, 18

+ 2.89 y 3 £ 0.82 mm, respectivamente), y sin halo de hemdlisis con 12.5 y 6.25%,

considerandose no citotéxico desde 12.5%.

Cuadro 10. Actividad hemolitica indirecta de Bougainvillea glabra, Syzygium

aromaticum y Lippia graveolens.

Tratamiento

%

Halo de hemodlisis
media (mm).

SSF (5 pL)
Tween 80 (5 uL) al 1%

EHBg (mg/mL)

AESa (% v/v)

AELg (% viv)

C.V.
R2

25
12.5
6.25
3.125
1.562
100

50
25

12.5
6.25
100

50
25

12.5
6.25

~ A A MM PP D PMNZ

0

8+0.50°
0.6+ 0

19+0.95°
18+2.89°
3+0.82°
1.871£0.75
0

21.7

0.98
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SSF = Solucién salina fisiolégica, AESa = Aceite esencial de Syzygium aromaticum, AELg = Aceite
esencial de Lippia graveolens. 2 b. ¢ Diferentes literales dentro de la columna indican diferencias

estadisticas significativas entre tratamiento.

8.6. Citotoxicidad con el modelo de Artemia salina del aceite esencial de

Syzygium aromaticum y Lippia graveolens

Las pruebas de citotoxicidad de los aceites esenciales de S. aromaticum y L.
graveolens con el modelo de A. salina, permitieron determinar que la concentracion
letal ciencuenta (DL50) es de 0.18625% y la DL90 de 0.323921% para el AESa.
Mientras que para el aceite esencial de AELg presenté una DL50 de 0.540 pg/mL y
una DL90 de 8.5 pg/mL (Figura 6 y 7, respectivamente).

120 . 120

100 DL 90 = 0.323921 100 DL 90 = 0.856
80 80
60 60
40 DL 50=0.18625 40

20 20 DL 50 = 0.540

Mortalidad de Artemia salina en %
Mortalidad de Artemia salina en %

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0 0.5 1 1.5
% AESa % AELg
Figura 6. Concentracione letales 50 y 90 del Figura 7. Concentracione letales 50 y 90 del
AESa sobre Artemia salina. AELg sobre Artemia salina.

Al realizar la prueba de citoxicidad indirecta con el EHBg y los AESay AELg Yy en el de
modelo Artemia salina solo con los dos aceites, se observdé que EHBg no mostro
actividad hemolitica desde 25 hasta 1.56 mg/mL. Los resultados son similares a lo
reportado por Krishna y Sundararajan (2020), quienes realizaron estudios de toxicidad
aguda con extractos metanolicos de B. glabra, reportando que a una dosis de 2000
mg/kg de peso corporal de ratas albinas Wistar no es toxico. Tampoco observaron
diferencias significativas en el analisis hematoldgico y los parametros bioquimicos

entre los grupos control y los animales de prueba en el estudio de toxicidad subcronica.
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Para evaluar la toxicidad aguda de las bracteas de los colores naranjas y moradas de
B. glabra, Jaramillo et al. (2023), aplicaron una dosis de 2000 mg-kg-1 del extracto de
las bracteas de los colores morado y naranja en ratones, reportando un efecto no téxico
en la ingestion por via oral. Shalini et al. (2018), evaluaron la citotoxicidad del extracto
etandlico de las bracteas de B. glabra, las cuales expusieron durante 72 h a células
hepaticas humanas fetales (WRL-68) y a células de riibn de mono verde africano
(VERO), reportando una concentracion media de inhibicion (IC50) de 269.10 + 70.16
Mg/mL para las células VERO y 135.46 + 20.43 pg/mL para las células WRL-68, lo que

indica que el extracto no es toxico.

Los resultados de citotoxicidad del aceite esencial S. aromaticum coinciden con lo
reportado por Cansian et al. (2017), quienes mencionan que Sus compuestos
bioactivos en dosis altas son toxicos, ya que al evaluar sobre A. salina, el aceite
esencial y el acetato de eugenilo (obtenido por esterificacion enzimatica), demostraron
que tanto el aceite (CL50= 0.5993 pg/mL) como el éster (CL50= 0.1178 ug/mL)
presentaron un alto potencial toxico, siendo el acetato de eugenilo 5 veces mas téxico
gue el aceite esencial de clavo. Mientras que Ulanowska et al. (2021) mencionan que
una dosis de 2.5 mg/kg de peso vivo se considera segura, y que con una dosis de 0.3

g/mL de acetato de eugenol la mortalidad fue de 100% sobre A. salina.

