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Resumen Abstract

Con el objetivo de evaluar la actividad acaricida del aceite With the aim to evaluate the acaricide activity of the es-
esencial del Azaridachta Indica (AE) frente al Demodex sential oil of the Azaridachta Indica (AE) in front of the
canis, agente causal de la sarna demodécica se analizaron Dermodex canis, causal agent of demodectic mange, the
los efectos a diferentes dosis. En el estudio in vivo se utili- effects, to different dose, were examined. In the study in
zaron 30 animales separados en dos grupos: 12 hembras y vivo were used sample of 24 animals separated in two
12 machos, con diagnostico de sarna demodécica positivo groups: 12 females and 12 males, with positive diagnosis-
luego de raspado de piel. Se aplicaron diferentes concen- es of demodectic mange to the scraped of skin. Animals
traciones del biopreparado (1%, 10% y 20%). Las dosis were trated with preparations to different concentrations
estudiadas resultaron efectivas en el tratamiento contra el (1%, 10% and 20%). The studied dose turned out to be
acaro Demodex canis. Los resultados se compararon ob- effective in the treatment against the acarusDemodex ca-
tenidos entre los niveles estudiados, entre los sexos para nis. The results were compared to the obtained for each
cada nivel de y las tasas de recuperaciones medias a tra- level of concentrations studied, between the sexes and the
vés de los analisis estadisticos de rangos multiples, por taxes of average recoveries; through analysis of multiple
diferencias minimas significativas (LSD) para un 95% de ranges, for lower significant difference (LSD) to 95% of
confianza. La formulacion del biopreparado al 1%, desde confidence. The formulation of the biopreparation to the 1
el punto de vista clinico, toxicoldgico y econdomico, mos- %, from the clinical, toxicological and economic point of
tro ser la dosis mas adecuada. view, proved to be the best-suited dose.

Palabras clave: sarna demodecida, biopreparado,

aceite esencial.

Keywords: mangedemodecic, biopreparation,

essentialoil

11



Introduccion

El arbol Nim (A4zadirachta indica) constituye en la actua-
lidadun recurso bioldgico de gran valor, con aplicaciones
para la Medicina Veterinaria, salud humana y agricultura
en sentido general, destacdndose sus propiedades acarici-
das contra insectos dafiinos entre otras. Se ha comprobado
en la practica las posibilidades de producir por medios ar-
tesanales y a través de tecnologias industriales, productos
bioinsecticidas derivados del Nim, efectivos contra una
gama considerable de especies de insectos, acaros, nema-
todos que constituyen plagas de importancia econdémica
en la agricultura cubana, habiéndose notificado a nivel in-
ternacional su efectividad en mas de 360 especies de ellos
(Estrada, 2002).

En las condiciones de Cuba el parasitismo es un factor
que afecta la salud en canes, influyendo en la elevacion
de las tasas de morbilidad y mortalidad sobre todos de los

animales jovenes (Estrada, 2003).

Jeleva (1989) refirié que la sarna es unas de las enferme-
dades maés frecuente y se presenta casi en todas las partes
del mundo. En condiciones ordinarias, alcanza la difusion
maxima en animales pocos cuidados, deficientemente ali-

mentados y que viven agrupados.

En nuestras condiciones existen dos tipos de afectaciones
causadas por acaros de diferentes géneros: la sarna de-
modécica producida por el Demodex y la sarna sarcoptica
producida por el Sarcoptes Scabieivar, Demodex canis
(Acari, Demodicidae), es un acaro comun de la piel de
los caninos, y puede causar la enfermedad en la piel en
casos de depresiones inmunes por parte del hospedero
con sintomas que incluyen alopecia difusa o localizada,
eritema, comedones asociados con dermatitis pustular y
papular (Pérez, 2008).

Brechel, y col. (1995) recomiendan utilizar el polvo de
hojas secas en forma de extracto acuoso, por otra parte
Saez (2003) refiere que el Nim se puede aplicar en forma
de solucion acuosa de semillas secas molidas para el tra-

tamiento de algunos ectoparasitos del bovino.

