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RESUMEN

La gnathostomosis representa un problema de salud publica en el estado de
Nayarit. Una gran cantidad de pacientes infectados con larvas de Gnathostoma binucleatum
se han diagnosticado clinicamente con gnathostomosis cutanea. Entre 1995 y 2005 se
registraron oficialmente 6,328 casos clinicos, lo que ubica al estado de Nayarit como la
principal zona endémica del pais. Tomando como base los antecedentes, se plante6 como
objetivo general estudiar el ciclo bioldgico de Gnathostoma binucleatum en condiciones
naturales y experimentales en la laguna de Agua Brava, ya que el ciclo no se ha descrito
completamente en México, su conocimiento sera la base teorica para la formulacion de
programas de prevencion y control de la enfermedad.

En la busqueda de larvas de tercer estadio avanzado (L3A) de G. binucleatum, se
muestrearon peces (n = 5,700), aves (n = 31) y tortugas (n = 247) de la laguna de Agua
Brava localizada en la zona norte del estado de Nayarit. Las especies de pescado: Cathorops
fuerthi (4.8%), Pomadasys macracanthus (1.8%), Mugil curema (2.1%) y Dormitator
latifrons (2.6%), se encontraron infectadas con larvas de tercer estadio avanzado (L3A) de
G. binucleatum. Las especies Oreochromys aureus y Chanos chanos resultaron negativas.
Se detectaron L3A en 2 de las aves muestreadas, en Ardea herodias (garzén cenizo) se
encontrd una larva enquistada y en Casmerodius albus (garzén blanco) se encontraron tres.

Las especies de tortugas Kinosternun integrum (79.1%) y Trachemys scripta
(52.5%) resultaron infectadas con larvas L3A de G. binucleatum. Se muestrearon 13
mapaches y 12 tlacuaches en zonas aledarias a la laguna de Agua Brava, y a la necropsia se
revisaron exhaustivamente los organos de cavidad toraxica y abdominal, en especial del
aparato gastrointestinal y no se detectaron nddulos o parasitos adultos de la especie en
estudio. Para determinar la morfometria de las larvas, se midieron 30 larvas obtenidas de
peces y 30 larvas obtenidas de tortugas. No se observaron diferencias morfoldgicas ni
morfomeétricas entre ellas, por lo que concluimos gue se trata de la misma especie. Estudios
adicionales de microscopia electronica de barrido, no revelaron diferencias morfoldgicas
entre larvas y adultos obtenidos de perros y gatos experimentalmente infectados.

L3A obtenidas de pescados y tortugas fueron sometidas a diferentes tratamientos
fisicos para evaluar su efecto sobre la viabilidad de las mismas. Se observé que la
congelacion mato a todas las larvas a partir de las 48 horas. La refrigeracion elimind el total
de larvas hasta los 30 dias. La ebullicion mato el total de larvas en 4 minutos. El asado



(tatemado) de pescado matd las larvas a los 40 minutos. Las larvas tratadas con jugo de
limon (pH=2.5) murieron a los 5 dias de exposicion.

Se inocularon por via oral con L3A de G. binucleatun, 8 perros y 13 gatos de 2 a 4
meses de edad y de raza no definida. Se detectaron 3 perros con fases juveniles y uno con
parasitos adultos dentro de un nédulo gastrico. Este perro elimind huevos durante 3.5 meses
y el periodo de prepatencia fue de 5.5 meses. Un fragmento de parasito adulto fue
secuenciado (DNA ITS2 ribosomal), las divergencias obtenidas (0.48%) se alinearon con
las divergencias del Genbank para G. binucleatum y se determind que la especie
correspondié a G. binucleatum. Dos de trece gatos resultaron infectados con parasitos
juveniles. La inoculacion de perros y gatos con L3A de G. binucleatum indujo la produccion
de anticuerpos. Se estandariz6 la técnica de ELISA y se obtuvieron las cinéticas de
produccion de anticuerpos en perros y gatos infectados experimentalmente. Como
complemento se compard la cantidad de anticuerpos sericos de la clase 1gG contra antigenos
de L3A (AgL3A) y de gusanos adultos (AgGA) de G. binucleatum en perros de una zona
endémica y perros de una zona libre. Los perros de una zona no endémica presentaron
menores (P>0.05) niveles de anticuerpos contra AgL3A que los perros de la zona endémica
de Nayarit. No se observaron diferencias significativas (P>0.05) de los niveles de
anticuerpos contra AgGA entre los perros de la zona endémica y los perros de una zona no
endémica

A partir de la eliminacion de huevos por el perro infectado, se obtuvieron larvas de
primer estadio y se utilizaron para infectar copépodos (Mesocyclops longicetus) y larvas de
dipteros (Familia: Chironominae). Este trabajo aporta datos importantes sobre el ciclo
biolégico de Gnathostoma binucleatum y ofrece alternativas de prevencion para el control
de la gnathostomosis humana en el estado de Nayarit. Para finalizar, es importante recalcar
que la informacién generada en esta investigacion, debe ser aplicada en los sectores
relacionados con la salud publica, turismo y la industria pesquera (captura, almacenamiento,
transporte, procesamiento y comercializacién de pescado), de tal manera que esta se
traduzca en un bienestar social para el mejoramiento de la economia y salud de la poblacién
del estado de Nayarit.



INTRODUCCION

Generalidades

La gnathostomosis es una zoonosis frecuente en paises de Asia, Europa, Africa y
América, principalmente en Tailandia y Japén. ElI hombre desarrolla la enfermedad por
consumir pescado crudo (sushi, sashimi, cebiche, callos) infectado con larvas de tercer
estadio avanzado L3A de Gnathostoma spinigerum, especie responsable del alto registro de
pacientes infectados en Asia. Las manifestaciones clinicas provocadas por la migracion
erratica en el organismo humano, tienen presentacion dermatolégica, visceral, ocular o
neuroldgica, en este ultimo sitio las consecuencias pueden ser fatales (Miyazaki, 1960;
1991; Pelédez y Pérez-Reyes, 1970; Martinez-Cruz et al. 1989).

Prommas y Daengsvang (1933; 1937), estudiaron el ciclo bioldgico de G. spinigerum y
determinaron que los copépodos Cyclops y peces de agua dulce, participan como primeros y
segundos hospederos intermediarios. Los anfibios, reptiles y aves silvestres como
hospederos paraténicos. Los perros, gatos y felinos silvestres como hospederos definitivos,
y el hombre como un hospedero accidental.

Owen (1836), encontro el parasito adulto en estbmago de un tigre de bengala
fallecido en un zoolo6gico de Londres y lo identificO como Gnathostoma spinigerum. A
partir de ahi se le encontrd parasitando perros, gatos y felinos salvajes en la India, Filipinas,
Viet-nam, China, Tailandia, Palestina, Japon, Australia y Siam, (Prommas y Daengsvang,
1933 ). También se le encontré en leopardos, perros y gatos domésticos en Dacca
Bangladesh, (Bashirullah, 1972; Chellappa 1978). En gatos salvajes Prionodon linsang de
Malasia (Boo, 1976) y en gatos ferales del sur de New Gales, (Beveridge et al. 1978). En
América se encontraron variantes de esta especie en mapaches Raccoon spp del sur de
Georgia Estados Unidos, (Babero y Sheperson, 1958; 1959). En tlacuache Opossum
Didelphis marsupialis de Jaltenango, Chiapas, México (Caballero, 1958) y en perros de
Ecuador, (Ollague et al. 1988).



Se han identificado mas de 20 especies de Gnathostoma spp, en distintos paises del
mundo, de las cuales Daengsvang (1980), reconoce 12 como las unicas validas, el resto las
considera sindnimas de estas y las describe enlistadas con el nombre cientifico de su
especie, el primer descubridor, sitio anatomico de su localizacion, hospedero definitivo
correspondiente y el pais de su hallazgo. Gnathostoma spinigerum, (Owen, 1836), se
encontrd en el estbmago de un tigre de bengala (Felis tigres), en Londres; Gnathostoma
hispidum (Fedchenko, 1872), en el estbmago de cerdos silvestres y domésticos (Sus scrofa
ferus) y (Sus scrofa domesticus) en Turkestan y Hungria; Gnathostoma turgidum (Stossich,
1902) en el estdbmago de tlacuache (Didelphis azarae) en Argentina. Gnathostoma
americanum (Travassos, 1925) en (Felis tigrina) de Brasil; Gnathostoma doloresi
(Tubangui, 1925), en estomago de cerdo domestico (Sus scrofa domesticus) en Filipinas;
Gnathostoma nipponicum (Yamaguti, 1941), en es6fago de comadrejas (Mustela sibirica
itatsi) de Japdn. Gnathostoma procyonis (Chandler, 1942), en estomago de mapache
(Procyon lotor lotor) de EE.UU.AA.; Gnathostoma miyazakii (Anderson, 1964), en rifidén
de nutria (Lutra c. canadensis) de Ontario Canada. Gnathostoma vietnamicum (Le-van-
Hoa, 1965), en rifion de nutria (Lutra elioti) de Vietnam. Gnathostoma malaysiae
(Miyazaki y Dunn, 1965) en estomago de ratas (Rattus surifer) de Malasia; Gnathostoma
didelphis (Chandler, 1932), en higado de mapaches (Didelphis virginiana) de EE.UU.AA;
Gnathostoma brasiliense (Ruiz, 1952), en higado de nutria (Lutreolina crassicaudata) de
Brasil. Recientemente se identificaron dos nuevas especies de Gnathostoma en México:
Gnathostoma binucleatum (Almeyda-Artigas, 1991), encontrada en estbmago de un ocelote
(Felis pardalis) en la cuenca baja del rio Papaloapan, Oaxaca-Veracruz, México y
Gnathostoma lamothei (Bertoni-Ruiz, et al 2005), en estdbmago de mapache (Procyon lotor

hernandezii) en Tlacotalpan, Veracruz, México.

Cinco de las 14 especies identificadas G. spinigerum, G. hispidum, G. doloresi, G.
nipponicun y G. binucleatum, estan relacionadas con la gnathostomosis humana, de estas
especies G. spinigerum es el principal agente etiolégico de la gnathostomosis en Asia
(Miyazaki, 1954; 1966; 1991) y G. binucleatum en México y probablemente en América
(Almeyda, 1991; Almeyda, et al. 2000; Ledn Regagnon, et al. 2002 ).



De acuerdo con Miyazaki (1991), el primer caso clinico de gnathostomosis humana,
fue reportado por Levinsen en 1889 en una mujer indigena de la raza Thai en Bangkok
Tailandia, provocado por larvas de tercer estadio avanzado L3A de Gnathostoma
spinigerum, muchos casos mas, fueron registrados en Tailandia, Japén, India, Palestina,
Malasia, Corea, Australia, China e Indonesia, teniendo como antecedente el consumo de
pescado crudo o parcialmente cocinado como sushi 0 sashimi Miyazaki, (1966). Estudios
epidemioldgicos realizados demostraron que las especies (peces) Ophicephalus argus,
Misgurnus anguilicaudatus, Ciprinus auratus, (60-100%) y Gallus gallus domesticus,
participan como vectores de la gnathostomosis en Japon, las ranas y reptiles en Malasia,
(Daengsvang, 1980). Las ranas (92%), anguilas (80%) y pescado (37%) en Tailandia
(Miyazaki, 1966; Daengsvang, 1982; Wallace and Wuilles, 1989; Salfelder, 1992).

Las especies de Gnathostoma spp, que afectan la salud humana en Asia, se han
localizado causando dafio en la cdmara anterior del ojo (Chen, 1949), sistema nervioso
central (Chitanondh y Rosen, 1967; Punyagupta et al. 1968; Bunnag et al. 1970; Boongird
et al. 1977; Kawamura et al. 1983), en mano (Prommas y Daengsvang, 1973), pared
abdominal (Margono et al. 1978; Ando et al. 1988), cérvix uterino (Hadidjaja et al. 1979),
torax (Pinkus et al. 1981; Sato y Hanada, 1992), en seno (Tesjaroen et al. 1990), pulmon
(Miyamoto et al. 1994).

Los primeros casos clinicos de gnathostomosis en México, fueron registrados por
Pelaez y Pérez-Reyes (1970). El primer caso se encontr6 en la camara anterior del ojo y el
segundo en la pared abdominal. En el estado de Sinaloa Baquera, et al. (2002), report6 un
caso de gnathostomosis ocular, al igual que Barcelata, (1988), en Tierra blanca Veracruz.
Dos casos oculares mas fueron registrados en el estado de Aguascalientes (Gémez, et al.
2004) y en Acapulco Guerrero se reportaron cuatro casos con confirmacion histologica
(Pérez-Polito et al. 1995). En el contexto mundial se compilaron 61 casos de
gnathostomosis ocular de los cuales 33 se presentaron en hombres, 20 en mujeres y en 8 no
se sefiald el sexo de los pacientes (Lamothe, 2006). Tres casos dermatoldgicos fueron
reportados en el Perd con localizacion en abdomen, torax y cara (Villar, 2004). En Baja
California y Colima, México; se han registrado pacientes infectados con Gnathostoma spp,

procedentes del estado de Nayarit (Lamothe, 2003; Garcia, 2005), este fendmeno se



present6 en una paciente de los EE.UU.AA, procedente de Tailandia, denominandosele a

ésta como la enfermedad del viajero (Rusnak y Lucey, 1992).

Taxonomia

De acuerdo con Daengsvang (1980), el parédsito pertenece al Phylum:
NEMATHELMINTHES, Clase: NEMATODA Rudolphi (1808), Orden: EUNEMATODA
Ward (1916), Superfamilia: SPIRUROIDEA Railliet y Henry (1915), Familia:
GNATHOSTOMIDAE Railliet (1895), Subfamilia: GNATHOSTOMINAE Baylis y Lane
(1920), Genero: Gnathostoma Owen, (1836).

Morfologia de larvas L3A.

Las L3A de Gnathostoma spinigerum se localizan enquistadas en musculo de sus
hospederos intermediarios y paraténicos, miden de 2 a 4 mm de longitud, la cabeza o bulbo
cefalico presenta 4 hileras concéntricas de ganchos con una sola punta que varian en
numero y tamafio, internamente contiene cuatro bayonetas que se comunican con los sacos
cervicales, dentro de los cuales se desplaza un liquido que favorece la dilatacion y
retraccion del bulbo, presenta un estrechamiento cervical denominado cuello, la boca
presenta labios fuertes con un par de papilas cada uno y entre ambas papilas se localizan
los anfidios o receptores sensoriales (figura 1). La cuticula del cuerpo es transparente,
presenta estrias transversales con espinas de una sola punta que en el tercio anterior son
mas densas y disminuyen gradualmente su tamafio conforme se acercan al extremo
posterior, un par de papilas cervicales se localizan en el extremo anterior del paréasito en la
hilera 14 (Daengsvang, 1982; Miyazaki, 1991).

Dorsalmente al esdfago se observan cuatro sacos cervicales, el poro excretor se
localiza en la superficie ventral un poco abajo de la papila cervical entre las hileras 20 a 21,
el intestino es de conformacion gruesa y contiene granulos de color rojo sangre, el extremo

caudal es parcialmente afilado y la abertura anal subterminal (Anantaphruti et al. 1982).



Figura 1. Larva 3 avanzada de Gnathostoma spinigerum 1. vista lateral del cuerpo: L:
labios C: sacos cervicales G: linea lateral H: bulbo cefalico O: es6fago P: papila
cervical E: poro excretor I: intestino V: vulva A: ano. 2. - vista lateral de
ganchos del bulbo cefélico 3. - vista frontal de ganchos del bulbo cefalico 4. - espinas
cuticulares con una sola punta, tomado de Miyazaki, (1954).