Behbahani et al. (2019), realizaron un ensayo para determinar el efecto citotoxico del
aceite esencial de S. aromaticum en las lineas celulares de cancer colorrectal humano
(linea celular HT29), y el mayor efecto citotéxico lo observaron a una concentracion de
200 mg/mL-1.

De acuerdo con Plata et al. (2018), de los compuestos terpenoides toxicos, el eugenol
tiene una mayor toxicidad por contacto en S. granarius que el 6xido de cariofileno,
seguido de a-pineno, a-humuleno y a-felandreno. En insectos se reduce la frecuencia
respiratoria después de estar expuestos a terpenoides de aceites esenciales. A su vez,
Pandey et al. (2024), informan del potencial larvicida del acetato de eugenilo contra

Aedes aegypti y lo demuestran mediante su valor de CL50 de 0.01 mg/mL.

En estudios de hemodlisis indirecta, el aceite de L. graveolens fue citotoxico a

concentraciones mayores de 12.5%. Segun Rojo et al. (2025), demostraron que la

60



infusion de Lippia posee una potente actividad antioxidante y un efecto antiproliferativo
sobre lineas celulares de cancer de mama, con menor citotoxicidad en células no
cancerigenas en comparacion con el carvacrol. Mientras que Soto et al. (2012),
reportan que en estudios in vitro con A. salina, la concentracion letal media (CL50) del
extracto de orégano mexicano fue mayor a 1,000 pg/mL (354428.84 ug/ mL), por lo
gue el extracto acuoso de L. graveolens se considera no téxico, tomando en cuenta el
criterio de que una DL50 = 0 - 5 mg/mL es altamente toxica, una DL50 de 6 — 200
mg/mL es tdxica, y una DL50 de 200 - 1000 mg/mL no es téxica.

Zapata et al. (2009), evaluaron el efecto citotoxico del aceite de L. origanoides sobre
células Hela, reportaron un valor de IC50 de 9,1 £+ 1 pug/mL. Los componentes
mayoritarios del aceite fueron: trans [-cariofileno (11,3%), p-cimeno (11,2%), a-
felandreno (9,9%), limoneno (7,2%), 1,8-cineol (6,5%) y a-humuleno (6,0%) los cuales
no mostraron actividad citotéxica relevante, sélo el limoneno y B-mirceno presentaron
un indice de selectividad de 6,97 y 3,01. Sin embargo, los valores de IC50 fueron mas
altos que el del aceite activo, por lo que concluyen que la actividad citotoxica de los
aceites, no se debe solo a sus componentes mayoritarios, sino a un sinergismo entre

Sus componentes.

8.7. Conteo de OPG en la pruebain vivo con unadosis alta, mediay baja de aceite

esencial de clavo.

Los resultados de la reduccion de OPG en conejos tratados con AESa se presentan
en el Cuadro 11. El OPG inicial se consideré como el 100% para cada tratamiento. Al
dia 7, se observaron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos
(p=0.0001), presentando el mayor % de reduccion de OPG el tratamiento con sulfas
(96.9%), seguido del tratamiento con 6.25% de AESa (92.6%). El dia 14 tambie se
determinaron diferencias estadisticas significativas (p=0.0001) presentando la mayor
de OPG el tratamiento con AESa a 6.25% con un 98.9%, situacion que se repite el dia
28 cuando el AESa, presento el mejor porcentaje de reduccion con 99.5%. A lo largo
del periodo de evaluacion, todos los tratamientos mostraron una reduccion significativa

de OPG (P < 0.0001), siendo mas pronunciada al dia 28. No obstante, Gnicamente los
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tratamientos con 6.25% y 3.12% de AESa (150 y 125 OPG, respectivamente), asi
como el tratamiento con sulfas (175 OPG), registraron valores inferiores a 500 OPG.
Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que las concentraciones de
3.12% y 6.25% de AESa pueden utilizarse para el control de Eimeria spp.