Pérez (2008) refiere que el Nim presenta como compuesto
activo mas importante, la azadirachtina que interfiere en
la metamorfosis de las larvas de los insectos, evitando que

se desarrollen en crisalidas y por tanto mueren sin pro-

ducir una nueva generacion ya que interfiere el proceso
de la fecundacion y la salanina que actia como repelente
contra insectos; conociendo que varios extractos del Nim

acta en diversos insectos de diferentes maneras:

La evaluacion del potencial farmacodinamico de los
subproductos de las plantas medicinales, tal como sus
aceites esenciales, constituye hoy en dia una necesidad
para lograr medicamentos alternativos, mas efectivos y
menos costosos, que pudieran sustituir a algunos de los
farmacos utilizados actualmente. Especial importancia
en este sentido se le ha dado a la bisqueda de agentes
acaricidas, teniendo en cuenta que los acaros han desar-
rollado una elevada resistencia a los acaricidas comercia-
les empleados hasta el momento (Shipstone, 2000; Abad,
2004; Mendivelso y col. 2007).

A pesar de no ser un patologia altamente contagiosa, a
causa de la localizacion del acard (Demodex canis) agente
etiologico de esta dermatopatia, el estrés ambiental, la ali-
mentacion y las complicaciones secundarias (pioderma),
entre otros factores, como el costo de los farmacos emple-
ados actualmente, hacen que las terapias empleadas hasta
el momento atn no sean del todo exitosas. Por tal motivo,
la busqueda de nuevas sustancias eficaces y seguras para
el tratamiento y control demodicosis canina, constituye

una problematica actual.

El presente se propone evaluar la efectividad del biopre-
parado del aceite esencial del Azaridactha Indica a dife-
rentes concentraciones como acaricida en el tratamiento

de la sarna demodécica canina.

Materiales y métodos

Extraccion del aceite esencial del Azaridachta Indica

Para la extraccion del aceite esencial del Nim (AE), como
ingrediente farmacéutico activo (IFA) se realizo la técnica
“prensado al frio” (Hernandez y col., 2005). Todo el AE
extraido se almaceno en frascos color ambar para evitar
la descomposicion de la sustancia activa por accion de la
luz, ya que muchos principios activos extraidos de plantas
son fotosensibles.

Evaluacion de la calidad microbiologica del aceite esen-
cial del Azaridachta Indica



Los ensayos de limite microbioldgico, segin la Farma-
copea de los Estados Unidos 35 Formulario Nacional 30
(USP35 NF30, siglas en inglés, United States Pharmaco-
peia 35) del AE se realizaron en el Complejo de Labora-
torios Farmacéuticos Oriente UEB Bayamo en la Ciudad
de Bayamo, provincia de Granma, Cuba. Se emple6 tres
métodos: Placa vertida para el conteo total de bacterias,
hongos, y pruebas bioquimicas para el aislamiento e iden-

tificacion de bacterias.
Formulacion del biopreparado

Se utilizd un agitador marca IKA-RW-16 Basic de pro-
cedencia Alemana y una balanza microanalitica marca
Sartorios TE —S13-DS, de procedencia alemana, para el
pesaje de las proporciones tanto de AE al 1%, 10% y 20%
(peso/peso) y el propilenglicol como excipiente de base.
Se emple6 un beaker de 500 mL de capacidad, con agi-
tador en forma de hélice, se fue agregando en varias pro-
porciones cuantitativamente de propilenglicol y de aceite
esencial de 600 rpm a 960 rpm hasta obtener la mezcla
homogénea y de calidad farmacéutica para medicamen-
tos de uso topico, segiin (USP35 NF30). Como control se
empled propilenglicol. Las emulsiones a diferentes con-
centraciones se envasaron en frascos de color ambar (250
mL) para evitar la aceleracion de la cinética de degrada-
cion por fotdlisis. Todas las muestras fueron etiquetadas e

identificadas.

Evaluacion de la actividad acaricida del aceite esencial

del Azaridachta indica

Ubicacién del desarrollo del estudio

El estudio se realizara en la Clinica Veterinaria de Baya-
mo perteneciente al Instituto de Medicina Veterinaria del
municipio Bayamo de la provincia de Granma, Cuba, du-

rante el afio 2014.

Utilizacién de los animales con lesiones dermatologicas

Se utilizaron canes de raza mestiza (n=24), 12 hembras y
12 machos con un peso corporal promedio entre 10-15 kg,
con diagnostico positivo de sarna demodecica, los cuéles
fueron distribuidos aleatoriamente en 4 grupos de trata-
mientos. A cada uno de los animales se les realizé una

historia clinica donde se recogi6 toda la informacion de

datos individuales, antecedentes, anamnesis, conducta a

seguir y tratamiento terapéutico.