Morfologia de parasitos adultos de G. binucleatum

Los parésitos adultos de Gnathostoma spinigerum se localizan formando nodulos en
la submucosa gastrica de sus hospederos definitivos (perros, gatos, felinos silvestres), los
gusanos machos en mamiferos de talla grande (Felis tigris), miden de 11 a 25 mm de
longitud y las hembras de 25 a 54 mm, mientras que en mamiferos de talla pequefia, el
tamano de los gusanos es menor (Cheng, 1973; Chester et al. 1994).

El bulbo cefalico presenta de 8 a 11 hileras concéntricas de ganchos triangulares
agudos y curvos no muy largos de base mas 0 menos ancha, la boca de posicion media en
el bulbo, esta provista de un par de labios fuertes (trilobulados), cada uno presenta un par
de papilas labiales y entre ambas papilas se localizan los anfidios o receptores sensoriales
(Faust, 1974). El esofago presenta una porcion muscular delgada y otra glandular mas
ancha, el intestino es un tubo de paredes mas o menos gruesas, de color rojo y manchas de

color café obscuro (Daengsvang, 1982) .



Los gusanos son de conformacion gruesa, de color rojizo (pseudoceléma) y sus
extremos se encuentran curvados hacia su posicion ventral, el cuerpo presenta estrias
transversales con espinas cuticulares que en la region anterior tienen en su mayoria de 3a 4
puntas y pocas con 5, siendo la espina central mas grande. Estas espinas disminuyen a tres
puntas y se extienden mas alla del esofago, hacia la region media disminuyen a 2 y una
puntas y conforme se acercan al extremo posterior son mas pequefias y tienden a
desaparecer (Miyazaki, 1954).

El extremo posterior del macho es la region mas importante para identificar las
especies de Gnathostoma a nivel morfoldgico, este presenta cuatro pares de papilas
laterales de tamafio grande y cuatro pares mas pequefias en posicion ventral; la cloaca esta
desprovista de espinas y presenta un area en forma de Y a través de la cual se observa
perfectamente las desembocaduras del intestino y del conducto eyaculador (Figura 2). Un
par de espiculas copuladoras (desiguales) salen de la cloaca, la mayor mide de 3.5a 11 mm
de longitud y la menor de 0.4 a 1.05 mm (Miyazaki, 1954; 1966).

Figura 2. Morfologia de un macho adulto de Gnathostoma spinigerum. Regién
anterior: L labios trilobulados, H bulbo cefélico, A, B, C, D, distribucion de
espinas cuticulares. Extremo posterior: 1-4 papilas laterales grandes y
pedunculadas. A, B, C, D, papilas ventrales pequefias, K abertura cloacal y L
lineas espinosas (tomado de Miyazaki, 1960).



El aparato genital masculino estd compuesto por un testiculo que se une al
conducto deferente y la vesicula seminal desemboca en el conducto eyaculador. La
hembra presenta una vulva situada en la porcion media y ventral del cuerpo, la vagina

es larga y el Gtero doble, (Daengsvang, 1982).

Los huevos son ovales, su color varia de amarillo verdoso a café obscuro y son
transparentes, presentan uno o dos blastomeros en el momento de su eliminacion, la
superficie esta irregularmente marcada con finas granulaciones que a la microscopia de
barrido se observan como hoyos (Miyazaki, 1960). El promedio de 100 huevos medidos en
perros y gatos varié de 55.9 a 79.0 um de largo por 34.6 a 42.6 um de ancho y presentan un

opérculo en uno de sus extremos por donde escapa el embrion (Chellappa, 1970).

Las larvas de primer estadio emergen por el opérculo del huevo y son muy activas,
estan cubiertas con una delicada vaina transparente mas grande que la misma larva, miden
aproximadamente 0.3 mm de longitud, y no presenta estriaciones transversales sino arrugas

cuticulares (Miyazaki, 1991).

Distintos factores morfolégicos son importantes para identificar las especies de
Gnathostoma sp. a nivel morfologico, en los machos se toma en cuenta el nimero de
hileras concéntricas de ganchos en el bulbo cefélico, localizacién de la papila cervical,
forma y distribucion de espinas cuticulares en el cuerpo (patrén de espinas), numero de
papilas cloacales en el extremo posterior, forma y tamafio de las espiculas reproductivas.
En las hembras a diferencia de los machos, se toma en cuenta la localizacion de la vulva y
el numero de opérculos en los huevos. En la figura 3, se observa que en G. turgidum y G.
doloresi los huevos presentan un par de opérculos y el resto de las especies solo presentan
uno (Miyazaki, 1960).



Figura 3. Diferencias morfol6gicas y patron de espinas cuticulares entre seis hembras adultas
del genero Gnathostoma: s G. spinigerum, h G. hispidum, t G. turgidum, d G. doloresi, n G.
nipponicum, p G. procyonis (tomado de Miyazaki, 1966).

Ciclo biologico

Gnathostoma spinigerum es el principal agente etioldgico de la gnathostomosis
animal y humana en paises de Asia (Tailandia, Japdn). Es la Unica de las 14 especies
identificadas en el mundo, de la cual su ciclo biolégico se encuentra claramente estudiado,
razén por la cual se utiliza como referencia para describir el resto de las especies del genero
Gnathostoma en las que su ciclo bioldgico no se ha descrito completamente, y entre ellas se
incluye a la especie G. binucleatum. Los perros, gatos, y felinos silvestres participan como
hospederos definitivos, desarrollan la enfermedad por consumir peces, anfibios, reptiles o
aves silvestres, infectados con L3A que actian como hospederos intermediarios y
paraténicos. Las larvas ingeridas son liberadas de su cubierta quistica por accion de los
jugos gastricos, e inicialmente atraviesan el estdbmago para llegar al higado, y después
migran en el tejido conectivo en donde crecen, y ya casi maduras regresan al estbmago,
perforandolo de nuevo y se establecen en la submucosa en donde forman nddulos, dentro

de los cuales maduran a su estadio adulto en un término de 6 a 8 meses después de la
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infeccion, los nddulos se comunican con el lumen gastrico a través de una pequefia abertura

de 1 a2 mm de largo (Prommas y Daengsvang, 1937; Soulsby, 1987; Ollague et al. 1984).
Los nematodos sexualmente maduros ahi se reproducen y a través de las heces

eliminan huevos fértiles al ambiente a los 100 dias 0 mas postinfeccién, diseminandose en

lagos, lagunas, presas, rios, para continuar su desarrollo, (Miyazaki, 1954).

Los huevos maduran en el agua a 27 °C y en un lapso de 5 a 7 dias, liberan larvas
de primer estadio (L1), estas larvas presentan una vaina que les confiere proteccion al
ambiente, y miden 0.3 mm de longitud. La larva nada activamente en el agua hasta ser
ingerida por los copépodos Cyclops strenuus, Cyclops vicinus, Mesocyclops leuckarti o
Eucyclops serrulatos, que actGan como primeros hospederos intermediarios (Miyazaki,
1960), de no ser asi las larvas mueren en 48 a 72 horas, (Chellappa, 1970). Las larvas
ingeridas, contindan su evolucion en el hemocéle del crustdceo como larvas de segundo L2
y tercer estadio temprano L3T en 7 a 10 dias después de la ingestion, alcanzando una

longitud aproximada de 0.5 mm (Prommas y Daengsvang, 1933).

Cuando los crustaceos infectados son ingeridos por peces de agua dulce Clarias
batrachus,  Ophicephalus striatus, (Prommas y Daengsvang, 1933; 1936; 1937).
Glossobius giurus, Therapon argenteus, (Africa Refuerzo y Garcia, 1936 a; 1936 b), las
L3T son liberadas en el estdmago y lo atraviesan para llegar al higado y en 30 dias 0 mas se
enquista en el musculo como larva de tercer estadio avanzado L3A siendo la forma
infectiva para el hombre y animales, las larvas permanecen ahi por tiempo indefinido hasta

ser ingerida por un hospedero definitivo, donde alcanza su estadio adulto (Miyazaki, 1966).

El ciclo bioldgico se puede alterar cuando los peces infectados, son devorados por
anfibios, reptiles o aves ictiofagas que actian como hospederos paraténicos o de transporte.
En estos animales las larvas se reenquistan en el mdsculo y permanecen ahi sin
evolucionar, pasando de un animal a otro por la depredacion, de esta manera se mantiene y
propaga la vida del parasito en la naturaleza por un fenémeno conocido como paraténesis,

complicando asi cualquier medida de prevencion y control del nematodo (Miyazaki, 1960).
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Figura 4. Ciclo biol6gico de G. spinigerum. Los copépodos Cyclops y peces de agua dulce, participan
como primeros y segundos hospederos intermediarios. Los anfibios, reptiles y aves ictiéfagas, participan
como hospederos paraténicos. Los perros, gatos y cerdos, participan como hospederos definitivos y el
hombre como un hospedero accidental (tomado de Miyazaki, 1991).

El resto de las especies de Gnathostoma sp, que tienen importancia médica, son
menos frecuentes que Gnathostoma spinigerum, de ahi que su ciclo bioldgico no se conoce
completamente, sin embargo usan diferentes hospederos lo que sin duda repercute en
diferencias epidemiologicas para cada una de las especies que participan en el ciclo.

Gnathostoma hispidum; los cerdos domésticos (Sus scrofa domesticus) y cerdos
salvajes (Sus scrofa ferus) actGan como hospederos definitivos en paises como Hungria,
Australia, Vietnam, Taiwan y Japdn (Chester, 1994). Las especies de copépodos
(Mesocyclops leuckarti) y (Cyclops varicans), actuan como primeros hospederos
intermediarios. Los peces de agua dulce (Anabas spp), (Ophicephalus striatus) y
(Misgurnus anguillicaudatus) actian como segundos hospederos intermediarios para el
hombre, (Sato y Hanada, 1992). Los anfibios, reptiles, aves ictiéfagas o roedores actdan
como hospederos paraténicos. Morfologicamente el parasito adulto es mas corpulento que
G. spinigerum, presenta 10 anillos de ganchos en el bulbo cefélico, las espinas cuticulares
se extienden hasta la extremidad caudal (Miyazaki, 1991; Ando et al. 1992).
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Gnathostoma doloresi; los cerdos domesticos (Sus scrofa domesticus) y cerdos
salvajes (Sus scrofa leucomystax) actian como hospederos definitivos en Filipinas,
Tailandia, Japon, India, Nueva Guinea, Vietnam, Singapur, Japon y Taiwan (Miyazaki,
1960; Prommas y Daengsvang, 1982). Los copépodos Mesocyclops leuckarti, Eucyclops
serrulatus, Cyclops vicinus y Cyclops strenuus, actlan como primeros hospederos
intermediarios en Japon, (Miyazaki, 1960). Los hospederos intermediarios son peces de
agua dulce del género Lepomis macrochirus (blue-gill). Los reptiles Agkistrodon halys y
anfibios actian como hospederos paraténicos (Ogata, 1988; Nawa 1989). Los machos de
esta especie miden de 14 a 18 mm de longitud y las hembras de 20 a 30 mm el bulbo
cefalico presenta de 9 a 10 hileras concéntricas de ganchos, el tercio anterior del cuerpo es
méas delgado que los dos tercios posteriores y los huevos presentan dos opérculos
(Miyazaki, 1954).

Gnathostoma nipponicum; las comadrejas (Mustela sibirica itatsi) y (Mustela
sibirica coreana), actian como hospederos definitivos en Japon (Miyazaki, 1960; Ando et
al. 1992). Los peces de agua dulce (Misgurnus anguillicaudatus) y (Silurus asotus)
importados de Taiwan, China y Corea, actian como hospederos intermediarios para el
hombre (Ando et al. 1988).

Los caracteres morfolégicos son parecidos a G. spinigerum en la extension de sus
espinas cuticulares excepto el extremo posterior, el macho joven presenta 7 hileras
concéntricas de ganchos en el bulbo cefélico, las hembras adultas miden de 2.9 a 3.4 cm de
longitud y 2.0 a 2.3 cm en los machos. Las L3A de G. nipponicum son la Unica especie que
presentan tres hileras concéntricas de ganchos en el bulbo cefalico (Sato y Hanada, 1992).
La localizacién de los nddulos en el estomago varia segun la especie de Gnathostoma, en la
Figura 5 se presenta la localizacion de las especies estudiadas.
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Figura 5. Localizacién anatomica de nddulos formados, por los gusanos adultos en los
hospederos definitivos. a G. spinigerum, b G. hispidum, ¢ G. doloresi, d G.
nipponicum (tomado de Miyazaki, 1966).

Epidemiologia
Hospederos definitivos

Una gran variedad de mamiferos, peces, reptiles (acuéticos, terrestres), anfibios y
aves silvestres, se han identificado como hospederos definitivos, intermediarios y
paraténicos de Gnathostoma en paises del este y sureste de Asia, principalmente en

Tailandia y Japén (Prommas y Daengsvang 1933).

Los hospederos definitivos desarrollan la enfermedad por consumir pescado crudo
infectado con larvas L3A de Gnathostoma spp. el periodo de prepatencia es de 3 a 8 meses
p.i., los adultos se establecen en la mucosa del estbmago causando dafio. Las hembras
eliminan huevos fértiles en las heces que contaminan los cuerpos de agua con actividad
pesquera y en condiciones adecuadas de temperatura, producen larvas de primer estadio
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que son comidas por copépodos Cyclops y se transforman como L3T. Los copépodos
cuando son comidos por organismos acuaticos (peces, ranas, reptiles) las larvas maduran a
L3A que son la fase infectante y permanecen enquistadas hasta ser comidas por un
hospedero definitivo, en donde alcanzan su estadio adulto (Daengsvang, 1980).

En México Caballero (1958), registrd los primeros hallazgos de Gnathostoma
(2 machos, 1 hembra) en estomago de un tlacuache (Didelphis marsupialis) en Jaltenango
Chiapas, que equivocadamente identifico como G. spinigerum. Acevedo et al. (1988),
encontraron huevos de Gnathostoma en heces de perros y cerdos aledafios a la presa
Miguel Aleméan en Temascal Oaxaca, dejando el antecedente de dos posibles especies en
hospederos definitivos de México. Ortiz Villaserior et al. (1990), identificaron por primera
vez en México la especie Gnathostoma procyonis en (Didelphys virginiana) en Tepoztlan
Morelos. Almeyda-Artigas et al. (1991), identificaron una nueva especie en estomago de
un ocelote (Felis pardalis) en la cuenca baja del rio Papaloapan Oaxaca-Veracruz México y
la denomind Gnathostoma binucleatum,. Almeyda-Artigas (1994), identificd la especie
Gnathostoma procyonis, en un mapache (Procyon lotor hernandezi) de Tlacotalpan,
Veracruz, México. Lamothe et al. (1998), encontraron dos ejemplares de Gnathostoma
turgidum, en (Didelphis virginiana) de Temascal Oaxaca, México. Koga et al. (1999),
describieron la morfologia del parasito adulto de Gnathostoma binucleatum, obtenidos de

perros inoculados con L3A de pelicanos (Pelecanus erythrorhynchos).