Segun Papeschi et al. (2013), a partir del andlisis parasitologico al destete (33 dias de
edad), todos los conejos examinados fueron negativos para oocistos de Eimeria, la
eliminacion de oocistos comenz6 a los 39 dias de edad en 3 de 10 conejos
examinados, mientras que a los 42 dias de edad todos los animales (10/10) estaban
eliminando oocistos de Eimeria. Estadisticamente, se observaron recuentos de
oocistos significativamente mas altos (2406 * 41), entre los dias 49 y 53 de edad de
los animales examinados. En comparacion con los dias anteriores, el nimero de
oocistos disminuyo significativamente (P < 0,05), desde el dia 56 hasta el 60 (1010 +
191 OPG).

Coudert et al., (2003), mencionan que OPG en el rango de 10 000 a 50 000 en los
conejos, pueden ocasionar altas tasas de mortalidad, de hasta 14,5 al 16,0 %, durante
el periodo de engorde. Los valores mas altos registrados al dia 0 del presente estudio

se encuentran dentro del rango mencionado por los autores.

Es importante considerar que la prevalencia esta asociada con la variacién de factores
ambientales, por la zona geografica, la temperatura, la esporulaciéon de ooquistes, el
aumento de la humedad, el uso de quimioprofilaxis, los sistemas de produccién, el tipo
de alimentacion y el nUumero de muestras examinadas (Rabie et al., 2022). Ademas,
gue en los conejos el desarrollo de una resistencia adquirida a las infecciones por

Eimeria aparece alrededor de los 3 meses de edad (Gomez et al., 1987).

El uso de sulfas (100 mg/kpv) en el presente trabajo redujo los OPG en el dia 7
(69.7%), y coincide con lo que mencionan EI-Ghoneimy y EI-Shahawy, (2017), quienes
evaluaron el efecto del suministro de amprolium y toltrazuril por separado y en
combinacion por 7 dias, reportan que la combinacién de amprolio a una dosis de 50
mg/kg de peso corporal durante 4 dias consecutivos y toltrazuril (5 mg/kg de peso
corporal) durante 2 dias consecutivos en el agua de bebida registré una reduccion de

74% de los OPG en el tercer dia. Ademas, el conteo maximo de OPG en el tratamiento
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con sulfas se observa desde el dia 1 al dia 3, similar a lo que reporta Singla et al.
(2000), quienes al evaluar la patologia de Eimeria stiedae en conejos de 2 meses
naturalmente infectados, y que recibieron un tratamiento con el 2.5% de oltrazuril
(Baycox) a 25 ppm en agua durante 2 dias, reportan la mayor cantidad de OPG al
sexto dia después del tratamiento.
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Cuadro 11. Conteo y porcentaje de reduccion de ooquiste por gramo de heces de Eimeria spp. (OPG) con el uso aceite

esencial de Syzygium aromaticum en conejos naturalmente infectados.

Dias de muestreo

Tratamiento Variable Valor de P
0 7 14 28
OPG 103435+ 8161 2587.5 + 1038 2025+ 773 1737.5 + 480
Cpntrol 0.0001
negativo (agua) o, 4o requccion 0 g7ec 90°8 91¢A
Sulfas 100 OPG 17700 + 4026 550+ 135  537.5+249 175+ 64
mg/kg de p.v. % de reduccion 0 96.92¢ 97.0°8 99.0°A 0.0001
OPG 15050 + 11673  1637.5+ 1070 1025+185 637.5 + 138
AESa1.56% o 4e reduccion 0 89.7¢C 93.6¢8 96,00 0.0001
OPG 18287.5+17390 2000 + 1056  575+155 125429
AESa3.12% o 4e reduccion 0 89.1¢¢ 96.9¢8 99.2b4 0.0001
OPG 24837.5+ 16477 1837.5+250 262.5+144 150 +41
AESa6.25% o 4o reduccion 0 92.65¢ 98.9% 99.5% 0.0001
0.0001 0.0001 0.0001

Valor de P

SSF = Soluciéon salina fisioldgica, AESa = Aceite esencial de Syzygium aromaticum. & b. ¢ d. e Diferentes literales dentro de la columna indican
diferencias estadisticas significativas entre tratamiento » B € Diferentes literales dentro de la misma fila indican diferencias estadisticas significativas

entre el tiempo.
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Los resultados obtenidos muestran que el AESa en el nivel alto, medio y bajo, redujo
los OPG de manera considerable en el dia 7. Segun Jet (2022), la reduccion de OPG
con el AESa puede deberse a sus propiedades antimicrobianas, se ha estudiado como
un potenciador del rendimiento productivo en aves de corral, previene
microorganismos patdgenos y aumentan algunos microorganismos benéficos en la

microflora intestinal.