Diagnéstico clinico-parasitolégico-microbiologico

El diagnostico confirmativo de la enfermedad se realizo

mediante Raspados cutaneos, seglin la técnica descrita

por Rodriguez, y col (1987). Las muestras fueron co-

lectadas de tres diferentes regiones anatomicas (dorso,

torax, extremidades anteriores y posteriores) de la eco-

nomia animal. Cada raspado fuerealizado en un area de

piel de aproximadamente 1 cm?* Las muestras fueron to-

madas desde los dias 0, (antes del tratamiento) y hasta

después del tratamiento. Las muestras se conservaron

en solucion de KOH al 10 %, durante 15 min a tempera-

tura ambiente, y fueron trasladadas hacia el Laboratorio

de Parasitologia de la Universidad de Granma, donde se

realizé la identificacion por método directo utilizando un

microscopio estereoscopio marca Orion de procedencia

China.

El nimero de estados inmaduros (larvas y ninfas), adultos
y huevos fueron contados en cada raspado. Los animales
también fueron clinicamente evaluados mediante la me-
dicion de la extension de piel afectada y la descripcion de

las lesiones.

El principal criterio de eficacia fue analizado segun lo si-

guiente:

Numero de parasitos en animales tratados y no tratados,
teniendo en cuenta todas sus formas vitales (larvas, nin-
fas, huevos, adultos). Seglin el nimero de parasitos, se

establecio una gradacion:
0: Ausente: 0 parasitos por campo.
1: Leve: 2 parasitos por campo.
2: Moderado: 3-5 parasitos por campo.
3: Severo: > 5 parasitos por campo.

Evolucion de la sintomatologia clinica de los animales en
estudio: valoracion del periodo de recuperacion clinica.
Para ello, el clinico responsable del estudio valor6 los
sintomas y lesiones: alopecia, comedones, descamacion,
eritema, papulas, pioderma profunda, otitis y pustulas. Se
asignaron valores segun el grado de lesion, siguiendo la

siguiente gradacion:



0: Ausente
1: Leve
2: Moderado

3: Severo
Diagnéstico microbiologico

Paralelamente, se tomaron muestras de exudado de las
zonas de la piel lesionada, con el objetivo de identificar
el tipo de bacterias que de forma secundaria se encuen-
tren afectando las lesiones cutaneas. Las muestras de exu-
dado fueron tomadas mediante un hisopo. Las muestras
fueron colocadas en tubos de ensayo conteniendo medio
conservante Stuart universal y se trasladaron hacia el La-
boratorio de Microbiologia del Laboratorio Oriente UEB
Bayamo donde se realizo la identificacion bacterioldgica,
mediante el cultivo de las muestras en agar sangre univer-
sal, posteriormente las placas de cultivo fueron manteni-
das en incubadora a una temperatura de 37 °C durante 24
horas, transcurrido este tiempo se realiz6 la lectura del
crecimiento de las colonias. El analisis microbioldgico se
realizo6 antes y después de los tratamientos.

Diserio experimental

Experimento 1

Los canes con diagndstico positivo de sarna demodecti-
ca, fueron distribuidos de manera intencionada buscando
la homogeneidad en el cuadro lesional de la enfermedad.
Se conformaron 4 grupos experimentales, de 3 animales
cada uno (sexo: macho). Al grupo 1 se le aplicé emulsion
al 1%; al grupo 2, emulsion al 10%; al grupo 3 emulsion
al 20% y al grupo control emulsién de propilenglicol sin
AE (IFA) (Placebo o matriz).

Experimento 2

Los canes con diagnostico positivo de sarna demodecica,
fueron distribuidos de manera intencionada buscando la
homogeneidad en el cuadro lesional de la enfermedad. Se
conformaron 4 grupos experimentales de 3 animales cada
uno (sexo: hembras). Al grupo 1 se le aplicé emulsion de
AE 1%; al grupo 2, emulsion de AE al 10%; al grupo 3
emulsion de AE al 20% y al grupo control emulsion de
propilenglicol sin AE (IFA) (Placebo o matriz).
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Figura 1. A) y B) lesiones dermatolégicas por demodicosis canina en el sexo hembra y macho de los animales.
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Los tratamientos topicos fueron aplicados dos veces al dia
previa limpieza de las lesiones con solucién salina. Los
animales fueron observados diariamente con el objetivo
de controlar su evolucion y el cumplimiento de la correc-
ta aplicacion de los tratamientos, bajo el mismo régimen
de alimentacion y manejo. Fueron observadas la posible
aparicion de reacciones adversas como edema y eritema,

vOmitos, nauseas, inherentes a los tratamientos.