Hospederos intermediarios y paraténicos

Lamothe en (1989), encontrd la forma infectiva de Gnathostoma, en hospederos
intermediarios (peces) de la presa Miguel Aleman en Temascal Oaxaca. Se detectaron
infectadas las mojarras “tenhuayacas” (Petenia splendida) 21.9%, mojarras “castarricas”
(Cichlasoma urophthalmus) 17.5%, mojarras “criollas” (Cichlasoma gadovii) 11.11% y
mojarras “tilapias” Oreochromis sp, 2.06%. Akahane, (1994), compar6 la morfologia de
larvas mexicanas con larvas de Japén, encontrando similitud con Gnathostoma spinigerum.
Diaz Camacho et al. (1998 a), registraron los primeros hallazgo de larvas de Gnathostoma
en hospederos paraténicos del estado de Sinaloa, se aislaron 203 parasitos en las aves:
(Egretta alba, Ardea herodias, Pelecanus erytrhorhynchus, Pelecanus occidentales).
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Diaz-Camacho et al. (2002), determinaron la morfometria de parasitos juveniles,
obtenidos de perros y gatos inoculados experimentalmente con larvas L3A de Gnathostoma
spp, obtenidas de aves y peces en Sinaloa. Kifune et al. (2004), encontraron L3A en peces
de agua dulce: (Petenia splendida, Cichlasoma managuense, Gobiomorus dormitor), en los
pantanos de Centla, Tabasco y se confirmo la especie de G. binucleatum por secuenciacion
del DNA ITS2 ribosomal. Martinez-Salazar et al. (2005), confirmaron por estudio
morfolégico y molecular DNA ITS2 ribosomal la especie de larvas de G. binucleatum
encontradas en los peces: (Dormitator latifrons, Eleotris picta, Gobiomorus maculatus,

Ariopsis guatemalensis, Cichlasoma trimaculatum), en la laguna de Tres Palos Guerrero,

Los primeros casos clinicos de gnathostomosis humana en Meéxico, fueron
reportados por Peldez y Pérez Reyes, (1970). Actualmente se han reportado cuatro especies
de Gnathostoma en mamiferos de México, ellas son: Gnathostoma procyonis, Gnathostoma
turgidum, Gnathostoma binucleatum y Gnathostoma lamothei, de las cuales se determino
por biologia molecular (DNA), que G. binucleatum es el agente etiologico de la
gnathostomosis humana en los estados de Nayarit, Sinaloa, Veracruz, Tabasco y el estado
de Guerrero (Almeyda et al. 2000; Ledn Regagnon et al. 2002; Kifune et al. 2004;
Martinez-Salazar y Ledn-Regagndn, 2005; Bertoni et al. 2005).

De acuerdo con lo reportado por Lamothe-Argumedo (2003), el registro de casos de
gnathostomosis humana es de 1617 en los municipios de Temascal y Tuxtepec Oaxaca; de
450 en Tampico Tamaulipas, de 253 en Tierra Blanca, Uspanapa y Cozoleacaque Veracruz;
de 165 en Acapulco y Zihuatanejo Guerrero; de 2000 en Culiacan Sinaloa; de 3 en Mascota
y Guadalajara Jalisco; de 1 en ensenada Baja California; de 1 en Tabasco y 3 en el Distrito
Federal. Recientemente GAmez et al. (2004), reportaron 2 casos clinicos en el estado de
Aguascalientes. El sistema Unico automatizado para la vigilancia epidemiol6gica (SUAVE)

de los Servicios de Salud de Nayarit, reportaron 6328 casos en los afios de 1995 al 2005.

La enfermedad es relativamente reciente en México, su difusion en la poblacion
urbana se ha relacionado con la popularidad de consumir cebiche o callos, platillos que se
preparan con carne cruda de peces de agua dulce, las especies que mas se utilizan para este
fin, son las comunmente llamados mojarras y que corresponden a las especies Petenia

splendida, Cichlasoma urophthalmus, Cichlasoma gadovii y Oreochromis sp, (Lamothe et
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al. 1989). Muchos de estos peces se introdujeron hace pocos afios a los lagos, lagunas,
presas y esteros, con el fin de favorecer la economia de los pobladores riberefios. Es
importante valorar el impacto del consumo de sushi y de otros platillos asiaticos preparados
con pescado crudo que han alcanzado gran popularidad en México, (Martinez Cruz et al.
1989; Rojas et al. 1994).

La gnatostomosis representa un problema serio de salud publica en el estado de
Nayarit, de acuerdo con las estadisticas oficiales el numero de casos clinicos registrados
durante los afios de 1995 al 2005 fueron: 209, 996, 897, 730, 795, 1083, 603, 513, 228, 169
y 105 respectivamente (SUAVE; Sistema U(nico automatizado para la vigilancia
epidemioldgica: Secretaria de Salud de Nayarit 1995-2005). Este programa recibe y procesa
la informacion de todo el sector salud estatal (IMSS, ISSSTE, SSN, DIF, IMSS-
COPLAMAR) sin considerar la consulta privada. A diez afios de su primer registro, el
numero de pacientes infectados es de 6328 casos, que ubican al estado de Nayarit en el
primer lugar nacional. Las lesiones observadas fueron de tipo edematosas, pruriginosas,
eritematosas y serpiginosas, con caracteristicas muy similares a las reportadas en G.
spinigerum (Miyazaki, 1954; 1960;1966;1991; Prommas y Daengsvang, 1980;1982). La
enfermedad se encuentra distribuida en 15 de los 21 municipios que integran el estado,
siendo los mas frecuentes los municipios de Tepic, Santiago Ixcuintla, Acaponeta, Tecuala
y Xalisco. Los grupos de edad mayormente afectados oscilan entre los 25 a 44 afos de edad,
se siguen registrando casos clinicos en la poblacion sin encontrar el mecanismo adecuado
para su control ya que no se cuenta con diagnosticos y medicamentos especificos (Alvarez-
Guerrero y Lamothe-Argumedo, 2002).

Las lesiones provocadas por L3A de Gnathostoma sp en 1305 pacientes
diagnosticados clinicamente en el hospital general de Tepic, determinaron que el 46% se
localizaron en el tronco, el 21% en miembros superiores, 17% en miembros inferiores, 16%
en la cabeza y 1% en el cuello (Messina-Robles y Bustamante-Martinez, 2002)

Los primeros estudios epidemioldgicos realizados en el estado de Nayarit por
Alvarez-Guerrero, (2000 a) Alvarez-Guerrero y Lamothe-Argumedo (2000 b); registraron el
hallazgo de la forma infectiva L3A de Gnathostoma spp en peces estuarinos: Cathorops
fuerthi y Dormitator latifrons. En aves ictiofagas: Pelecanus erytrhorhynchus, Ardea

herodias y Phalacrocérax olivaceus. Se detectd el foco de infeccion de L3A de
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Gnathostoma spp, en pescaderias de la ciudad de Tepic, que comercializan carne molida
para elaboracion de cebiche. En colaboracion con médicos de la consulta privada, se
recuperaron cinco larvas en cinco pacientes diagnosticados clinicamente con
gnathostomosis cutanea. Dos parasitos adultos se encontraron en estdbmago de un gato
domeéstico que era alimentado con desechos de pescado, del cual se observaron huevos con
un opérculo y se determind a la laguna de Agua Brava como la primera zona endémica del
estado de Nayarit. En colaboracion con la Dra. Ledn-Regagnén et al. (2002) se estudiaron
las secuencias del DNA ITS2 ribosomal de larvas obtenidas de peces y humanos de los
estados de Sinaloa y Nayarit, los resultados de las secuencias realizadas determinaron que

corresponden a la especie Gnathostoma binucleatum.

Patogenia y cuadro clinico en animales

Los hospederos definitivos, desarrollan la enfermedad por consumir pescado crudo
infectado con larvas L3A de Gnathostoma sp. Las larvas en el estbmago se desenquistan e
inicialmente lo atraviesan y se establecen en el higado. La migracion por el parénquima
hepatico, deja tras ella cicatrices blanquecinas de tipo fibréticas sobre la superficie y
repletas de material necrotico. Las lesiones provocadas en 6rganos y tejidos no estan del
todo bien definidas, Las alteraciones agudas son producidas por una gran cantidad de larvas
ingeridas y la sintomatologia es proporcional al 6rgano afectado. Las larvas después de
migrar en el tejido conectivo regresan al estdbmago, perforandolo nuevamente y se
establecen en él formando nddulos fibrosos con cavidades llenas de un liquido
mucosanguinolento pudiendo contener hasta nueve gusanos cada uno. Los nddulos tienen
comunicacion con el lumen gastrico a través de un diminuto canal y los gusanos pueden
producir peritonitis cuando perforan la cavidad peritoneal, este parasito es muy patégeno

para el gato y generalmente producen la muerte del hospedador (Soulshy, 1987).

Los animales usualmente muestran uno o dos nodulos géstricos redondeados,
facilmente visibles en la cavidad peritoneal y su tamafio depende del nimero de gusanos
que contiene. Superficialmente al nodulo los vasos sanguineos estan congestionados y

sobre la mucosa se observa una o dos aberturas a través de las cuales el parasito se
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comunica con el lumen gastrico. Raramente se observa un orificio sobre la superficie del
nodulo, probablemente causado por la penetracion del parésito y a veces uno o dos gusanos
adultos son vistos en la cavidad peritoneal. EI maximo nimero de gusanos encontrados en
un perro naturalmente infectado, fue de 47 y el tamafio del ndédulo de 3 cm de diametro.
MicroscOpicamente se observa tejido conectivo con proliferacion de vasos sanguineos e
infiltracion de células mononucleares y células eosinofilas en algunos sitios. Experimentos
realizados en gatos sin la presencia de parasitos adultos no existieron cambios patologicos
aparentes en el tejido nodular, experimentos realizados en gatos infectados demostraron

una cura espontanea que vario de 235 a 554 dias p.i (Daengsvang, 1982).

Patogenia en humanos

En la piel las alteraciones iniciales se presentan durante los primeros dias
después de la infeccion. Se caracterizan por un infiltrado perivascular superficial y
profundo con presencia de linfocitos y escasos eosindfilos, posteriormente estos se
incrementan alrededor de los adipositos y de los septos interlobulares, con zonas de
hemorragia. En el paniculo adiposo se observa un gran infiltrado inflamatorio con
predominio de eosindfilos, los linfocitos son escasos y existen grandes zonas con
hemorragias (Ollague et al. 1984; 1985; Diaz-Camacho et al. 1998).

Muchos sintomas de la gnathostomosis humana, pueden explicarse por la accién de
la llamada toxina del Gnathostoma que estd compuesta por una sustancia hemolitica,
similar a la acétilcolina, un factor de difusion que contiene hialurodinasa y una enzima
proteolitica, la migracion del parasito se realiza merced a este factor de difusion y a los
movimientos de bayoneta del bulbo cefélico y la reaccion inmunoldgica del hospedero, que
se traduce en un proceso inflamatorio. El parasito puede permanecer hasta 10 afios en el
organismo humano, hasta que la larva es eliminada o muere en los tejidos, (Miyazaki,
1966; 1991).
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Respuesta inmune en pacientes

En relacién con la respuesta inmune humoral, al igual que Toxocara canis,
nematodo que ocasiona un sindrome de larva migrans visceral, Gnathostoma spp induce la
sintesis de anticuerpos especificos al menos de las clases 1gG e IgE. En ambas parasitosis,
se ha comprobado elevacién de la IgE sérica total y eosinofilia. Ademas, en toxocariosis se
ha observado asociacion de seropositividad con manifestaciones alérgicas como asma o
bronquitis recurrente y dermatitis por contacto con animales (Diaz-camacho, et al. 2000)

Durante la migracién por los tejidos del huésped, Gnathostoma induce una
respuesta inmune-humoral y celular tipo Th2, con liberacion de interleucinas (IL-3, IL-4,
IL-5, IL-6, 11-10, IL-13) asi como el factor estimulador de colonias granulociticas y
monociticas (GM-CSF), que induce produccién de IgE por las células plasmaticas,
generando la produccion de eosindéfilos y su maduracion (Vazquez Tsuji, et al. 2006).

El conocimiento que se tiene de los antigenos especificos responsables de la
respuesta inmune del hospedero, su localizacién y la forma en que son transportados al
exterior es limitado. Tanto el extracto somatico crudo como los productos de
excresion/secrecion del estadio L3 de G. spinigerum, analizados por electroforesis (SDS-
PAGE), exhiben perfiles proteicos muy complicados, cada uno de ellos con mas de veinte
polipéptidos de pesos moleculares que oscilan de 14 a 200 kd (Nopparatana et al. 1991).

Los resultados del analisis inmunohistoquimico sugieren que existen antigenos que
comparten epitopes comunes en diferentes estructuras de la larva y que las secreciones
intestinales parecen tener un papel potencial como sustancias inmunogénicas principales.
Se han identificado componentes inmunoreactivos especificos de peso molecular menor a
29 KD, cuya importancia radica principalmente en su utilidad para el inmunodiagnostico
(Camargo, et al. 1992).

Cuadro clinico en pacientes

En el hombre las larvas de Gnathostoma sp ingeridas a través de pescado crudo
(sushi, sashimi, cebiche o callos), se desenquistan en el estomago, lo atraviesan y se

establecen en el higado por un corto tiempo y entre 15 a 30 dias después de la ingestion, se
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presenta alguna de las cuatro formas de larva migrans con manifestacion clinica en tejido

subcutaneo, visceras, 0jo o cerebro, (Miyazaki, 1966).

Gnathostomosis cutanea

Es la forma mas frecuente y menos grave, aparece en cualquier parte del cuerpo y tiene
cuatro formas de presentacion:

A) edematosa 0 reptante, se le conoce como paniculitis nodular migratoria

eosinofilica, se presenta como una placa edematosa, migratoria intermitente y eritematosa
de 1 a 10 cm de didmetro, indurada y caliente al tacto, acompafiada de dolor o prurito,
Ollague et al. 1984). el edema puede persistir con remisiones y exacerbaciones esporadicas,
en donde la lesion desaparece temporalmente y después de una latencia de dias, meses o
afios, reaparece en el mismo sitio o sitio distante al de origen, (Miyazaki, 1960; Tesjaroen
et al. 1990; B)

serpiginosa o profunda, la migracion larvaria en el tejido subcutdneo no provoca

reaccion inflamatoria, solo deja un trayecto sinuoso u obscuro a manera de tanel como
ocurre con Ancylostoma caninum y Ancylostoma brasiliense, Ancylostoma ceylanicum o
Strongyloides stercolaris, llamada dermatitis reptante, (Miyazaki, 1991),las lesiones
producidas por Gnathostoma sp, no son tan sinuosas, sino mas rectas y anchas Lamothe,
1999; Rojas et al. 1994).

C) pseudofurunculosa, la placa inflamatoria (edematosa) disminuye su tamario,

superficialmente se observa un pequefio nddulo de color obscuro y en ocasiones con
necrosis central, por donde puede emerger el parasito permitiendo el diagnostico de
certeza, siempre y cuando no exista mas de una larva en el organismo (Daengsvang, 1982;
Miyazaki, 1966).

D) mixta, se puede presentar en pacientes con una infeccion aguda, con entrada de
una gran cantidad de larvas que pueden provocar una combinaciéon de sintomas (Diaz-
Camacho et al. 1998).
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Gnathostomosis visceral

Las larvas en su migracién por la cavidad toraxica pueden desencadenar
neumotorax espontaneo, derrame pleural, afeccion pericardica o dificultad respiratoria con
opacidad neumonica y expulsion del parasito con los accesos de tos que provoca,
(Miyamoto et al. 1994). En la cavidad abdominal las lesiones se presentan con dolor
epigastrico, lesiones hepaéticas, distension abdominal y nauseas, producto de la migracion
del parasito (Miyazaki 1991). En el aparato reproductor se ha detectado cervicitis cronica,
vaginitis, sangrado vaginal Hadidjaja et al. (1979), dafios uroldgicos, infeccion

transplacentaria y balanitis asociadas al parasito Pinkus et al. (1981).