Al-Mufarrej et al. (2019), evaluaron los efectos de diferentes niveles (10, 20, 30, 40, 50
y 60 g) de clavo molido en la dieta de pollos sobre el rendimiento en el crecimiento y
los cambios histolégicos de los higados y los intestinos. Segun sus resultados, la
suplementacion desde 30 a 60 g disminuye el peso intestinal a los 21 d, sin diferencias
a los 35 d. La altura, la superficie y la profundidad de las criptas de las vellosidades
del intestino, mostraron una disminucién gradual desde 10 hasta 60 g a los 35 d de
edad. Ademas, se registrd una pérdida gradual de la estructura del epitelio intestinal

por enteritis necrotica en las vellosidades desde 20 g.

La reduccion de ooquistes con el uso de AESa es una alternativa de prevencion y
tratamiento de la coccidiosis en conejos. Segun Scialfa et al. (2021), quienes al evaluar
la excrecion de ooquistes de Eimeria spp. de conejos infectados naturalmente en el
periodo de engorda, mencionan que los animales excretaron ooquistes durante todo
el periodo de engorde; sin embargo, en las semanas 3 a 7 la excrecion fue mayor, y
las diferencias observadas fueron estadisticamente significativas (p= 0.01). Las
medias de eliminacién de ooquistes por semana de engorde variaron de 160 a 16,474

OPG, observandose las cargas mas bajas al inicio y al final del periodo de engorde.

Segun Lebas et al. (1997), la intensidad de la infeccion depende de la especie de
Eimeria, dosis tan bajas desde 10 000 podrian causar diarrea y mortalidad, mientras
gue algunas especies requieren dosis de hasta 1 000 000 para causar incluso un ligero
impacto en el crecimiento del conejo. Mientras que Ming y Hong, (2009), mencionan
que con 220 000 OPG de E. perforans, ocasiona hemorragia intestinal en conejos
durante el periodo de expulsion masiva de ooquistes. Que de acuerdo con Anak y
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Sarayati et al. (2023), considera una infeccion leve y sin capacidad de generar dafio si

los OPG son menores de 500.

Para las variables consumo de alimento, consumo de agua y GDPJ no se observaron
diferencias estadisticas significativas (P = 0.05). Sin embargo, la CA fue diferente
(P<0.01), en el Cuadro 12, se observa que fue mejor en el tratamiento con sulfas (3.01
+ 0.04) y con AESa en el nivel bajo (1.56% de AESa = 3.14 + 0.08), medio (3.12% de
AESa = 3.07 £ 0.11) y alto (6.25% de AESa = 3.06 + 0.13), registrando una CA en el
grupo control de 3.90 + 0.6, lo que indica que se utilizé més alimento para ganar 1 kg

de peso vivo.

Cuadro 12. Consumo de agua, consumo de alimento, GDPJ y conversion alimenticia
de conejos que recibieron dosis baja, media y alta de AESa.

Tratamiento Consumo Consumo GDPJ Conversion
agua alimento alimenticia
Agua 490.22 £ 124.7 139592 + 2812 80.82 + 23.4 3.92+0.6
Sulfas 485.62 + 42.6 146112 + 1749 101.912+7.46  3.01°+0.09
AESa 1.56 % 5452 + 62.7 137452 + 890 90.862 + 7.21 3.14°+0.16
AESa 3.12 % 458.42+14.9 1409012+ 1249 97.672+12.57 3.07°+0.11
AESa 6.25 % 479.22+16.8 144012 + 3174 98.442+19.37 3.06°+0.13
Valor p 0.462 0.98 0.357 0.01