La duracion de los tratamientos, fueron hasta lograr el cri-

terio de curacion determinado este por tres raspados de

piel consecutivos hasta que den negativos.

Evaluacion de la actividad acaricida del aceite esencial
del Azaridachta Indica

Diagnéstico clinico-parasitolégico-microbiologico

Se evidencia en el siguiente grafico 3 el nimero de parasi-
tos en animales tratados y no tratados, teniendo en cuenta
todas sus formas vitales (larvas, ninfas, huevos, adultos).
Segtn el niimero de parasitos.
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Figura 4. E) Staphilococcus albus presentes en las lesio-
nes de la piel de los canes investigados.

Procedimiento estadistico para el estudio in vivo

Comparacion de los tratamientos entre los distintos nive-

les de concentracién

Para el analisis de los resultados entre dia se aplicd un
procedimiento de comparacion multiple para determinar
cuales medias son significativamente diferentes de otras.
Se observaron las homogeneidades de los grupos mues-
trales. El método empleado para discriminar entre las me-
dias fue el procedimiento de diferencia minima significa-
tiva (LSD) de Fisher.

Comparacion de los tratamientos entre sexos

Se efectud un andlisis de rangos multiples comparando la
igualdad entre las medias por el método de LSD entre los

sexos en cada tratamiento.

Comparacion de los tratamientos por tasas de recupera-

cién

Se determind las tasas de recuperacion para cada uno de
los tratamientos comparando los dias respecto al prome-
dio de los dias de recuperacion de tratamiento del control

(tratamiento con placebo), seglin la ecuacion 1.

| Trat Pbo — Trat X |
%T, ..~ X 100 %
" "Trat Pbo

(ecuacion 1)
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Dénde:
%T,...r Tasa de recuperacion en porciento.
ecup

Trat Pbo. Dias del tratamiento con control (Placebo)

Trat X. Dias de los tratamientos a diferentes niveles de
IFA.

Se ejecutd la prueba de rangos multiples. Se compararon
los grupos a través del método de LSD para un 95 %. Las
diferencias estadisticas posibles entre las tasas de recupe-
raciones de los tratamientos se determinaron con el anali-

sis de contraste minima diferencia significativa.

Andlisis economico de los gastos por tratamientos y toma

de decisiones

Para el coste economico de la produccion de 1 kg de las
formulaciones para los diferentes tratamientos se tuvo en
cuenta las cantidades del AE y propilenglicol utilizados;
asi como, los precios actualizados de cada materia prima.

Se calculd mediante la ecuacion 2.

Precio,
ormula
Donde.

Precio

= (Precio, , x Cant, ) +(Precio, x Cant,)

s, PTECIO de la Formulacion ($)

Precio, , Precio del Aceite esencial. ($)

Cant,  Cantidad del Aceite esencial (kg)

Precio,, Precio del Propilenglicol. (§)

Cant, . Cantidad del Propilenglicol. (kg)
El gasto por tratamiento se determiné incluyendo las can-
tidades aproximada de tratamiento diario, el precio del
medicamento y los dias promedio de tratamientos obte-

nidos para cada nivel. Se calcul6 a partir de la ecuacion 3.

Gasto, = Precio
rat
Donde.

Gasto_ Gasto por tratamientos ($)

trat.

x Cant_ x No

formula dias

Precio,, . Precio de la Formulacion ($)
Precio, , Precio del Aceite esencial. ($)
Cant  Cantidad pata el tratamiento (kg)
No,, . Nimero de dias de tratamiento. ($)

Cant,,, Cantidad del Propilenglicol. (kg)



Resultados excipiente de base; hasta obtener la mezcla con la homoge-

neidad deseada, empleandose como control propilenglicol.
Las emulsiones a diferentes concentraciones se envasaron
Extraccion del Aceite Esencial (AE) del Azaridachta In- en frascos de color ambar (250 mL), para evitar la acelera-
dica. cion de la cinética de degradacion por fotolisis. Todas las

. muestras fueron etiquetadas e identificadas.
El cuadro I muestra los resultados del ensayo de limite q

microbiano practicado, NF 30 del 2012, los limites se es- . ‘o P
Procedimiento estadistico para el estudio in vivo.
tablecieron teniendo en cuenta que el aceite es producto

natural. Comparacion de los tratamientos entre niveles de con-

centracion.
Formulacion del biopreparado

En el cuadro II se identifican 3 grupos homogéneos, segiin
Se obtuvieron los biopreparados con aceite esencial no la alineacion de las X’s en columnas. No existen diferen-
irradiados como IFA, se prepararon concentraciones al cias estadisticamente significativas entre aquellos niveles

1%, 10% y 20% (peso/peso), con propilenglicol como que compartan una misma columna de X’s.