Gnathostomosis ocular

Se ha observado que las larvas en su migracion pueden afectar la cara o cuero
cabelludo y al desplazarse provocar un intenso edema inflamatorio en parpados, conjuntiva
ocular y acompafarse de cefalea, dolor ocular violento cuando el parasito penetra el globo
ocular, Pélaez y Pérez-Reyes (1970), situandose en la cdmara anterior produciendo uveitis
anterior aguda Lamothe, (2006), glaucoma secundario, hemorragias en retina y vitreo hasta

ocurrir pérdida de la vision (Baquera, et al. 2002).

Gnathostomosis neuroldgica

Esta forma de presentacion es mas frecuente en Tailandia y Japdn, por lo general se
presenta con dafios fatales e irreversibles, el parasito penetra el conducto raquideo y
posteriormente a la cavidad craneana a través del agujero occipital, provocando a su paso
lesiones necroticas y hemorragias en meédula y encéfalo Chitanondh y Rosen (1967). La
meningitis eosinofilica ha sido ampliamente distribuida en pacientes del este y sureste de
Asia, principalmente en Tailandia. La mayor manifestacion de este desorden se presenta
con dolor de cabeza con o sin signos de irritacion meningeal, parestesia de tronco y

extremidades inferiores y paralisis facial (Punyagupta, et al 1968).
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En la mieloencefalitis eosinofilica, se han detectado hemorragias prominentes
intracerebrales e interventriculares y areas necroticas, (Bunnag, et al. 1970).

En la encefalomielitis y radiculomielitis eosinofilica, clinicamente el paciente cursa
con dolores radiculares, parestesias en tronco, miembros inferiores, trastornos medulares
variables y complejos, alteracion de los reflejos osteotendinosos en miembros inferiores
Kawamura et al. (1983), paraplejia, retencion de orina, afeccion de pares craneales VI y
VII, paralisis facial, nistagmo, cefalea, fiebre, confusion, estado comatoso y muerte del

paciente (Daengsvang, 1982; Miyazaki, 1991).

Diagnostico

El diagndstico humano mas frecuente es clinico y en el se toma en cuenta: la
inflamacion subcutanea, que el paciente proceda de zona endémica y que en él exista el
antecedente de consumir cebiche de pescado crudo, colateralmente se toma muestra
sanguinea para su valoracion, leucocitosis superiores a 10,000 y eosinofilia mayor de 50%
son frecuentes en etapas tempranas de la enfermedad, estos resultados aunque no son

patognomaonicos son muy utiles para el diagndstico, (Miyazaki, 1960).

La intradermorreaccién es de mucha utilidad para el diagnostico. En Japon se han
utilizado 0.05 ml de una solucién salina en concentracion 1: 50,000 del antigeno, preparado
a partir de larvas o parasitos adultos de Gnathostoma spinigerum o Gnathostoma doloresi
inyectado intracutaneo y 15 minutos después, se forma una papula mayor de 10 cm rodeada
de una areola de color rojo, reportandose como positivo. La reaccion de precipitacion en
suero de pacientes infectados, es también una medida valuable para el diagndstico de

gnathostomosis. (Miyazaki, 1991).
Las larvas o fragmentos obtenidos por biopsia o cirugia de piel, se diagnostican de

acuerdo a las caracteristicas morfologicas de su especie y se comparan con la morfologia

de otros nematodos tisulares, estableciendo el diagnostico de certeza (Daengsvang, 1980).
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Actualmente se han implementado técnicas inmunoldgicas como hemaglutinacion
indirecta, inmunofluorescencia, doble inmunodifusion, radioinmunoensayo, ELISA y
Western blot para el diagndstico serologico de la gnathostomosis humana, a partir de
extractos crudos obtenidos de larvas y parasitos adultos, estas técnicas podrian tener la
misma utilidad para el diagnostico de la gnathostomosis en los animales (Nopparatana, et
al 1991; Tapchaisri, et al. 1991)

En los hospederos definitivos, se han utilizado técnicas coproparasitoscopicas de
Faust y Mc Master, para el diagnostico de la gnathostomosis animal, la primera técnica
facilita la identificacion morfoldgica de huevos de Gnathostoma spp, y la segunda para la

cuantificacion de los mismos (Alvarez Guerrero, 2000 b; koga, et al. 1999).

En los hospederos intermediarios y paraténicos, (peces, aves, reptiles, anfibios), se
ha utilizado la técnica de compresion, con la cual se recuperan L3A de Gnathostoma spp,

que se encuentran enquistadas en el muasculo, (Miyazaki, 1960; Nawa, et al. 1993).

Tratamiento

Varios antihelminticos han sido evaluados en ratones infectados experimentalmente
con larvas L3A de Gnathostoma spinigerum para el control de la gnathostomosis, con
resultados terapéuticos no satisfactorios, entre ellos el bitionol, tiabendazol, niridazole,
banocide, hetol combinado con niridazole, fouadin, metronidazol, dihidroemetina,
metrifonate, astiban, lucanthone, hycanthone, solucién de lugol y trodax, prazicuantel
(Daengsvang, 1980; Miyazaki, 1991).

Aunque no existe tratamiento especifico para el control de la gnathostomosis
humana, el mejor tratamiento fue la remocidn quirargica del parasito, sobre todo cuando se
localiza superficialmente en la piel. En raras ocasiones el gusano emerge a través de la piel,
pero en la mayoria de los casos si el paciente no recibe tratamiento, el gusano sobrevive en
el organismo hasta por diez afios (Miyazaki, 1966). La extraccion del parasito puede
significar la cura en los pacientes, siempre y cuando no exista mas de una larva en el
organismo, sin embargo su uso es poco exitoso, debido al rapido desplazamiento del

parésito en los tejidos (Daengsvang, 1980).
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El medicamento de mayor uso es Albendazol, la dosis utilizada es de 400 a 800
mg/21 dias, sin embargo se han observado recidivas en pacientes, el antihelmintico tiene la
cualidad de estimular la migracion larvaria de tejidos profundos a tejidos superficiales de la

piel, para facilitar su extraccion quirdrgica, (kraivichian et al. 1992).

Evaluaciones realizadas en pacientes tratados con una sola dosis oral de 400 mg de
albendazol y 12 mg con ivermectina, se observé una eficacia del 46% en el primer caso y
de 100% en el segundo. Sin embargo la eficacia del albendazol se incrementa de 75 a 89 %
cuando se utiliza a dosis repetidas, (Caumes et al. 1993).

Los medicamentos mas utilizados para el control de la gnathostomosis en el estado
de Nayarit, han sido el albendazol y la ivermectina. El primero se utiliza a dosis de 400 mg
por 21 dias en dos tomas de 200 mg c/u. (mafana, tarde). El segundo se utiliza a dosis
unica de 12 Mg, sin embargo; con albendazol se han observado recidivas mayores al 20% y
de 5 a 10% con ivermectina, otros farmacos como el metronidazol, nitasoxanida, levamisol

y prazicuantel se han utilizado con poco éxito (Alvarez-Guerrero, datos por publicar).

En los animales el disofenol parenteral utilizado en dosis de .2 ml por kg de peso
corporal, arrojo buenos resultados en el tratamiento de parasitos adultos (Daengsvang,
1982). El mismo compuesto utilizado en 12 dosis de 0.1 ml/kg aplicado subcutaneamente
a 10 dias de intervalos, resulto efectivo contra las larvas migrantes en los gatos (Rusnak
and Lucey, 1992).
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JUSTIFICACION

La gnathostomosis humana se encuentra distribuida en once estados de la Republica
Mexicana, entre los méas afectados se encuentra el estado de Nayarit en donde se han
registrado 6328 casos clinicos en diez afios (1995-2005) y en donde se pudo identificar la
especie involucrada, la cual correspondié a Gnathostoma binucleatum, por lo que estudiar
el ciclo en este estado, no solo es de interés local, sino que permitira generar conocimiento

para entender su comportamiento en la naturaleza.

Los conocimientos actuales sobre este género, giran en el entorno a G. spinigerum, sin
embargo como se ha demostrado, las otras especies restantes tienen diferentes
particularidades, por ejemplo tienen diferentes hospederos definitivos e intermediarios lo

que sin duda modifica las caracteristicas epidemioldgicas para la presentacion del parésito.
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HIPOTESIS

Tomando en cuenta los hallazgos previos del agente etiol6gico en la zona, se presupone
que el ciclo bioldgico de Gnatostoma binucleatum se encuentra establecido en la laguna de

Agua Brava, principal zona endémica del estado de Nayarit.
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OBJETIVOS GENERALES

Estudiar el ciclo bioldgico de Gnathostoma binucleatum en condiciones naturales y
experimentales en la laguna de Agua Brava, principal zona endémica del estado de Nayarit.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1) Determinar si las principales especies comerciales de peces capturados en esteros de
la laguna de Agua Brava, participan como segundos hospederos intermediarios de

Gnathostoma binucleatum.

2) Determinar si las tortugas y algunas aves que se alimentan de peces de la laguna de

Agua Brava, actian como hospederos paraténicos de G. binucleatum.

3) Evaluar la viabilidad de L3A de G. binucleatum obtenidas de peces y tortugas, bajo

el efecto de diversos tratamientos fisicos.

4) Infectar perros y gatos con L3A de G. binucleatum para determinar si participan

como hospederos definitivos, y evaluar experimentalmente la infeccion.

5) Determinar si los mapaches y tlacuaches que se alimentan de peces de la laguna de

Agua Brava, participan como hospederos definitivos de G. binucleatum.

6) Infectar experimentalmente copépodos y larvas de dipteros, con larvas de primer
estadio obtenidas por incubacion de huevos, para determinar si participan como

primeros hospederos intermediarios de G. binucleatum.
7) Caracterizar morfométricamente los huevos, larvas y parésitos adultos de G.

binucleatum, recuperados de hospederos silvestres y de las infecciones

experimentales, utilizando microscopia dptica y electrénica de barrido.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar de realizacién

Laboratorio de Parasitologia. Direccion de Investigacion Cientifica y postgrado.
Universidad Autonoma de Nayarit.
Unidad de Investigacion Multidisciplinaria en Salud Animal. Facultad de Estudios

Superiores Cuautitlan (FESC). Universidad Nacional Autbnoma de México.

El trabajo de campo se realizd en comunidades pesqueras aledafias a la laguna de
Agua Brava, este complejo lagunar se localiza en la zona norte del estado de Nayarit y
colinda al sur con el estado de Sinaloa, se ubica entre los paralelos 22° 04" y 22° 35" latitud
norte y los meridianos 105° 20" y 105° 50" longitud oeste. Al norte esta limitado por el
estero el Mezcal y la laguna de Agua Grande Sinaloa, al sur por las marismas de Canoas y
la laguna de Pericos Nayarit. El sistema se encuentra integrado por la boca de Teacapan y
Palmar de Cudutla, esta Gltima es una boca artificial abierta en 1977 para enriquecer la
icti6fauna de las lagunas, ambas bocas se comunican con el Océano Pacifico. En la laguna
de Agua Brava existen mas de 76 especies de peces, de los cuales 18 son dominantes por su
amplia distribucion, alta frecuencia y abundancia, la dindmica de la comunidad de peces se
encuentra en relacion estrecha con la descarga pluvial y otros componentes ambientales
(Amescua y Castillo, 1992).

Muestreo de peces estuarinos

Se calcul6 el tamafio minimo de muestra de los peces para evaluar la infeccion y se
determiné con base en un muestreo preliminar de 100 peces Cathorops fuerthi, utilizando
la formula para proporciones en poblaciones infinitas (Cochram, 1982).
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n=22 (p) (@) ; d*=2Z2(p)(q)

d2 n

El tamafio calculado fue de 91 peces, sin embargo para aumentar la confianza se muestred
un minimo de 300 ejemplares por especie y un maximo de 600.

Se muestrearon 5,700 peces estuarinos en la basqueda de L3A de G. binucleatum
como probables hospederos intermediarios de este paréasito en el estado de Nayarit, de los
cuales 3000 fueron Cathorops fuerthi (chihuiles), 600 Pomadasys macracanthus (burros),
600 Mugil curema (lisetas), 600 Oreochromys aureus (tilapias), 600 Chanos chanos
(sabalos) y 300 Dormitator latifrons (puyeques). Los peces fueron comprados en
cooperativas pesqueras localizadas en los municipios de Rosamorada, Tuxpan, Santiago
Ixcuintla y Tecuala Nayarit, que integran la laguna de Agua Brava y se transportaron al
laboratorio en hielo molido para su estudio.

La identificacion de las especies de peces, se realizd en el departamento de
Ictiologia del Instituto de Biologia de la UNAM., y se tom6 como base la literatura de
Winckley (1986); Guia FAO (1995) y Castro Aguirre (1999).

Muestreo de aves ictiéfagas

Se muestrearon 31 aves ictiéfagas como hospederos paraténicos de G. binucleatum,
de los cuales 8 fueron Pelecanus occidentalis (pelicanos grises), 4 Ardea herodias (garzon
cenizo), 5 Phalacrocorax olivaceus (patos buzos), 8 Fregata magnificiens (tijeretas), 3
Anhinga anhinga (cormoranes) y 3 Casmerodius albus (garzon blanco). Los especimenes
fueron muestreados en esteros de los municipios de Rosamorada y Tecuala Nayarit y el
numero dependio de la cantidad de animales disponibles.

La identificacion de las especies de aves muestreadas, se realiz6 en base a las
caracteristicas morfologicas de la cabeza y patas. Se realiz6 en el departamento de
Ornitologia del Instituto de Biologia de la UNAM., y se tom6 como base la literatura de
Chandler (1966) y Roger (1994).
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Muestreo de tortugas

Se muestrearon 247 tortugas como hospederos paraténicos de G. binucleatum, de las cuales
207 fueron Kinosternun integrum (chacuanas) y 40 Trachemys scripta (escurridizas). Los
animales fueron capturados en esteros del municipio de Rosamorada y se transportaron al
laboratorio para su estudio.

La identificacion de las especies de tortugas se realiz6 en el departamento de Herpetologia
del Instituto de Biologia de la UNAM., y se tomd como base la literatura de Alderton,
(1994) y Flores Villela, et al. (1995).

Deteccion de larvas de G. binucleatum en tejido muscular

La deteccion de larvas de Gnathostoma en los peces, aves y tortugas, se realizé por
la técnica de compresion Miyazaki, (1954) modificada por Alvarez-Guerrero y Alba-
Hurtado, (2007). Los animales muestreados fueron disectados individualmente, la carne de
los especimenes se molié en un molino casero (Pica-lica, Moulinex). Un volumen de carne
molida (50 gr) se colocé entre dos cristales de 15 cm de ancho por 18 cm de largo y un
espesor de 4 mm. El tejido se comprimié hasta formar una tela delgada transparente y se
observo con una lupa manual a contra luz de una lampara de 100 watts, se revisaron ambos
lados de la muestra para obtener una revision completa y se revisé a la vez el esqueleto de
los animales analizados. Las L3A, se localizaron enquistadas en el mdsculo de los
hospederos intermediarios y paraténicos, fueron de color rojo sangre y se encontraron

enrolladas dentro de un quiste de membrana transparente.

Caracterizacion de la infeccion en peces y tortugas

La infeccion en los peces y tortugas, se caracterizé de acuerdo a las definiciones propuestas

por Margolis et al. (1982), bajo los siguientes criterios:
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Prevalencia; represento el porcentaje de hospederos parasitados por una 0 mas
especies de parasitos.