GDPJ: Ganancia diaria de peso por jaula, & ¢ Diferentes literales dentro de la misma columna indican

diferencias estadisticas significativas entre tratamientos

Los resultados del estudio in vivo con niveles bajo, medio y alto de AESa, solo mostro
efectos significativos en la conversion alimenticia, mientras que, en estudios realizados
por Abdel e Ibrahim, (2022), al administrar canela (150 mg/kg) y clavo (250 mg/kg) en
polvo en la dieta de conejos, reportan un aumento significativo en el peso vivo, la

ganancia diaria de peso y el consumo de alimento.
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Al evaluar la actividad anticoccidial de la mezcla de extractos y los aceites esenciales
de Punica granatum L. (0.005 mg/mL), Plantago asiatica L. (0.780 mg/mL), Bidens
pilosa L. (0.390 mg/mL), Acalypha australis L. (0.390 mg/mL), Pteris multifida Poir
(0.050 mg/mL), y Portulaca oleracea L. sp. Pl. (0.050 mg/mL) extracts; Artemisia
argyi Levl. et Vant. (0.010 pL/mL) y Camellia sinensis (L.) O. Ktze (0.050 yL/mL), y sus
mezclas contra Eimeria tenella en pollos, Han et al. (2022), reportan que los ocho
aceites esenciales y su mezcla inhibieron la invasion de fibroblastos de embrion de
pollo por parte de los esporozoitos de Eimeria tenella en estudios in vitro, y que la
mezcla de extracto y aceite esencial mejord la tasa de conversion alimenticia y la
ganancia de peso corporal, ademas, redujo la excrecion fecal de ooquistes, y la

mortalidad, asi como el dafio cecal inducido por Eimeria tenella en pruebas in vivo.

Para la conversion alimenticia, los resultados son similares a lo reportado por Agostini
et al. (2012), quienes mencionan que con 100 y 200 mg/kg de clavo aumenta la
ganancia de peso y se mejora la conversion alimenticia. En pruebas in vivo con pollos
infectados con E. tenella, Han et al. (2022) mencionan que la mezcla de extracto y
aceite esencial mejoro la tasa de conversion alimenticia y la ganancia de peso corporal,
ademas, redujo la excrecion de ooquistes fecales y sustancialmente la mortalidad, asi

como el dafio cecal inducido por Eimeria.

Al evaluar el efecto de la inclusibn de clavo molido en la dieta de conejos en
crecimiento, Suliman et al. (2023), mencionan que con 0.5, 1 y 1.5%, disminuye la
ingesta de alimento en comparacién al grupo control, ademas, mejora la digestibilidad
de la proteina cruda (P = 0.0261). La dieta que contenia 1.5% de clavo tuvo la mejor

conversion alimenticia (P < 0.05) y mejor rentabilidad.

Al-Mufarrej et al. (2019), concluyen que podria utilizarse 10 g de clavo en polvo por kg
en la dieta para mejorar la tasa de crecimiento sin afectar la salud del higado y los

intestinos de las aves.
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9. CONCLUSIONES

En las UPC del Valle del Mezquital estan presentes 10 especies de Eimeria y en 8 de
ellas, la cantidad de ooquistes por gramo de heces pone en riesgo la salud y eficiencia
productiva de los animales. Se identificaron molecularmente siete especies del genero
Eimeria, siendo E. stiedae la especie con mayor frecuencia, seguida de E. magna, E.

vejdovskyi, E. piriformis, E. media, E. flavences y E. irresidua.

El extracto hidroalcoholico de Bougainvillea glabra inhibio la esporulacion de los
ooquistes, mientras que S. aromaticum y L. graveolens inhiben la esporulacién y
causan lisis de los ooquistes. El extracto hidroacoholico de B. glabra no fue toxico, al

igual que las concentraciones activas de S. aromaticum y L. graveolens.

En el ensayo in vivo, el aceite esencial de clavo disminuyd la eliminacién de ooquistes
por gramo de heces de Eimeria spp. y mejoré la conversion alimenticia en conejos de

engorde naturalmente infectados.
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10. PERSPECTIVAS

Los aceites esenciales de Syzygium aromaticum y Lippia graveolens se podrian utilizar
como alternativa para disminuir y/o evitar el uso de farmacos anticoccidiales

comerciales.

Buscar alternativas de empaque y administracion de los aceites analizados para

eficientizar su uso.

Desarrollar investigacion aplicada sobre el efecto de los aceites esenciales en la

calidad de la carne de conejo.