Cuadro 1. Resultados de los métodos de ensayos para los conteos total de bacterias, hongos, levaduras y aislamiento de mi-
croorganismos del Aceite Esencial del Azaridachta Indica.

Ensayos Método utilizado Resultado Limite

Conteo total de bacterias Placa vertida 20 ufc/mL 10*ufc/mL

Conteo total de hongos y

Placa vertida 20 ufc/mL 10%ufc/mL
levaduras
Aislamiento de Pruebas bioquimi- No se aislan microorganismos Ausencia de Salmonella y
microorganismos cas Salmonella y Escherichiacoli  Escherichiacoli

Cuadro II. Homogeneidad de los grupos entre los niveles de concentracion.

Tratamientos Casos Media Grupos Homogéneos Valores en el rango
C20% 6 5,167 X 6,029,0

B 10 % 6 6,833 X 6,0a8,0
Al1% 6 7,833 X 4,02a6,0
Placebo (control) 6 11,500 X 10,0 a 13,0
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Cuadro III. Contraste de medias de los tratamientos de la prueba de Multiple Rangos para los tratamientos a diferentes

niveles de concentracion.

Contraste Sig.  Diferencia +/- Limites
Tratamiento A 1% - Tratamiento B 10 % 1,0 1,31928
Tratamiento A 1% - Tratamiento C 20 % * 2,66667 1,31928
Tratamiento A 1% - Tratamiento Placebo * -3,66667 1,31928
Tratamiento B 10 % - Tratamiento C 20 % * 1,66667 1,31928
Tratamiento B 10 % - Tratamiento Placebo * -4,66667 1,31928
Tratamiento C 20 % - Tratamiento Placebo * -6,33333 1,31928

* indica una diferencia significativa.

Cuadro IV. Contraste en la prueba de multiples rangos de la comparacion de los tratamientos respecto al sexo.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Trat A1% H-Trat A1% M * -2,33333 0,934792
Trat B 10% H - Trat B 10% M * 1,00000 0,934792
Trat C 20% H - Trat C 20% M * -1,00000 0,934792
Trat Pbo H - Trat Pbo M * -2,33333 0,934792

* indica una diferencia significativa.

Cuadro V. Prueba de contraste de las tasa de recuperaciones de los tratamientos.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Trat A 1% - Trat B 10% -7,29833 10,019
Trat A 1% - Trat_C 20% * -22,8317 10,019
Trat B 10% - Trat C 20% * -15,5333 10,019
* indica una diferencia significativa.
Cuadro VI. Costo de fabricacion de un litro de solucién de Nim AE
Concentracion Cantjﬂ;d de Precio/ L PCr:g:lig:gligf)l Precio/ L de Costo
p/p (%) (kg) de AE (kg) Propilenglicol Total
1 0,01 € 1000,00 0,99 €3,07 € 14,06
10 0,10 € 1000,00 0,90 € 3,07 € 103,97
20 0,20 € 1000,00 0,80 € 3,07 € 203,87
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Cuadro VII. Célculo del gasto de los tratamientos por animal.

Cantidad en cada

tratamiento (kg) Precio por kg Dias de tratamiento Costo del tratamiento
0.0417 € 14.06 7.83 $110.14
0.0417 €103.97 6.83 $710.46
0.0417 €203.87 5.17 $1,053.33

Resultados del andlisis economico y toma de decisiones

En el cuadro VII se calcul6 el costo de produccion de un
litro del AE Nim para los diferentes niveles de concentra-

cién de los tratamientos estudiados.

Discusion

Resultados de los métodos de ensayos para los conteos
total de bacterias, hongos, levaduras y aislamiento de
microorganismos del Aceite Esencial del Azaridachta In-

dica.

El cuadro I muestra los resultados del ensayo del limite
microbiano practicado (USP 35 NF 30 del 2012). Los li-
mites se establecieron teniendo en cuenta que el aceite es

producto natural.