Intensidad promedio; numero promedio de parasitos de una especie por hospedero

parasitado.
Abundancia; nimero promedio de parésitos de una especie por hospedero analizado.

Intervalo de intensidad; nimero minimo y maximo de individuos de una especie particular

de parasitos, encontrados en una muestra de hospederos.

En cada una de las variables estudiadas, se obtuvieron los promedios y desviacion

estandar, empleando el programa estadistico microsoft Excel (2003).

Morfometria de larvas de G. binucleatum en peces y tortugas

Para determinar la morfometria, se utilizaron 30 larvas obtenidas de peces y 30
larvas obtenidas de tortugas. Las larvas fueron liberadas de su cubierta quistica con agujas
entomoldgicas, se fijaron en formol al 10% por 48 horas y se midieron en microscopio
compuesto calibrado, previa aclararon con lactofenol de Hamman considerando las
variables: (LT) longitud total, (AM) anchura maxima, (AB) ancho del bulbo, (LB) largo
del bulbo, (ANB) numero de anillos en el bulbo cefalico, (GPA) nimero de ganchos por
anillo del bulbo cefalico, (IV-1) diferencia existente entre los promedios de la cuarta y la
primera hilera de ganchos del bulbo cefalico, (PC) localizacién de la papila cervical, (CEP)
distancia existente del ano al extremo posterior y (ET) numero de estrias transversales
distribuidas a lo largo del parasito (Miyazaki, 1966).

Para el conteo de ganchos del bulbo cefélico, las larvas se montaron en un porta
objetos y bajo un microscopio estereoscopico se les separ6 el bulbo cefalico con un bisturi
de hoja delgada, los bulbos obtenidos se acomodaron en posicién frontal y se les colocé un
cubre objetos para facilitar su observacion. Se tomaron fotomicrografias de las estructuras
usando camara digital de 5 megapixeles, las imagenes se descargaron en softwer image-

transfer y se amplificaron en una computadora para realizar el conteo de ganchos.

33



Se obtuvieron los promedios y desviacion estandar en cada una de las hileras
concentricas de ganchos del bulbo cefalico.
Se compararon los promedios morfométricos, obtenidos entre las larvas de peces y

tortugas utilizando una prueba T de Student, con el programa software Excel, (2003).

Cortes intestinales de larvas encontradas en peces y tortugas

Se realizaron cortes transversales del intestino de larvas recuperadas en peces y
tortugas, para determinar el nimero de células epiteliales y el promedio de nicleos por
célula, estas variables de acuerdo con Miyazaki (1954) son importantes en la identificacion
de especies de Gnathostoma spp, a nivel morfologico.

Las larvas fueron liberadas de su cubierta quistica con agujas entomoldgicas y se
incluyeron en 1 cm?3 de carne que le sirvié de soporte, ambas estructuras se fijaron en
formol al 10% por 48 horas para su inclusion en parafina y se realizaron cortes de 4u de
espesor considerando las regiones anterior, media y posterior del cuerpo del paréasito. Los
cortes se tifieron con hematoxilina eosina bajo técnicas convencionales, las estructuras
observadas fueron amplificadas y contadas en microscopio compuesto con el objetivo de
inmersion (100X).

Cortes de larvas enquistadas en musculo de peces y tortugas

Se realizaron cortes de larvas enquistadas en el musculo de peces y tortugas infectadas con
L3A de G. binucleatum, para determinar las alteraciones histopatologicas provocadas por
las larvas en el musculo de sus hospederos, para ello; se obtuvieron fragmentos de tejido
muscular de los animales infectados y se fijaron en formol al 10% por 48 horas para su
estudio. Se incluyeron en parafina y se realizaron cortes de 4 de espesor. Los cortes se

tifieron con Hematoxilina Eosina bajo técnicas convencionales y se describieron las
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lesiones. histopatoldgicas provocadas por las larvas en el musculo. Los cortes se realizaron

bajo el mismo criterio establecido en los peces.

Efecto de los factores fisicos sobre la viabilidad de larvas de Gnathostoma
binucleatum

Para desarrollar el estudio, se estandarizaron las técnicas que aqui se describen ya
gue no existen trabajos publicados sobre la viabilidad de las larvas del genero Gnathostoma
spp, que nos permitan disponer de sus técnicas. Para ello se utilizaron 135 larvas de G.
binucleatum para evaluar el efecto de la congelacion. Se utilizaron 27 bolas de 500 gr de
carne molida de pescado (BCMP), en el centro de cada una se colocaron 5 larvas
enquistadas y por separado cada BCMP se guardaron en bolsas de plastico. Las BCMP se
dividieron en tres grupos de nueve BCMP cada uno. El primer grupo se congeld a -10°C, el
segundo a -15°C vy el tercero a -20°C. Tres BCMP de cada grupo se trataron por 24 horas,
tres a las 48 horas y tres a las 72 horas, en cuanto estuvieron descongeladas se recuperaron
las larvas y se evalud su viabilidad.

Se utilizaron 45 larvas para evaluar el efecto de la refrigeracion. Se emplearon 9
BCMP de 500 gramos, en el centro de cada una se colocaron 5 larvas enquistadas y cada
BCMP se guardo en bolsas de plastico por separado. Todas las BCMP se refrigeraron a 5°C
y se evaluo la viabilidad de las larvas de tres BCMP a los 10 dias, tres a los 20 y tres a los
30 dias después.

Se utilizaron 45 larvas para evaluar el efecto de la ebullicién a 100°C. Cada larva se
incluyé en el centro de una BCMP de aproximadamente 2 cm de diametro y se envolvieron
con gasa para evitar su extravio, grupos de cinco de estos paquetes con una larva incluida
se mezclaron con un kg de carne molida de pescado. La carne se introdujo en una olla en
agua en ebullicion y se agité con una cuchara para obtener particulas uniformes que
favorezca la penetracion del calor. Tres grupos de larvas (15) se expusieron a la ebullicion
por tres minutos, tres grupos a los cuatro y tres grupos a los cinco. Al final del estudio las

larvas fueron recuperadas de su envoltura y se evalu6 su viabilidad.
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Se utilizaron 45 larvas de G. binucleatum para evaluar el efecto del asado, conocido
regionalmente como pescado tatemado. Se depositaron las larvas dentro de un circulo
marcado con azul de metileno para evitar su extravio, en la masa muscular de 9 pescados de
la especie Mugil curema de aproximadamente 400 gr (cinco larvas por pescado). Los
pescado se expusieron al calor generado por lefia (120 a 150°C. Tres pescados se retiraron a
los 40 minutos, tres a los 60 minutos y tres a los 80 minutos. Las larvas se extrajeron de
cada pescado y se evallo su viabilidad.

Se utilizaron 45 larvas enquistadas de G. binucleatum, para evaluar el efecto del
jugo de limon sobre la viabilidad de las mismas. Se colocaron tres grupos de cinco larvas
(15) en cajas Petri, conteniendo jugo de limon &cido y se mantuvieron a temperatura
ambiente por un dia, tres grupos por tres dias y tres grupos por cinco dias.

Se utilizaron 45 larvas desenquistadas de G. binucleatum, para evaluar el efecto del
jugo de limon sobre la viabilidad de las mismas. Se colocaron tres grupos de cinco larvas
(15) en cajas Petri, conteniendo jugo de limon &cido y se mantuvieron a temperatura
ambiente por 1 hora, tres grupos por 3 horas y tres grupos por 7 horas. Al final de cada

periodo las larvas se extrajeron del medio &cido y se evalu6 su viabilidad.

Medicion de la viabilidad

Después de cada tratamiento fisico, las larvas fueron extraidas de su cubierta
quistica con agujas entomoldgicas y se colocaron en un porta objetos, para evaluar su
viabilidad bajo tres distintos criterios. Primero que las larvas mantuvieran su integridad
interna y externa de su morfologia, el segundo que respondan con movimiento a la
exposicion del calor y luz de un microscopio oOptico, y tercero que respondan al efecto
provocado por la aplicacion de formol al 4%, con exposiciones de 15 a 20 minutos en cada

una de las larvas evaluadas.
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Animales experimentales

Se utilizaron ocho perros y trece gatos de 2 a 4 meses de edad y de raza no definida.
Los perros fueron donados por el centro antirrabico de la ciudad de Tepic Nayarit y los
gatos por donaciones de particulares. A la llegada de los animales, se practicaron analisis
coproparasitoscopicos (cps) por la técnica de Faust para identificar huevos de helmintos
que pudieran alterar el estudio, y en los casos positivos se establecid doble tratamiento con
una férmula que contiene prazicuantel, pamoato de pyrantel y febantel (Drontal plus de
Bayer). La eliminacion de ectoparasitos se realizd con pulverizaciones que contienen 2-
metiletoxifenil carbamato (Bolfo Bayer) y se establecié doble inmunizacién contra
moquillo y parvovirus. Los animales se mantuvieron en jaulas individuales fabricadas
dentro del bioterio, perteneciente a la Direccién de Investigacion y Postgrado de la
Universidad Autdnoma de Nayarit. La limpieza se realizd diariamente y el mantenimiento

consistio en agua y alimentos balanceados de la marca Purina ad limitum.

Disefio de infeccion experimental en perros y gatos

Las larvas colectadas en los peces y en las tortugas se contaron y sin romper la
pared quistica se mezclaron en 50 gr de carne molida de pescado (albdndiga). Los perros
fueron inoculados oralmente con 42, 40, 47, 36, 35, 33, 52, 52 larvas (total 337) y los gatos
con 30, 30, 40, 35, 35, 35, 42, 37, 35, 30, 35, 35y 40 (total 459) respectivamente. A partir
de inoculo se realizaron analisis cps de Faust diariamente para identificacion de huevos de
G. binucleatum y con la técnica macroscépica directa se detectaron los parasitos adultos
para su estudio morfométrico (hanson and Kruse, 1982, Laurence and Thomas, 1984; Alba-
Hurtado, 2007).

Mensualmente se obtuvo por puncién venosa sangre de todos los animales, se
obtuvo el suero y se almaceno a -20°C para realizar pruebas inmunoldgicas. Diariamente se
registraron las manifestaciones clinicas en los animales infectados. En cuatro de los perros

inoculados se buscaron in vivo nédulos gastricos del parésito por laparotomia exploratoria,
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ultrasonido y endoscopia. En estos perros se realizo una digestion artificial para buscar

larvas o parésitos juveniles en la pared del estdmago que no hubieran producido nédulos.

Identificacion de nddulos gastricos en vivo

La identificacion de ndédulos gastricos en los animales infectados con L3A de G.
binucleatum se realizd6 con las técnicas de laparotomia exploratoria, ultrasonido y
endoscopia. En la laparotomia exploratoria los animales fueron anestesiados con
pentobarbital sodico (1 ml /2.5 kg) por via endovenosa previo ayuno de 12 horas, por
incision antero-umbilical se abri6 la cavidad abdominal y con separadores de Gosset se
expuso el estomago para detectar la presencia de nodulos (Alexander, 1981). Para el
ultrasonido, se depil6 la regién abdominal en los animales y se aplic un gél conductor y
con un transductor convexo, se realizaron barridos multidireccionales en la busqueda de
nddulos. Para la endoscopia, los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (1
ml /2.5 kg) previo ayuno de 12 horas, se colocd un abre bocas y se introdujo una extension
(lente) conectada a un equipo de computo, los nédulos se detectaron por rastreos de la

mucosa gastrica.

Necropsia de animales experimentales

Todos los animales se sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital sodico por
via endovenosa. La necropsia incluyd una revision exhaustiva de 6rganos de cavidad
abdominal y toréaxica.

De los n6dulos recuperados, se tomaron muestras de aproximadamente 1 cm2. Las
muestras se fijaron en formaldehido al 10% por 48 horas, se incluyeron en parafina y se
realizaron cortes de 4 de espesor. Los cortes se procesaron y tifieron con Hematoxilina-

Eosina, bajo técnicas convencionales.
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Morfometria de parasitos adultos recuperados

Los parasitos adultos fueron recuperados de los nddulos gastricos por diseccion de
los mismos y se fijaron en formol al 10% para estudiar su morfometria, previamente fueron
aclarados con lactofenol y se consideraron las variables: (LT) longitud total, (AM) anchura
maxima, (AB) namero de anillos en el bulbo cefalico, (LB) largo del bulbo, (ANB) ancho
del bulbo, (PC) localizacion de la papila cervical, (LE) longitud del es6fago, (CEP)

distancia de la cloaca al extremo posterior.

Estudio secuencial del DNA ribosomal

Para identificar la especie de Gnathostoma spp en el estado de Nayarit, se realizé la
secuenciacion del DNA ITS? ribosomal de un pequefio fragmento de parésito adulto,
obtenido de un perro infectado con L3A de tortugas (las secuencias se realizaron en el
laboratorio de biologia molecular de la Dra. Virginia Ledn-Regagnén). La muestra se
conservo en alcohol absoluto, se extrajo el DNA mediante la técnica estandar de fenol-
cloroformo (Palumbi, 1996) y se amplifico por PCR el espaciador interno del DNA
ribosomal con la técnica descrita por Leon-Regagnon et al. 2002 y Martinez-Salazar &
Ledn-Regagndn, 2005. La amplificacion y secuenciacion fue desarrollada usando los
primers NEWS? (forward) 5 TGTGTCGATGAAGAACGCAG vy ITS?-RIXO (reverse) 5’
TTCTATGCTTAAATTCAGGGG. La Amplificacion se program6 a 1 minuto a 94°C; 35
ciclos de 30 s a 92°C, 30 s a50°C por 1 minuto a 72°C; el estiramiento final de 4
minutos a 72 °C, los productos fueron secuenciados directamente sobre 410 bases. Las
secuencias obtenidas fueron alineadas con las secuencias AY744632, AY061740 y
AB181159 obtenidas del genbank perteneciente a la especie Gnathostoma binucleatum.
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Técnica de digestion artificial

Se triturd el estdbmago de perros infectados con larvas de G. binucleatum y se colocé
en frascos de boca ancha, se agregaron 200 ml de jugo gastrico artificial preparado con
1000 ml de agua destilada, 7 ml de &cido clorhidrico al 37% y 2 gr de pepsina a
concentracion de 1: 10,000. Los frascos se colocaron en estufa bacterioldgica a temperatura
de 33°C durante 4 a 6 horas, posteriormente se decant6 el sobrenadante y se revisaron las
muestras del sedimento en cajas de Petri en microscopio estereoscopico hasta agotar la
muestra, este método favorece la digestion de tejidos liberando los parasitos titulares (L3A,
parasitos juveniles) para su identificacion morfoldgica Hanson and Kruse, 1982; Nawa et
al. 1993; Koga et al. 1999).

Cuantificacion y aislamiento de huevos en animales infectados

En los animales positivos, las heces fueron homogenizadas con agua comdn y con la
técnica de Mc Master se realiz6 conteo de huevos por gramo de heces (hgh) y se obtuvieron
los promedios por semana y dia de eliminacion. Un volumen de 5 ml de heces
homogenizadas y 15 ml de solucion saturada de NaCl al 38%, se colocaron en tubos de
ensaye y se centrifugaron a 5,000 rpm /5 minutos para favorecer la flotacion de los huevos,
terminado el proceso se recuperd con una pipeta Pasteur el 50% del volumen centrifugado y
se depositd en frascos de boca ancha con agua corriente para eliminar los residuos de NaCl.
Los lavados se repitieron por tres ocasiones con intervalos de dos horas cada uno, tiempo
después se decanto el sobrenadante (agua) de los frascos, dejando el sedimento en donde se
concentraron los huevos lo mas limpio posible para su incubacién en estufa bacteriol6gica

y se midieron 100 con microscopio compuesto calibrado para determinar su morfometria.
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Animales para el estudio inmunolégico

En todos los gatos infectados experimentalmente y los cuatro perros se encontraron
parasitos, se evaluaron mensualmente los anticuerpos séricos de la clase 1gG contra L3a y
adultos de G. binucleatum.