Continuar con la busqueda de alternativas naturales para el control y/o tratamiento de
la coccidiosis, reduciendo o evitando el uso de farmacos, sin afectar el bienestar y

salud de los conejos y la salud publica.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Procedimiento para extraer ADN de muestras fecales, de suelo y
microbianas con el Kit de minipreparacion Quick-DNA™,

a) Se agregaron < 150 mg de muestra a un tubo de lisis ZR BashingBead™ (0,1 y

0,5 mm). Afade 750 uL de tampdn BashingBead™ al tubol.

b) Se aseguré el batidor de cuentas equipado con un conjunto de soporte de tubo

de 2 mL y se proceso utilizando condiciones de batido optimizadas (velocidad y

tiempo).

c) Se centrifugd el tubo de lisis ZR BashingBead™ (0,1 y 0,5 mm) en una

microcentrifuga a = 10.000 x g durante 1 minuto.

d) Se pasaron 400 uL de sobrenadante a un filtro Zymo-Spin™ IlI-F en un tubo de

recoleccion, procediendo a centrifugar a 8.000 x g durante 1 minuto.

e) Se agregaron 1.200 uL de tampon de lisis gendmica al filtrado en el tubo de

recoleccion del paso 4. Mezclando bien.

f) Se transfirieron 800 uL de la mezcla del paso 5 a una columna Zymo-Spin™

[ICR4 en un tubo de recoleccién y centrifuga a 10.000 x g durante 1 minuto.

g) Se desechd el flujo a través del tubo de recoleccién repitiendo el paso 6.

h) Se afadieron 200 pL de tampdn de prelavado de ADN a la columna Zymo-

Spin™ JICR en un nuevo tubo de recogida y centrifugar a 10.000 x g durante 1

minuto.

i) Se agregaron 500 pL de tampon de lavado de g-DNA a la columna Zymo-Spin™

IICRy centrifugando a 10.000 x g durante 1 minuto.

j) La columna Zymo-Spin™ IICR se transfirid a un tubo de microcentrifuga limpio

de 1.5 mL agregando 100 uL (50 yL como minimo) de tampon de elucién de
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ADN directamente a la matriz de la columna. Se procedié a centrifugar a 10.000

x g durante 30 segundos para eluir el ADN5, 6.

k) Se colocé un filtro Zymo-Spin™ [1I-HRC en un tubo de recoleccion limpio y se
agregaron 600 pL de solucion de preparacion, centrifugando a 8.000 x g durante
3 minutos.

[) EIADN eluido se transfirié a un filtro Zymo-Spin™ 11I-HRC preparado en un tubo
de microcentrifuga limpio de 1,5 mL y se centrifugd exactamente a 16.000 x g

durante 3 minutos.

m) La concentracion y pureza del ADN extraido fue determinada por un

espectrofotometro Nanodrop. (mandar a anexo).
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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue identificar y cuantificar especies del género Eimeria presentes en
conejos naturalments infectados en las unidades de produccion del Walle del Mezquital, estado de Hidalgo.
Se colectaron heces en diez unidades de produccion cunicola {UPC) de 220 conejos de entre 30 a 80 dias
de edad [periodo de engorda). La idenfificacién de especies del género Eimeria spp., se realizd con la
técnica de flotacion, con criterios de medicidn y comparacion morfoldgica. Los coguistes por gramo de
heces (OPG) se determinaron con la técnica McMaster. Los datos de carga parasitaria se normalizaron
{vx+0.5) y =& realizd un andlisis de media principal en el programa Minitab®. Se identifich, E. stiedas
{coccidiosis hepatica) en 3 UPC (18-100%) y coccidiosis intestinal por E. iresidua en § UPC (17-53.6%),
E. exigua en 4 {22 5-100%), ademas se identificaron en tres UPC E. medis (14.7-47.6%) v E. coecicola
{14.7-19%), en dos E. intesfinsliz (24-28%). E magna {11.7-24%) y E. perforanz (4.5-18%) y en una UPC
E. piriformiz {2%). La carga parasitaria fue superior a la media en las UPC 8 (241450 £ 33555) y 8 (56817
+ 3807), solo en |la unidad de produccién 10, la cantidad de OPG (25433 + 2778), se encontrd dentro de
los limites de decision, la mayor cantidad de OPG se identificé en UPC con deficiente disefio de
instalaciones, asi come en aguellas en las cuales la alimantacion y suministro de agua de buena calidad
son limitados. Eimeria spp., esta presante en todas las UPC del Valle del Mezquital, con una cantidad de
QPG que pone en resgo |la salud de los animales.