Se observo que después de practicados los analisis mi-
crobiologicos, las muestras se encuentran dentro de los
limites especificados, cuando so6lo se aislan 20 ufc/mL,
no sucediendo este proceso en ninguna de los especime-
nes originales de microorganismos patégenos, como Sal-
monella sppy Escherichiacoli, microorganismos que no
deben estar presentes en el origen natural, por lo que la
muestra del AE cumple con los limites microbianos seglin
lo establece la USP 35.

Se evidencia en cuadro II las pruebas microbiologicas
realizadas al aceite esencial para establecer parametros
microbiolégicos lo que indica que el AE cumple con la
calidad microbiologica para su uso en formulaciones far-

macéuticas.

Evaluacion de la actividad acaricida del aceite esencial
del Azaridachta Indica.

Diagnéstico clinico — parasitoldégico — microbioldgico.

En los canes que presentaron las formas localizadas, tanto
hembras como machos, las lesiones estaban localizadas
en la cabeza: base de las orejas, regién periocular y hoci-
co. Se caracterizaron por alopecia, eritema, descamacion
y prurito. También presentaron lesiones en el dorso del
cuerpo, siempre acomparfiado de algunas en la cabeza, ha-

medo o seco.

En la forma generalizada como se evidencia en los grafi-
cos A 'y B- para el sexo hembra y macho se comport6 de
un 7 a 20 %; en las lesiones secas se comportaron a 13 a
27 % y se caracterizaron por alopecia, descamacion, eri-
tema, prurito, foliculitis aislada y otitis externa. La gene-
ralizacion exudativa del proceso, fue la forma clinica que
predomino sobre el resto, manifestandose de 27 al 20 %
en ambos sexos. Estas se acompafiaron también de otitis
externa, depilacion, erosion, foliculitis, exudado hemor-
ragico-purulento, costras y prurito, asi como de un olor
fétido que evidenciaba la presencia de contaminacion se-
cundaria. Los animales implicados presentaron sintomas
de afectacion general, mostrando decaimiento, fiebre (40
a 41°C), inapetencia y linfadenitis de las extremidades

posteriores.

La pododemodicosis se presentd como forma clinica in-
dependiente de la forma generalizada, se manifestd por
lesiones eritematosas, alopecia y edema en los espacios

interdigitales, con 13 a 20 %

En los animales afectados predominaron las formas clini-
cas exudativas: localizada humeda y generalizada hume-

da en ambos sexos.



En el raspado de piel de los perros diagnosticados con
demodicosis en ambos sexos, se observaron diversos es-
tadios de acaros del género Demodex, cuya morfologia
caracteristica coincide con lo reportado por Reyes (2000),
que refiere que los 4caros del género Demodex son pe-
queiios, alargados, desprovistos de cerdas, de aspecto ver-
miforme, que terminan alargados en punta. Comunica que
el género se divide en varias especies que difieren poco
morfologicamente, pero que son especificas para deter-
minados hospederos, siendo Demddex canis la que afecta
al perro, alcanzando tallas de 300 x 40 pm el ejemplar
adulto, y los huevos de 70 — 90 x 18 — 25 um.

Se evidencia en el grafico 3 el nimero de parasitos en ani-
males tratados y no tratados, teniendo en cuenta todas sus
formas vitales (larvas, ninfas, huevos y adultos), segun el
nimero de parasitos.

Se muestra en el grafico 2 la evolucion clinica de los ani-
males en estudio, con el 17 % de lesiones leves, un 33 %

de severo y un 50 % de moderado.

Diagnostico microbioldgico.

Con este resultado se demuestra que las heridas presen-
taron infecciones secundarias, como suele suceder en
algunos casos clinicos con lesiones dérmicas originadas
por el gusano barrenador, tal como lo refiere Domin-
guez, (2002).

Durante cada aplicacion del medicamento se observa con
frecuencia la presencia de pus en algunas heridas de los
animales, en todos los grupos investigados, y en la me-
dida en que la concentracion del producto aumentaba, el
numero de animales con lesiones virulentas y cantidad de
pus disminuian, resultados similares a los logrados en el
tratamiento con hojas del arbol del Nim en lesiones dér-
micas originadas por el gusano barrenador reportados por
Séez, (2003).