Como complemento se compard el titulo de anticuerpos séricos de la clase 1gG contra L3A
y adultos de G. binucleatum en perros de una zona endémica y perros de una zona libre. Se
colectaron sueros de 40 perros de zonas aledafias a la laguna de Agua Brava en el estado de
Nayarit (alimentados con desechos de pescado), estos sueros fueron almacenados a -20°C
hasta su uso. Ademas se colectd suero de 62 perros del centro de atencion canina y felina
(antirrdbico) ubicado en Cuautitlan, estado de México. Posterior a la toma de muestra, dos
perros de la zona endémica fueron sacrificados en forma humanitaria y se les realizo la
necropsia, los parasitos del tracto digestivo encontrados en cada perro fueron identificados

y registrados.

Obtencidon de antigenos somaticos de I3A y fases adultas de Gnathostoma
binucleatum

El extracto de antigenos de L3A de G. binucleatum (AgL3A) se realiz6 a partir de 250
larvas, mientras que el extracto de antigenos de parasitos adultos (AgGA) se obtuvo a partir
de 1.5 ejemplares provenientes de uno de los animales infectados experimentalmente. Los
parasitos fueron lavados tres veces en solucion salina fisiologica estéril con antibidticos
(penicilina 10,000 Ul, estreptomicina 100 pg/ml, anfotericina B 10 pg/ml SIGMA Labs) y
maceradas en un mortero en presencia de nitrégeno liquido y una mezcla de inhibidores de
proteasas (aprotinina 10 pg/ml, leupeptina pg/ml, iodoacetamida 1.8 mg/mly PMSF 1 mM

SIGMA Labs) hasta la obtencion de una pasta homogénea sin fragmentos de larvas.
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Elisa para determinacion de 1gG especifica a G. binucleatum

Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pozos (Maxisorp NUNC Labs)
sensibilizadas con 10 pg/ml de AgL3A 6 AgGA en buffer de carbonatos (pH 9.6) durante
toda la noche a 4°C. Posteriormente las placas fueron bloqueadas con ABS 5% mas PBS-
Tween 20 al 0.01% vy buffer de carbonatos (pH 9.6), se conservaron a 4°C hasta su
utilizacion. Para cada muestra se utilizaron por duplicado 50pl por pozo de una dilucién de
1: 320 de AgL3A y de 1:80 AgGA de suero en PBS con ABS 1% por 2 horas a 37°C, en
cada placa se utilizé un suero control positivo y uno negativo. Posteriormente, las placas
fueron lavadas 3 veces con PBS-Tween 20 al 0.01% vy a cada pozo se le colocaron 50pul de
IgG de oveja peroxidada anti-lgG canina (serotec AA132P) 6 50ul de IgG de cabra
peroxidado anti-lgG felina (serotec AA126P) a una dilfiucién de 1:5,000 por 2 horas a
37°C. Las placas se lavaron 3 veces como se describié anteriormente y el desarrollo del
color se realiz6 con OPD al 0.05% y perdxido de hidrégeno al 0.001% en solucion
reguladora de citratos por 10 minutos en oscuridad. Después la reaccion se detuvo con
acido ortofosférico al 6% (Mufioz, 2007). La lectura de la placa se realizé a 492 nm en un
lector de ELISA Multiscan AFCENT. En cada suero, la reaccién inespecifica fue eliminada
mediante la utilizacion de un pozo adyacente sin antigeno, en el que la absorbancia
obtenida fue restada a la obtenida en presencia de antigeno.

Los resultados obtenidos de los dos pozos en unidades de densidad optica (D.O.) fueron
promediados y posteriormente transformados a valoresa porcentuales de absorbancia (5

Abs) con respecto al control positivo mediante la siguiente formula:

X = (D.O. suero problema) (100)
D.O. control positivo
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Obtencidn de larvas de primer estadio

Los huevos recuperados se colocaron en frascos de vidrio con agua y se incubaron
en una estufa bacterioldgica a 33°C. Los huevos se revisaron diariamente hasta su eclosion
y se evaluaron las caracteristicas morfoldgicas y morfométricas de 100 de las larvas de

primer estadio.

Coleccion de copépodos y dipteros

Se colectaron copépodos y larvas de dipteros en veneros estuarinos de la laguna de
Agua Brava, se utilizaron redes de arrastre para zooplancton con luz de malla de 50u y se
conservaron vivos en cajas de Petri a temperatura ambiente. La identificacion de las
especies de copépodos y dipteros se realizé en la Facultad de Ciencias de la UNAM y en el
laboratorio de Ecologia de la Universidad autonoma de Aguascalientes, se tomo como base
la literatura de Suarez-Morales, 1996; Gutiérrez and Suérez, 2001; 2003).

Infeccion experimental de organismos acuticos

Las larvas de primer estadio (L1) fueron colectadas vivas con pipeta Pasteur, y se
depositaron en cajas de petri junto con cincuenta copépodos y cincuenta larvas de dipteros a
temperatura ambiente para provocar su ingestion. Se tomaron fotomicrografias y se realizé
microscopia electronica de barrido a los artropodos que ingirieron las larvas de primer

estadio.
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Muestreo de mamiferos silvestres

Se capturaron y sacrificaron 13 mapaches y 12 tlacuaches en zonas aledafias a la
laguna de Agua Brava. En la necropsia se revisaron exhaustivamenter los 6rganos de la
cavidad abdominal y toréaxica, en especial del aparato gastrointestinal en la busqueda de

nodulos y parasitos adultos de G. binucleatum.

Microscopia electronica de barrido

Gusanos adultos, L3A, L1, huevos, copépodos y larvas de dipteros se procesaron por
microscopia electronica de barrido para determinar su morfologia, el procesamiento se
realizo en el departamento de microscopia electronica del Instituto de Fisiologia Celular de
la UNAM. Los organismos fueron fijados en glutaraldehido al 3% por 48 horas, se lavaron
en amortiguador de fosfatos en tres tiempos de 1 minuto cada uno y se deshidrataron en
alcoholes graduales (etanol) desde 30 hasta 100% , con tiempos de 10 minutosa cada uno.
El secado se realiz6 a punto critico con C02 y las muestras se montaron en porta muestras
de aluminio, con adhesivo de carbon de doble cara y se ionizaron con oro paladio por 4
minutos. Se tomaron microfotografias en condiciones de alto vacio a 15 KV, con un
microscopio electrénico de barrido marca JEOL JSM-5410LV (Bozzola and Rusell 1992;
Anantaphruti et al. 1982
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RESULTADOS

Peces infectados con larvas (L3A) de G. binucleatum

Se detectaron L3A de G. binucleatum en cuatro de las seis especies analizadas
entre ellas: Cathorops fuerthi (chihuiles), Pomadasys macracanthus, (burros), Mugil
curema (liseta) y Dormitator latifrons (puyeque). En las especies Oreochromys aureus
(tilapia) y Chanos chanos (sabalos) no se detectaron L3A (Figura 7).

Los pescados analizados fueron 5,700, los hospederos parasitados 186, parasitos
encontrados 217, prevalencia 1.90%, intensidad promedio 0.73, abundancia 0.021 y el
intervalo de intensidad de 1 a 3 larvas, por pescado analizado Cuadro 1.

Las comunidades pesqueras donde se detectaron peces infectados fueron
Pericos, Pimientillo, San Miguelito, Llano del Tigre, Union de Corrientes, Boca de
Camichin y los Murillos, que se localizan en los municipios de Rosamorada, Tuxpan,
Santiago Ixcuintla y Tecuala del estado de Nayarit, cuyos cuerpos de agua integran la

laguna de Agua Brava (Figura 8).

Aves infectadas con larvas (L3A) de G. binucleatum

Se detectaron L3A de G. binucleatum, en 2 de las 31 aves ictiéfagas muestreadas en
esteros del municipio de Rosamorada. En Ardea herodias (garzén cenizo), se encontro
una larva y en Casmerodius albus (garzon blanco) se encontraron tres. En ambos casos

las larvas se localizaron enquistadas en los musculos pectorales (Figura 9).

Tortugas infectadas con larvas (L3A) de G. binucleatum

Las especies de tortugas (Kinosternun integrum chacuanas y Trachemys scripta
escurridizas) se encontraron infectadas con larvas L3A de G. binucleatum (Figura 10).
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Las tortugas analizadas fueron 247, los hospederos parasitados 184, parasitos

encontrados 1,095, prevalencia 65.8%, intensidad promedio 3.78, abundancia 2.76,

intervalo de intensidad 1 a 65 larvas por tortuga analizada. Todas las variables fueron

estadisticamente mayores (p< 0.05) en las tortugas que en los pescados (Cuadro 1).

Cuadro 1. Caracterizacion de la infeccion en peces y tortugas de la
laguna de Agua Brava del estado de Nayarit.

ESPECIES HA HP PE P IP A I
PECES
Cathorops fuerthi 3,000 154 183 4.8 1.25 0.061 1a3
Pomadasys macracanthus 600 11 11 183 1.0 0.018 1al
Mugil curema 600 13 15 216 115 0.025 1la?Z2
Dormitator latifrons 300 8 8 266 1.0 0.026 1lal
Oreochromis aureus 600 0 0 0 0 0 0
Chanos chanos 600 0 0 0 0 0 0
5700 186 217 190% 0.73 0.021 1a3
TORTUGAS
Kinosternon integrum 207 163 1070 79.1 6.28 491 1a65
Trachemys scripta 40 21 25 525 129 062 1a3
247 184 1095 658% 3.78 2.76 la 65

HA hospederos analizados, HP hospederos parasitados, PE parasitos encontrados, P
prevalencia, IP intensidad promedio, A abundancia, Il intervalo de intensidad

(Miyazaki, 1960).

Morfometria de larvas obtenidas en peces y tortugas analizadas

Las caracteristicas morfométricas de las L3A de G. bhinucletum encontradas en

pescados y tortugas se encuentran resumidas en el Cuadro 2. No se presentaron

diferencias (P>0.05) entre las larvas encontradas en pescados y tortugas.
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Cuadro 2.- Morfometria de 30 larvas obtenidas de peces y 30 larvas obtenidas
de tortugas, muestreadas en la laguna de Agua Brava

PECES | LT st | ae | 1B | ane GPA vt | ope | cep

() (2) @ [ @
MEDIA | 3985 | 0308 4.0 0147 | 0.235 384 | 416 | 438 | 462 | 7.3 | 146 | 0.065
DESVEST | 0586 | 0.054 0.0 0.020 | 0.042 3.1 31 | 31 (32| 35 | 14 |0018

ToRTUGAS| LT av | a8 | B | ane GPA vt | pe | cep

(1) @ | B [ @

MEDIA 4.057 0.308 4 0218 [ 0118 382 | 412 | 437 | 459 | 747 | 142 | 0.061

DESVEST | (.522 0.069 0 0.023 [ 0025 2.80 27 | 3.1 3 1.3 1.4 | 0.028

LT longitud total, AM anchura méaxima, AB anillos por bulbo, LB largo del bulbo, ANB ancho del bulbo,
GPA numero de ganchos por anillo 1, 2, 3, 4, IV diferencia entre los promedios de la cuarta a la primera
hilera, PC papila cervical, CEP distancia de la cloaca al extremo posterior.

Morfologia de quistes y larvas recuperadas en peces y tortugas

Todas las larvas se encontraron enquistadas en el musculo de los hospederos
analizados, los quistes son de forma ovalada y presentaron una membrana transparente
a través de la cual se observa el color rojo del esdfago e intestino del parésito y a la vez
enrollado sobre si mismo, las medidas promedio de 20 quistes fueron de 1.34 mm de
longitud por 1.14 mm de ancho.

Las larvas de los peces y tortugas presentaron caracteristicas morfolégicas
similares, midieron en promedio 3.988 y 4.057 de longitud total, la cuticula del cuerpo
es quitinosa y presentd 268 y 276 estrias transversales, de las cuales se proyectan
espinas de una sola punta, que varian de forma y tamafio dependiendo de la
localizacion en el cuerpo. El bulbo cefalico presentd 4 hileras concéntricas de ganchos
agudos y curvos proyectados hacia el extremo posterior del paréasito, la boca se localizo
en la region anterior del bulbo cefalico, presentd un par de labios fuertes con dos
papilas cada uno, y entre ambas papilas se localizaron los anfidios o receptores
sensoriales. El es6fago presentd una region muscular angosta y otra region glandular
mas ancha y ocupa el 30% del cuerpo del parasito, dorsalmente a este 6rgano se
encontraron cuatro sacos cervicales a través del cual se desplaza un liquido que
favorece la dilatacion o retraccion del bulbo ceféalico, el intestino se encuentra unido al

esofago, su conformacién es gruesa y presenta granulos de color rojo sangre y termina
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en el ano. En las imégenes se distingue el pseudocéloma que contiene un liquido de

color rojo transparente (Figura 11 a-b).

Cortes del intestino de larvas L3A, obtenidas de peces y tortugas

Se contaron los nucleos de 101 células del epitelio intestinal de larvas
recuperadas en peces. De las cuales 25 células presentaron un solo nucleo, 35
presentaron 2 ndcleos, 26 presentaron 3 nucleos, 11 presentaron 4 nucleos y 4
presentaron 5. El nimero total de nucleos fue de 227 y el nimero promedio de nucleos
por célula fue de 2.24,

Se contaron los nucleos de 84 células del epitelio intestinal de larvas obtenidas
en tortugas. De estas, 26 presentaron un solo nudcleo, 27 presentaron 2 nucleos, 23
presentaron 3 nucleos, 7 presentaron 4 nucleos y 1 presentd 5. EI ndmero total de
nucleos fue de 182 y el nimero promedio de ndcleos por célula fue de 2.20. No se
observaron diferencias estadisticas (P>0.05) entre los promedios de nucleos de las
células del epitelio intestinal, entre las larvas obtenidas de pescados y larvas obtenidas

de tortugas (Figura 11 c-d).

Alteraciones histopatologicas provocadas por las larvas L3A de G.
binucleatum en el masculo de peces y tortugas

Las alteraciones provocadas por las larvas enquistadas en el musculo de peces y
tortugas, presentaron un encapsulamiento fibroso alrededor de las larvas con un muy

ligero infiltrado celular (Figura 12).

Efecto de algunos factores fisicos sobre las larvas de G. binucleatum

El efecto de algunos factores fisicos sobre L3A de G. binucletum se presentan en
el Cuadro 3. La congelacion mato a todas las larvas a partir de las 48 horas. La

refrigeracion eliminé el total de larvas hasta los 30 dias. La ebullicion maté el total de
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larvas en 4 minutos. El asado (tatemado) maté las larvas a los 40 minutos. Las larvas
enquistadas y tratadas con jugo de limon (pH=2.5), murieron a los cinco dias de

exposicion y las larvas desenquistadas murieron a las siete horas (Cuadro 3, Figura 13).

Evaluacion experimental en perros infectados con L3A

En cuatro de los ocho perros inoculados con larvas de L3A de Gnathostoma
binucleatum, se detectaron fases del parasito en estbmago. Los animales infectados
ingirieron 42, 47, 52 y 52 larvas enquistadas, el porcentaje de infectividad fue del 50%.