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

ABSTRACT
The objective of this study was to identify and quantify species of the genus Eimera present in naturally
infected rabbits in the production units of Vale del Mezquital, Hidalgo state. Fecal samples were collected
from 10 rabbit production units {RPUs) comprising 220 rabbits aged between 30 and 80 days (fattening
pericd). |dentification of Eimens spp. species was carried out using the flotation technique, with criteria of
measurement and morphological comparson. Docysts per gram of feces (OPG) were determined using the
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RESUMEN

El ohjetivo fue determinar la presencia de Eimeria spp. en conejos naiuralmente infectados,
en unidades de produccion del Valle del Mezquital, Hidalgo. Se colectaron heces en 5
unidades de produccion cunicola (UPC) de 150 congjos, edad de 30 a 60 dias y peso vivo
promedio de 1300 g. La determinacion de coguistes por gramo de heces (OPG) se calculd
con la técnica de McMaster. Los datos se normalizaron mediante v x+0.5 y se analizaron
con el programa MiniTab mediante comparacion de medias (P=0.05). En las 5 UPC se
cuantificaron ooguistes de Eimeria spp., con diferencias estadisticas significativas en la
cantidad de OPG, siendo mayor en la 1 (11417 = 1051), en comparacion a la media (UPC
4 con 3217 = 437), seguido de la 2 (1583 + 248), v sin diferencias significativas entre [a 5
(583 £ 125) vy 3 (433 = 85). Eimera spp. estuvo presente en todas las UPC y el conteo de
OPG indican que el 80% rebasan la poblacion minima para no causar dafio en las granjas
del Valle del Mezquital, Hidalgo.

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

ABSTRACT

The aim was to determine the presence of Eimera spp. in naturally infected rabbits, in
production units of the Mezquital Valley, Hidalgo. Faeces were collected in 5 rabbit
production units (RPU) of 150 rabbits, age was from 20 to 60 days and average live weight
of 1,300 g. The determination of oocysts per gram of feces (OPG) was calculated through
McMaster techmigue. The data were normalized using { x+05 and analyzed with the
MiniTah program by comparison of means (P=0.05). In the 5 RPU, oocysts of Eimeria spp.
were quantified, with statistically significant differences in the amount of OFG, being higher
in 1 {11417 + 1051) compared to the mean (RPU 4 with 3217 + 437), followed by 2 (1583 +
246), and without significant differences between 5 (583 + 125) and 3 (433 + 858). Eimena
spp. is present in all RPUs and the OPG count indicates that 80% exceed the minimum
population so as not to cause damage fo the farms of the Mezquital Valley, Hidalgo.

Key words: Eimena spp.; coccidiosis; OPG; rahhbits.

iz4

91



Anexo 4. Publicacion en memoria de Congreso

HAKIV REUNION INTERMACIONAL SOBRE PRODUCCION DE CARME ¥ LECHE EN CLIMAS CALIDOS
Mexicali, B.C., México, 14 al 18 de octubre de 2024,

INHIBICION DE LA ESPORULACION IN VITRO DE Eimeria zpp., CON EXTRACTO EI]]RG.—'&LCDHQLICD
DE Bougainvillea glabra, COMO TEATAMIENTO ALTEENATIVO EN UNIDADES DE PRODUCCION
CUNICOLA DEL VALLE DEL MEZQUITAL, HIDALGO

IN VITRO INHIBITION OF SPORULATION OF Eimeria spp., WITH HYDEOALCOHOLIC EXTRACT OF
Bougainvillea glabra, AS ALTEENATIVE TREEATMENT IN EABBIT PRODUCTION UNITS IN THE
MEZQUITAL VALLEY, HIDALCGO

1. Noguez-Estrada', M. Rivero-Pérez'#, A Olmedo-Tuirez®, J.E. Aparicie Burges®, G.M. Lopez Rodriguez', D, Ojeda-
Famirez', 4. Faragoza-Bastida'

Wniversidad Auténoma del Estade de Hidalgo, Instituto de Clencias Agropecuanas, Area Académueca de Medicina
Veterinaria v Zootecnia, Hidalgo; “Instituto Macional de Investizaciones Agricolas, Forestales v Pecuanias. Centro Macional
de Investigacion Disciplinaria en Saled Animal e Inocmdad del INIFAP; *Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo,
Escuela Supenor de Apan, Hidalge, Méxco.