En el analisis bacteriologico se constata el crecimiento
de colonias blancas no hemoliticas, redondas con bor-
des definidos Gram (+), morfolégicamente compatibles
con genero Staphilococcus albus; esta bacteria es consi-
derada microflora normal de la piel, convertida en estos

casos en patdgena oportunista. Figura 3

Aunque Ingraham, y col. (1998) sefialaron que hasta hace
poco tiempo los Staphilococcus que habitan normalmen-

te en la piel eran considerados inocuos, en la actualidad

se ha comprobado que cualquier especie puede convertir-
se en patdgeno, lo que se confirma en esta investigacion,
observandose ademas, que los animales evolucionaron
12 dias después de la recuperacion, clinica resultando

negativos los exudados segregados de la piel.

Los resultados de esta investigacion concuerdan con lo
reportado por Rajeev, (2009), el cual comprobo que las
hojas del arbol del Nim poseen propiedades anti-bacte-
rianas y que detiene el crecimiento de Mico bacterias, y
que las hojas pulverizadas con un extracto acuoso elimi-

nan la dermatitis, sarnas e infecciones semejantes.

La investigacion practicada esta en consonancia con los
estudios preliminares en laboratorios, que demuestran
que el aceite del Nim ha tenido efectos significativos so-
bre varias cadenas de bacterias Gram positivos y Gram
negativos, y que uno de los compuestos medicinales del
Nim ha demostrado efectividad antibacteriana contra
varios microorganismos como Staphilococcusaeureus,
que causa la peritonitis, cistitis y meningitis, que es eli-
minada o puesta inactiva con dosis pequefias de aceite
del Nim. (Puri, 1999; Ibarra, 2003; Madruga, 2004)

Procedimiento estadistico para el estudio in vivo.

Comparacion de los tratamientos entre niveles de con-

centracion.

En cuadro II, el asterisco que se encuentra al lado de los
5 pares, indica que éstos muestran diferencias estadistica-
mente significativas con un nivel del 95,0% de confian-
za. A partir de estos resultados, se pude inferir que los
tratamientos aplicados muestran diferencias respecto al
de control o placebo. Sin embargo, existe una igualdad

estadistica entre los tratamientos A 'y el B.

Contraste de medias de los tratamientos de la prueba de
Multiple Rangos para los tratamientos a diferentes nive-
les de concentracion.

El grafico de medias, de la figura 5, corrobora la posible
igualdad entre los tratamientos A y B, mientras que los
restantes indican diferencias en dias de recuperacion res-
pecto a los tratamientos anteriores y en si. Esto se debe
por la coincidencia parcial o total entre los rangos de va-
riabilidades de los mismos.
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Figura 5. F) Grafico Medias de la prueba de multiples ran-

gos del contraste entre dias.

Comparacion de los tratamientos entre sexos.

En la tabla IV aparece el analisis de la comparacion entre
los sexos por tratamientos. Todos los casos mostraron di-
ferencias estadisticas significativas para un nivel de con-
fianza del 95 %, lo que indica que entre los sexos existen
niveles de recuperacion y respuestas a los tratamientos
diferentes.

Contraste en la prueba de multiples rangos de la compa-

racion de los tratamientos respecto al sexo.

En la figura 6 se demuestra el comportamiento de las recu-
peraciones medias con sus variables entre los sexos. Los
resultados estan en concordancia con lo reportado en la
literatura, presentando el sexo femenino recuperaciones
mayores. Solo en el tratamiento al 10 % se mostraron su-
periores los machos, debido al grado de afectacion en las
hembras respecto a estos, no obstante observarse que la
diferencia es minima, a pesar de que Nayak y col. (1997)
no encontraron diferencias en cuanto al sexo de los ani-
males afectados. Sin embargo, Simén y Vergara, (2007)
encontraron una proporcion de hembras enfermas (53%)
mayor que los machos (47%), obteniéndose resultados
similares, lo que puede estar influido por los eventos es-
tresantes que acontecen de manera sistematica en las hem-

bras: celo, parto, lactancia y pseudogestaciones.
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Figura 6. G) Comportamiento de medias de las recupera-

ciones respecto a los sexos.

Comparacion de los tratamientos por tasas de recupera-

cion

El analisis de contraste de la diferencias minimas signi-
ficativas indican que existen diferencias reales entre los
tratamiento A y C, asi como entre B y C, corroborando la
igualdad estadistica de los dos primeros tratamientos. Los
resultados estadisticos se muestran en el cuadro XII.

Prueba de contraste de las tasa de recuperaciones de los

tratamientos.