En el perro uno se detecto la eliminacion de huevos en heces a los 5.5 meses p.i
(periodo de prepatencia), y se mantuvo eliminando huevos por un periodo de 96 dias
(periodo de patencia). La necropsia se practicd a los 9 meses p.i., y se encontrd un
nodulo fibroso de 18 cm de didmetro, localizado en la curvatura mayor del estbmago
proyectado hacia la cavidad abdominal del cual se recuperaron 11 parasitos adultos (5
hembras, 6 machos). EI nddulo era solido, internamente presentd perforaciones que se
comunicaban con la cavidad abdominal, y una pequefia abertura de aproximadamente 2
mm de didmetro, se comunicaba con el lumen gastrico. Las perforaciones contenian
secrecion mucosanguinolenta provocada por la estancia y la migracion interna de los
parasitos. A la microscopia Optica del contenido se observaron huevos inmaduros,
fértiles, larvados y pequefios fragmentos de cuticula, tal vez eliminada durante la
evolucion de los parasitos. Al disectar el nédulo solo se observaron y aislaron gusanos
machos que se encontraban incrustados en el tejido, mientras que las hembras fueron
eliminadas en las heces después de la oviposicion.

En el perro dos no se detectaron huevos, la necropsia se practico a los 9 meses
p.i., encontrandose cinco nodulos gastricos de 1 a 2 cm de didmetro y por digestion
artificial, se recuperaron 3 parasitos juveniles y 2 larvas en fase de muda.

En el perro tres no se observo la eliminacién de huevos, la necropsia se practico
a los siete meses p.i., y no se detectaron nodulos gastricos. Al realizar la digestion
artificial del estbmago se recuperaron cinco parasitos en fase juvenil.

En el perro cuatro no se detectaron huevos en heces, la necropsia se practicd a
los 13 meses p.i., observandose varios nédulos de 1 a 2 cm de didmetro, localizados en
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la mucosa gastrica, y por digestion artificial se recuperaron cinco parasitos juveniles
(Figura 14 a-b).

Evaluacion experimental de gatos inoculados con L3A

En dos de los trece gatos inoculados con L3A de G. binucleatun se encontraron
fases larvarias del paréasito en la pared gastrica. Cada uno de los animales ingirieron 30
larvas enquistadas incluidas en carne molida de pescado. El porcentaje de la
infectividad fue del 15.38% en ambos gatos.

La necropsia en el gato uno se practic6 a los 6 meses p.i., y se encontrd un
nodulo de 1.5 cm de diametro localizado en la curvatura mayor del estomago, del cual
se recuperd un parasito juvenil (Figura 14 c-d). En el gato dos la necropsia se practico a
los 10 meses p.i.,, y no se observaron nodulos, solo se recuperd una larva en el

diafragma.

Identificaciéon de nddulos gastricos en vivo

Por laparotomia exploratoria, se confirmé la presencia de nddulos gastricos a través de
cirugia y por palpacién de la pared géastrica. Por las técnicas de ultrasonido y
endoscopia, los nédulos se detectaron a través de imagenes obtenidas con equipo
especializado. Este es el primer reporte sobre el uso de estas técnicas para el

diagnostico de la gnathostomosis en hospederos definitivos vivos.

Conteo de huevos en un perro infectado con G. binucleatum

La eliminacion de huevos en el perro uno, se inicio en la semana 22 p.i. y se
mantuvo por 14 semanas mas. Los promedios diarios de huevos eliminados por gramo

de heces (hgh) se presentan en la (Figura 15).
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Figura 15. Cuantificacion de huevos por gramo de heces (hgh), eliminados
por un perro infectado con parasitos adultos de G. binucleatum.
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Manifestaciones clinicas observadas en animales infectados

En los perros y gatos infectados, se observd con frecuencia nauseas, vomito,
dolor abdominal y postracién, al inicio y durante los 2 a 3 primeros meses p.i. con L3A
de G. binucleatum, posteriormente los animales presentaron apatia y disminucion en el
consumo de agua y alimentos en los meses restantes.

El perro que elimino huevos presentd durante el periodo de patencia
excitabilidad nerviosa, accesos de dolor abdominal agudo con postracion, diarrea
acuosa y olorosa, vomito sanguinolento esporadico, producto de la formacion de
pequerfias Ulceras en el estbmago, aumento en el consumo de agua, disminucion en el
consumo de alimento hacia el final del periodo de patencia, baja de peso, caida de pelo
y transpiracion corporal con olor desagradable.
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Morfometria de parasitos adultos recuperados

La morfométricas de 10 parasitos adultos (6 machos, 4 hembras), obtenidos de
un perro infectado con larvas de G. binucleatum, presentaron las siguientes medidas en
mm. Los machos midieron 20.01 (18 a 23) de longitud total y 1.75 (1.44 a 2.06) de
anchura maxima, largo del bulbo .745 (.462 a 1.028), ancho del bulbo .976 (.899 a
1.053), nimero de hileras en el bulbo cefalico 8 a 9, localizacion de la papila cervical
18 (16 a 23) estrias transversales, longitud del es6fago 2.94 (2.54 a 3.34), distancia de
la cloaca al extremo posterior .334 (.231 a .437).

Las hembras midieron 40.3 (35 a 57) de longitud total y 1.77 (1.49 a 2.06) de
anchura maxima, largo del bulbo .693 (.565 a .822), ancho del bulbo .963 (.848 a
1.079), numero de hileras en el bulbo cefélico 8 a 9, localizacion de la papila cervical
17 (16 a 19) estrias transversales, longitud del es6fago .398 (4.11 a 3.85) y distancia de

la cloaca al extremo posterior .282 (.205 a .359).

Obtencion de larvas de primer estadio

Los huevos incubados se revisaron diariamente, a los 20 dias del inicio se
observo el desarrollo de 16 a 18 blastomeros dentro del huevo y el embridn se detectd 4
dias después. La mayoria de las larvas emergieron por el opérculo en 28 dias y unas
pocas lo hicieron por regiones distintas. Las larvas al contacto con el agua son muy
activas, microscopicamente se observa una vaina transparente mas ancha que su propio
cuerpo, que les confiere proteccion al ambiente. Las larvas (L1) dorsalmente presentan
una gran cantidad de granulaciones y al doblarse se observan arrugas en la cuticula. El
extremo anterior es mas ancho que el extremo posterior y presenta una espina
proyectada hacia delante, Prommas y Daengsvang, (1933; 1936) sefialan que la espina
es (til para liberarse de la vaina y continuar su evolucion hasta larva de tercer estadio
temprano L3T, en el hemocéle de los copépodos. El promedio de 100 larvas medidas en
microscopio compuesto calibrado incluyendo la vaina, fue de 285.8 um (231-334.1) de
largo por 0.134 um (0.077-0.205) de ancho (figura 16).
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Organismos acuaticos infectados con larvas L1

La incubacién de 50 copépodos con L1 de G. binucleatum indujo que siete de
ellos ingirieran larvas y que estas se desarrollaran a larvas de segundo y tercer estadio
temprano en 6 a 9 dias p.i.. EI nimero de larvas por copépodo fue de 1 a 5y se
localizaron en el hemocele y bifurcacion de la cola. Microscopicamente las larvas se
observaron sin vaina, presencia de un pequefio bulbo cefalico e hileras concéntricas de
pequefios ganchos, estrias transversales, pequefias espinas cuticulares y en alguna de
ellas se observd presencia de una espina en la region anterior. Los copépodos
infectados fueron clasificados dentro del Orden: Cyclopoda, Familia: Cyclopidae,
Sufamilia: Cyclopinae, Género: Mesocyclops longisetus

Doce de las cincuenta larvas de dipteros ingirieron L1 de G. binucleatum. Las
L1 se localizaron en la region media y posterior del aparato digestivo de los dipteros y
maduraron hasta larvas de segundo y tercer estadio de fase temprana entre 6 y 9 dias
p.i. Los dipteros fueron clasificados dentro del Subphylum: Uniramia, Clase: Insecta,

Orden: Diptera, Familia: Chironomidae (Figura 17).

Alteraciones histopatologicas provocadas por parasitos adultos

Durante la necropsia del perro infectado con gusanos adultos, se observé un
nodulo de 18 cm. de didmetro localizado en la curvatura mayor del estdémago. El
nodulo era de consistencia dura y con abundante vascularizacion, internamente se
observo una cdmara irregular y cavernas con secrecion mucosanguinolenta y gusanos
adultos incluidos en el tejido. Una de las cavernas tenia comunicacion con la cavidad
abdominal a través de la cual se observé un parasito adulto (hembra) fuera del ndédulo y
en contacto con las visceras, encontrandose que el liquido peritoneal era de color rojizo
y probablemente fue secretado por el nédulo. En dos perros mas se encontraron nddulos
de 1 a 2 cm de didmetro con parésitos juveniles localizados en la pared del estomago,
estos nodulos se han observado como un proceso inflamatorio, producto del
establecimiento de las larvas al regreso de su migracion por el tejido conectivo. Otro

perro infectado no presentd nodulos, pero por digestion artificial se recuperaron
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parasitos juveniles en la pared del estbmago. La necropsia practicada en los cuatro
perros infectados con G. binucleatum, revel6 la presencia de atrofia muscular, producto
del mal estado general de los animales, asi como hepatomegalia, esplecnomegalia,
linfangitis mesentérica, pancreatitis, hipertrofia gastrica, gastritis cronica y pequefias
Ulceras gastricas.

Microscopicamente los perros infectados presentaron en los nodulos zonas de
fibrosis, pequefias zona de necrosis, gran cantidad de huevos capturados dentro del
tejido e infiltrado de células plasmaticas, macrdfagos y eosinéfilos rodeando los
huevos.

Solo dos gatos se infectaron, uno presentd un pequefio nédulo de 1.5 cm de
diametro con una forma juvenil dentro, el otro present6 una larva en la pared muscular
del diafragma. Ambos gatos presentaron hepatomegalia, esplegnomegalia y
pancreatitis. Microscopicamente el nédulo presenté zonas de fibrosis con fibroblastos,
areas de necrosis con degeneracion muscular, infiltrado de macrofagos y sectores

linfoplasmocitarios (Figura 18).

Secuenciacion del ADN de parasitos adultos

La secuencias de bases del ADN ribosomal (ITS2) fueron obtenidas de un
fragmento de parésito adulto recuperado por infeccion experimental en un perro
inoculado con larvas de tortugas, el segmento amplificado presento una divergencia del
0.48 % (2 de 419 pb) con las secuencias reportadas en el genbank para Gnathostoma
binucleatum. Por lo tanto, la especie estudiada corresponde a Gnathostoma

binucleatum.

Cinética de anticuerpos 1gG anti-AgL3A e 1gG anti-AgGA en
gatos infectados experimentalmente con G. binucleatum.

Los resultados de las cinéticas individuales de produccién de anticuerpos IgG
contra antigenos de L3A en los gatos infectados experimentalmente se muestran en la

figura (19). En la figura (20), se observa la cinética del promedio de los porcentajes de
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absorbancia de produccién de anticuerpos I1gG contra L3A en los 13 gatos infectados
experimentalmente. Se puede observar que los niveles promedio de anticuerpos de estos
animales se increment6 de manera significativa (P<0.05) del mes cero (22.37 = 24.60
%). al primer mes, p.i. (96.75 £ 19.52 %), a partir de aqui el promedio se mantuvo hasta
el octavo mes p.i. (83.97 + 24.17 %) sin diferencias estadisticas significativas (P>0.05).

Con respecto a los anticuerpos 1gG contra AgGA las cinéticas individuales de
produccion se muestran el la Figura 21. En la Figura 22 se observa la cinética del
promedio de los porcentajes de absorbancia de produccion de anticuerpos IgG contra
AgGA en los 13 gatos infectados experimentalmente. Se puede observar un incremento
paulatino en el porcentaje de absorbancia, este incremento fue estadisticamente
significativo (P<0.05) con respecto al cero (13.47 + 19.80 % Abs); a partir del tercer
mes (67.03 + 55.87 % Abs) y se mantuvo sin diferencias estadisticas (P>0.05) hasta el
octavo mes pi (122.66 + 62.41% Abs).

Cinética de anticuerpos 1gG anti-AgL3A e IgG anti-AgGA en
perros infectados experimentalmente con G. binucleatum.

Los resultados de las cinéticas individuales de produccién de IgG contra
antigenos de L3A en los cuatro perros infectados experimentalmente que desarrollaron
parésitos se muestran en la Figura 23. En la Figura 24 se observa la cinética del
promedio de los porcentajes de absorbancia de produccion de anticuerpos IgG contra
L3A en los 4 perros infectados experimentalmente. Se puede observar que los niveles
promedio de anticuerpos de estos animales se incrementé de manera significativa (P<
0.05) del mes cero (17.72 £ 14.90 % Abs) al segundo mes PI (100.56 + 57.79 % Abs), a
partir de aqui el promedio se mantuvo hasta el quinto mes p.i (166.77 £+ 54.89 % Abs)
sin diferencias estadisticas significativas (P>0.05).

Con respecto a los anticuerpos 1gG contra AgGA las cinéticas individuales de
produccion se muestran el la Figura 25. En la figura 26 se observa la cinética del
promedio de los porcentajes de absorbancia de produccion de anticuerpos IgG contra

AgGA en los 4 perros infectados experimentalmente. No se encontraron diferencias
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estadisticas (P>0.05) en los promedios de % Abs entre los diferentes meses de

muestreo.

Niveles de anticuerpos 1gG anti-AgL3G en perros de zonas
endémicas y no endémicas.

Los niveles de anticuerpos IgG contra AgL3A en perros de la zona endémica de
Nayarit asi como también los perros de una zona no endémica se muestran en las figura
27. Se observaron diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) entre las dos
poblaciones, siendo mayor el promedio de % Abs en los perros de la zona endémica (50
+ 19.9) en comparacién a los de la zona no endémica (28.5 £ 25.5).

Los niveles de anticuerpos IgG contra AgGA en 10 perros de la zona endémica
de Nayarit asi como también de 10 perros de una zona no endémica se muestran en las
figura 28. No se encontré diferencia estadistica (P>0.05) entre los promedios de

anticuerpos contra AgGA de las dos poblaciones.

Mamiferos silvestres

Los mamiferos silvestres, no se encontraron infectados con las formas juveniles
0 adultas de G. binucleatum, por tal razon no se encuetran relacionados con esta especie

en la entidad.

Microscopia electronica de barrido

Larvas L3A de G. binucleatum

En la Figura 29 se presentan microfotografias de larvas de G. binucleatum
usando microscopia electronica de barrido. El bulbo cefélico presentd cuatro hileras

concentricas de ganchos con una sola punta. La boca presentd labios fuertes con un par
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de papilas cada uno y entre ellas se localizaron los anfidios o receptores sensoriales. La
papila cervical de forma ovalada se localizé en la hilera transversal numero 14. Las
espinas cercanas al bulbo cefalico fueron de tamafio grande y densamente pobladas, en
el tercio medio fueron de mediano tamafio y conforme se acercaron al extremo
posterior, fueron de menor tamafio y menos pobladas. Las estrias transversales se
interrumpen a lo largo del parasito y en direccion a la papila cervical, el ano se localiza

en el extremo posterior y en el extremo posterior se localizaron los fasmidios.