*Autor de correspondencia: gallelv prere@uachedug

RESTUMEN

El objetrvo del presente estudio fue evaluar el efecto del extracto hidroaleohalico de Bougainvillea glabra sobre la inhibicion
de la esporulacion de Eimeria spp.. en umdades de produccion cunicola del Valle del Mezquital, Hidalgo. Se colectaron heces
de conejos en engorda. Los oogquistes no esporulados se obtuvieron por flotacion con solucion salina satuwrada (S55),
centrifugando (3000 pm, 5 mun) v re-suspendiendo en solucion salina fisiologmea (SS5F) 0.9%. Se depositaron en promedio
200 ooquistes/100 L por pozo, con conteos a 72 v 96 b Los datos se analizaron mediante ANOVA v comparacion de medias
por Tukey a P=0.05. El porcentaje de mhibicién mas alto se registro con 200 mg/ml. a 72 ¥ 96 b siendo superior que al
obsarvado en los confroles positivos (Sulfas v Formol) v sin diferencias (P=0.05) con 100, 30 v 25 mg/ml. Con una
concentracion minima de 23 mg/ml, el extracto hidroalcobolico de Bougainvillea glabra, mnhabe la esporulacion de los
coquistes de Eimeria spp

Palabrasz Clave: Bougaivillea glabra; conejos, coccidiosis

ABSTRACT

The aim was to evaluate in vitro the inlibition of the spomlation of Eimenia spp.., with hydroalcoholic extract of Bougainvillea
glabra m Chyctolagus cumiculus as an alternative treatment, 1n rabbit production wnits in the Mezqmital Valley, Hidalzo. Feces
were collected from fattening rabbits. Mon-spomlated ococysts were obtained by flotation with satwated sahne (555),
centrifuging (3000 1pm, 5 pun) and resuspending in physiclogical saline solufion (SSF) 0.9%. An average of 200 cocysts/100
pL were deposited per well, with measurements at 72 and 96 h. Data were analvzed using ANOVA and Tukey mean
companson (P=0.05) m SAS software (2002). The highest inlibition percentage was registered with 200 mg/ml. to 72 and 96
b, this 15 superior than the positive control (Sulfas and Formel) and within statiets differences wath 100, 50 and 25 mg/ml..
With 3 munimmim concentration of 25 mg'ml., the hydroaleoholic extract of Bougamvillea glabra inhibits the sporulation of
the oocysts of Eimena spp.

Key Words: Bougaimvillea glabra; rabbits, cocadiosis

INTRODUCCION
La cocordiosis es una enterihis potencizlments zrave causada por especies de parasitos mitracelulares oblhizades del génerc
Ermena (Atess af al, 2021). En conejos a5 causada por la mfeceion con una o vanas especies de Eimena, que parasitan los
conductos hepatobiliares o el epitelio intestinal. Hasta la facha, se han documentado 11 especies de coceidios de conejo (Cu
et al., 2017}, El uso de alternativas natwrales como probioticos v fitoquimicos es la estrategia mas favorecida para combatir
la cocediosis, sin que el efecto de las resistencias a los medicamentos amenace la bioseguridad (Madlala er al, 2021).
Mumerosas mvestigacionss fitoquinucas del género Bougaimillea confirman la presencia de idrocarbures alifatices, acides
grasos, aleoholes grasos, compuestos volatiles, compuestos fendlicos, peltogmoides, flavenoides, fitoesteroles, terpenos,
carbohidratos ¥ betalainas, cuyos principios actrvos tenen mmiltiples actividades farmacolégicas (Abarca v Pericevich, 2018).
Por lo antertor el objetrvo fie evaluar in vitre el efecto del extracto lndroalecheolico de Bougaimillea glabra sobre la inhibicion
de Iz esporulacion de Eimenia spp., de Chyerolagus cumiculus, en widades de produccion cunicola del Valle del Mezquatal,
Hidalgo.
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