Durante cada aplicacion del biopreparado, se son fre-
cuencia la presencia de pus en algunas heridas de los
animales, en todos los grupos investigados, y en la me-
dida en que la concentracion del producto aumentaba,
el nimero de animales con lesiones purulentas y can-
tidad de pus disminuian. Resultados similares obtuvie-
ron Parra y col. (1994), que demostraron que extractos
del Nim a una concentracion de 1 y 10 % fue efectiva
sobre las larvas de M. Latines en el tercerestadio, con
una efectividad entre 93 y el 100 % de eficiencia, como

insecticidas acumulativos sobre esta especie de plaga.

Resultados del andlisis economico y toma de decisiones

En el cuadro VI se calcul6 el costo de produccion de un
litro de AE Nim para los diferentes niveles de concentra-

cion de los tratamientos estudiados.

Estadisticamente se mostrd una tasa de recuperacion di-

ferente para al tratamiento C, que presenta una media 5,1



dia. Esto es 1,67 dias de diferencia respecto al tratamiento
B y de 2,67 dias para A. Al analizar el coste de produc-
cioén de un kg del medicamento al 20 %, este asciende a
€ 1053,33. Sin embargo, para el 10%, el coste significa €
342,87 menos, por lo que la relacion costo/beneficio indi-
ca que es conveniente la fabricacion del medicamento al
10%. (Ver cuadroVI)

Calculo del gasto de los tratamientos por animal

Teniendo en cuenta que en los analisis estadisticos rea-
lizados para los dias de recuperaciones y las tasa de re-
cuperacion no mostraron diferencias significativas entre
los tratamientos al 1% y el 10%, y considerando el gasto
de produccién/tratamiento/animal de € 110,14, se justifica
adecuadamente, desde el punto de vista clinico, toxico-
logico y economico el empleo de la formulacion al 1%
de concentracion. El ahorro econémico estaria dado sobre

los € 943,19 por tratamiento para cada animal afectado.

Pérez (2002)y Estrada (2003)sefalaron que el Nim pre-
senta como compuesto activo mas importante la azadi-
rachtina, que interfiere en la metamorfosis de las larvas
de los insectos, evitando que se desarrollen en crisalidas
y por tanto mueran sin producir una nueva generacion,
al interferir el proceso de la fecundacion y la salanina,
que actia como repelente contra insectos; conociendo que
varios extractos del Nim actiian en diversos insectos de

diferentes maneras:

» Destruyendo e inhibiendo el desarrollo de hue-

vos, larvas o crisalidas.
» Bloqueando la metamorfosis de larvas o ninfas.

» Destruyendo su apareamiento y comunicacion

sexual.
» Repeliendo a larvas y adultos.
» Impidiendo a larvas poner huevos.
»  Esterilizando adultos.
» Envenenando a larvas y adultos.
» Impidiendo su alimentacion.

» Bloqueando la habilidad para tragar (reduciendo

la movilidad intestinal).

» Enviando mayores errores a su metamorfosis en

varios periodos de desarrollo del insecto.

» Inhibiendo la formacién de quitina (material del

que se compone el esqueleto del insecto).

Impide que se realicen las mudas, necesarias para entrar
en la siguiente etapa del desarrollo, actuando como regu-

lador de crecimiento del insecto.

El tratamiento aplicado en forma de emulsion demostrd
tener marcada efectividad, coincidiendo con Sara, (2004)
al sefialar que en las semillas de Nim se encuentra la
mayor concentracion de sustancias activas.

Los resultados de esta investigacién estan en consonan-
cia por lo reportado por Montafiez, 2005 que plante6 que
el producto mas valioso de la semilla es el aceite, que
contiene azadirachtina (sustancia principal insecticida),
presente en todas las partes del arbol de Nim, existiendo
evidencias positivas en las concentraciones del 10 % al 20
% como muestra el grafico en los grupos tratados.

No se coincide con lo planteado por Estrada, (2003)
cuando refiere que una pasta cicatrizante con una concen-
tracion al 100% de Nim es muy efectiva en el tratamiento
de algunas patologias entre las cuales se encuentra sarna
demodécica. En este experimento se demuestra que con
concentraciones al 1 %, 10 % y 20% se obtienen resulta-

dos favorables.

Conclusiones

1. Elaceite esencial a dosis de 1 al 20 % elimina
el acaro Demodex canis.

2. El aceite esencial obtenido de las semillas del
Azaridachta Indica entre el 1-20%presenta alta
efectividad para el control del acaro Demddex
canis agente causal de la Sarna Demodécica.

3. Se demostrd que el propilenglicol es adecuado
como solvente para la formulacion del biopre-

parado.
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