Parasitos adultos de G. binucleatum

En la Figura 30, se observa la microscopia electronica de barrido de gusanos
adultos obtenidos de perros infectados. El bulbo cefalico se observo de forma circular y
con 8 a 9 hileras concéntricas de ganchos. La boca presenté dos labios fuertes
(trilobulados) con un par de papilas cada uno y entre ambas papilas se localizaron los
anfidios o receptores sensoriales. Las espinas cuticulares mas grandes se distribuyen en
el 45 % del cuerpo, dentro de esta distribucion las espinas cercanas al bulbo cefalico
presentaron de dos a tres puntas, en la regién media fueron de tres puntas observandose
la punta central de mayor tamafio. En regién posterior, el nimero de espinas
disminuyeron a 2 y a una punta. El resto del cuerpo (55%) presentd diminutas espinas
de una sola punta. La cauda del macho es una estructura importante y sirve como
referencia para identificar las especies de Gnathostoma spp, a nivel morfolégico.
Presentd cuatro pares de papilas laterales grandes, tres pares mas en posicion media y
un par de espiculas desiguales, la izquierda midi6 aproximadamente 90 um de largo y
la derecha 40. La cloaca se observo cubierta de pequefias espinas, la vulva en la hembra
se localizd en la region media y ventral del cuerpo y presentd pequefias papilas en su
entorno.

En la Figura 31, se observa la microscopia electrénica de barrido, de un gusano
juvenil recuperado de un gato infectado. Las caracteristicas morfologicas fueron muy
similares a las observadas en los parasitos adultos, obtenidos de un perro. La papila

cervical se localizé en la hilera transversal 17 y el poro excretor en la hilera 25. De
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igual manera el extremo posterior presentd el mismo numero de papilas que las

observadas en los perros, pero no se observaron espiculas.

Huevos de G. binucletum

En la Figura 32, se observa la microscopia electronica de barrido de huevos de
G. binucleatum, eliminados en la materia fecal de un perro infectado con paréasitos
adultos, son de color amarillo verdoso de forma ovalada y presenta un opérculo en uno
de sus extremos. La superficie de los huevos, presenta agrietamientos y no se observo
puntilleo como los huevos de G. spinigerum. El interior de los huevos, asemeja una
camara afelpada que proporciona anidamiento a las larvas de primer estadio que ahi se

desarrollan, y el opérculo present6 una red granular de tipo poroso.

58



Figura 6. Pacientes diagnosticados clinicamente con gnathostomosis cutanea en el
estado de Nayarit, con antecedentes de consumir cebiche de pescado crudo en
establecimientos publicos de la ciudad de Tepic. a-c) larva migrans edematosa o
reptante, b-d) larva migrans serpiginosa y pseudofurunculosa.



Figura 7. Hospederos intermediarios infectados con larvas de Gnathostoma binucleatum
en la laguna de Agua Brava del estado de Nayarit. 1) Cathorops fuerthi, 2) Pomadasys
macracanthus, 3) Mugil curema, 4) Dormitator latifrons.
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Figura 8. Municipios del estado de Nayarit, donde se colectaron pescados infectados con
larvas de Gnathostoma binucleatum. Tecuala, Rosamorada, Santiago Ixcuintla, Tuxpan.



Figura 9. Hospederos paraténicos infectados con larvas de Gnathostoma
binucleatum, en la laguna de Agua Brava del estado de Nayarit. a) Casmerodius
albus garzén blanco, b) Ardea herodias garzoén cenizo.



Figura 10. Hospederos paraténicos que fueron encontrados infectados con larvas
de Gnathostoma binucleatum en la laguna de Agua Brava del estado de Nayarit.
a) Kinosternun integrum chacuana, b) Trachemys scripta escurridiza.



Figura 11. a-b) quistes (1.34 x 1.14mm) y larvas (3-4 mm) de G. binucleatum,
obtenidas de tortugas. c-d) cortes intestinales de larvas (4 p, HE.) obtenidas de peces y
tortugas. Los promedios de nucleos fueron de 2.24 y 2.20 respectivamente.



Figura 12. Microfotografia de L3A de Gnathostoma binucleatum obtenida de
pescado. a) corte histoldgico (4 u, HE.) de larva enquistada en el musculo, b) se
observa ligera atrofia muscular, encapsulamiento e infiltracion de eosinofilos y
leucocitos



Cuadro 3. Efecto de diferentes factores fisicos, sobre la viabilidad de

larvas de tercer estadio avanzado de G. binucleatum

LARVAS (24 horas) (48 horas) (72 horas)
LARVAS LARVAS Total
CONGELA TRATADA muerta
s vivas muertas TRATADAS vivas muertas TRATADAS vivas s 405
(-10°C) 15 6 9 15 0 15 15 0 15 45
(-15°C) 15 2 13 15 0 15 15 0 15 45
(-20°C) 15 0 15 15 0 15 15 0 15 45
REFRIGERA (10 dias) (20 dias) (30 dias)
(5°C) 15 11 | 4 15 6 | 9 15 0 | 15 45
EBULLICION (3 minutos) (4 minutos) (5 minutos)
(100 °C) 15 3 | 12 15 0 15 15 0 15 45
TATEMADO (40 minutos) (60 minutos) (80 minutos)
15 2 | 13 15 0 | 15 15 0 15 45
JUGO LIMON (1 dia) (3 dias) (5 dias)
Con quiste 15 15 | 0 5 | 10 0 | 15 45
(1 hora) (3 horas) (7 horas) 45
Sin quiste 15 15 0 15 15 0 15 0 15 45




Figura 13. Efecto provocado por algunos factores fisicos sobre las larvas de G.
binucleatum. a) congelacion a -10 y -20°C, b) asado y ebullicién, ¢) tratamiento con
limon. d) por congelacion las larvas mostraron fuerte deshidratacion, e) por asado y
ebullicion se observo desprendimiento de la cuticula, f) larva viva sin tratamiento.



Figura 14. a-b) nddulo géastrico y parasitos adultos obtenidos de un perro infectado con
G. binucleatum, se observan perforaciones y tejido fibroso. c-d) nddulo géstrico y
parasitos juveniles, obtenidos de dos gatos infectados, los gusanos son mas pequerios



Figura 16. Obtencion de larvas de primer estadio. a) Huevos blastomerados ( 71.87 x
33.85 1 ), obtenidos de un perro infectado con G. binucleatum. b) larva de primer
estadio dentro de una vaina grande, la region anterior es mas ancha que la posterior y el
cuerpo presenta arrugas y granulaciones a lo largo del cuerpo (285.8 X 0.134 p).



Figura 17. a) Larvas L2 de G. binucleatum, desarrolladas experimentalmente en el hemaocéle
de copépodos Mesocyclops longicetus. b) larva L2 desarrollada en la regién media y posterior
de larvas de diptero de la Familia: Chironomidae.



Figura 18. Cortes histolégicos de nddulos géstricos, obtenidos de un perro infectado
con parasitos adultos de G. binucleatum. a-b) el ndédulo presenté tejido fibroso, c-d) se
observaron huevos larvados y blastomerados capturados dentro del tejido nodular,
infiltracion de células plasmaticas, macrofagos y eosinofilos rodeando los huevos.
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Figura 19. Cinética de anticuerpos 1gG anti-AgL3A en 13 gatos infectados
experimentalmente con G. binucleatum (mes 0, momento de la infeccion)
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Figura 20. Cinética del porcentaje de absorbancia de los niveles de anticuerpos,
contra antigeno de larvas de G. binucleatum en 13 gatos infectados.
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Figura 21. Cinética de anticuerpos 1gG anti-AgGA de G. binucleatum en 13

gatos infectados experimentalmente.
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Figura 22. Cinética del porcentaje de absorbancia de los niveles de anticuerpos, contra
antigeno de fases adultas (AgGA) de G. binucleatum en 13 gatos infectados.

(Letras iguales no hay diferencia estadistica, letras diferentes si hay diferencia estadistica)
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Figura 23. Cinética de anticuerpos I1gG anti-AgL3A de G. binucleatum en 4 perros

infectados experimentalmente.
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Figura 24. Cinética del porcentaje de absorbancia de los niveles de anticuerpos,
contra antigeno de L3A de G. binucleatum en 4 perros infectados.
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Figura 25. Cinética de anticuerpos 1gG anti-AgGA de G. binucleatum en

4 perros infectados experimentalmente.
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Figura 26. Cinética del porcentaje de absorbancia de los niveles de anticuerpos medidos,
contra antigeno de fases adultas (AgGA) de G. binucleatum en 4 perros infectados.

(no se observo diferencia estadistica P>0.05).
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Figura 27. Niveles de anticuerpos 1gG contra antigeno de larvas
(AgL3A) en perros de zona endémica y no endémica de G. binucleatum.




100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

PORCENTAJE DE ABSORBANCIA

ENDEMICA NO ENDEMICA

Figura 28. Niveles de anticuerpos 1gG contra antigeno de gusano adulto
(AgGA) en perros de zona endémica y no endémica de G. binucleatum
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Figura 29. Microscopia electronica de barrido de una larva L3A de G. binucleatum
obtenida de tortuga. a) bulbo cefalico con 4 hileras de ganchos, b) papila cervical, c)
espinas cuticulares, d) extremo posterior que presenta la abertura anal y los anfidios.
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Figura 30. Microscopia electrénica de barrido de un parasito adulto de G. binucleatum
obtenido de un perro infectado. a) bulbo cefalico con 8 hileras de ganchos, b) papila
cervical localizada en la hilera nUmero 23, c¢) espinas cuticulares con 2 a 3 puntas, d)
extremo posterior del macho, se observan 4 pares de papilas laterales grandes, 3 pares de
papilas ventrales mas pequefias y un par de espiculas desiguales.



Figura 31. Microscopia electrénica de barrido de un parasito juvenil de G.
binucleatum obtenido de un gato infectado. a) bulbo cefalico con 9 hileras de ganchos,
b) papila cervical localizada en la hilera 19, c) espinas cercanas al bulbo con 2 a 3
puntas, d) extremo posterior con 4 pares de papilas laterales grandes, 3 pares de
papilas ventrales mas pequefas y ausencia de espiculas.
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Figura 32. Microscopia electronica de barrido. a) Huevo de forma ovalada y opérculado
obtenido de un perro infectado con parasitos adultos de G. binucleatum, b) la superficie
presenta agrietamientos que pueden ser caracteristicos de esta especie ya que los huevos
de G. spinigerum presentan puntilleo fino.



DISCUSION

En este trabajo se muestrearon seis de las especies de mayor importancia
comercial de la zona. De estas, se detectaron L3A en las especies: Cathorops fuerthi
(chihuil), Pomadasys macracanthus (burro), Mugil curema (liseta) y Dormitator latifrons
(puyeque). Lo anterior, las hace las especies de mayor riesgo para la poblacion humana
en la region. Las especies Oreochromys aureus (tilapia) y Chanos chanos (sabalos) no se
encontraron infectadas.

Este es el primer reporte mundial de Mugil curema y Pomadasys macracanthus
como segundos hospederos intermediarios de G. binucleatum en aguas estuarinas. Las
especies Cathorops fuerthi y Dormitator latifrons fueron registradas previamente como
hospederos intermediarios del parasito en el estado de Nayarit (Alvarez-Guerrero &
Lamothe-Argumedo, 2000 a).

Las especies Cathorops fuerthi, Pomadasys macracanthus y Dormitator
latifrons tradicionalmente se extraen en la pesca comercial como fauna de
acompafiamiento o guano y se utilizaban para obtener harina de pescado. Debido al costo
y a la mayor demanda de pescado, estas especies actualmente se usan para el consumo
humano. Por el aspecto y tamafio, estas especies se venden como filetes para preparar
platillos regionales como el cebiche y callos, que se elaboran con carne cruda. Esto hace
que las especies sean especialmente riesgosas como fuente de infeccidn en la poblacion
humana, no solo de la regidn, puesto que este producto se comercializa a los estados de
Jalisco, Michoacan, Colima, Guerrero y el D.F. (Alvarez-Guerrero & Lamothe-
Argumedo, 2002).

La alta cantidad de peces con larvas de Gnathostoma sp. en la regién, sugiere
que sus depredadores pueden actuar como hospederos del parasito. Por esta razon se
muestrearon aves ictiéfagas que se encuentran en la region. Se identificaron L3A
Unicamente en dos aves, Ardea herodias (garzon cenizo) y Casmerodius albus (garzén
blanco), la presencia de larvas enquistadas en regiones musculares, indica que estas aves
actian como hospederos paraténicos del parasito. Las especies de aves que resultaron
infectadas, son especies endemicas en las zonas de estudio y la base de su alimentacion es
el pescado, a través del cual consume larvas L3A que después se alojan en su organismo

y permanecen sin evolucionar, jugando un papel como reservorios. Estos animales por su
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habitat natural, tienden a ser depredados por mamiferos silvestres (paraténesis) y las
larvas podrian continuar su evolucion como gusanos adultos cerrandose el ciclo en la
naturaleza. Otros aspectos epidemioldgicos relevantes que mencionar, es el hecho de que
pueden ser cazadas furtivamente y ser consumidas por los humanos. Otras aves como el
pelicano blanco Pelecanus erhytrorhynchus, y el pato buzo Phalacrocérax olivaceus,
fueron reportadas con larvas de Gnathostoma sp. en el estado de Nayarit por Alvarez-
Guerrero (2000). La primera especie migra desde Canada y llega en grandes parvadas a
las lagunas y esteros de la region en donde permanece durante la época invernal. De
acuerdo a comentarios personales recogidos de habitantes riberefios en las zonas de
estudio, afirman que esta especie es consumida esporadicamente asada por algunos
pescadores, este habito de consumir especies no comunes, se puede convertir en un
problema de salud publica en el estado.

Las tortugas son abundantes en la zona de estudio, por lo que se muestrearon las
dos especies mas comunes en busca del parasito. La prevalencia en las tortugas
(Kinosternon integrum y Trachemys scripta) fue del 79.1% y 52.1. Estas prevalencias son
mas altas que las encontradas en peces (4.8%), lo que las podria hacer mas importantes en
el mantenimiento del parésito en el habitat ecoldgico. Este es el primer trabajo
sistematico de recoleccion y el primero en donde se identifica la especie por DNA
ribosomal ITS2 de reptiles acuaticos como hospederos paraténicos de G. binucleatum.

El papel epidemioldgico de las tortugas puede ser controversial, puesto que si
bien la incidencia del parésito es alta y son consumidas por los humanos en las zonas
donde son capturadas, el consumo generalmente implica la coccion de las mismas y por
lo tanto una disminucién en el riesgo hacia los humanos. Sin embargo, en su habitad las
tortugas son depredadas por otros animales como los cocodrilos, nutrias, mapaches,
tlacuaches, zorrillos, felinos mayores, aves silvestres, cangrejos y peces, de ahi que las
tortugas podrian jugar un papel importante en el mantenimiento del ciclo bioldgico de
Gnathostoma binucleatum al formar parte de la cadena alimenticia de estos animales
(Bonin, et al. 2006; Vetter, et al. 2005; Harding, 1997). Por lo anterior, se muestreo a los
depredadores naturales mas comunes en la zona (mapaches y tlacuaches), pero en ellos
no se detectaron parasitos adultos de Gnathostoma binucleatum, por lo que hasta hoy no

existen indicios que participen en el ciclo biolégico en condiciones naturales.
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El hallazgo de L3A en peces y tortugas llevo a tratar de identificar la especie de
Gnathostoma que se estaba observando. Los criterios que tradicionalmente se han
utilizado para este fin son evaluaciones morfométricas como: longitud total, numero de
ganchos en el bulbo cefalico, localizacion de la papila cervical, nUmero de estrias
transversales, nimero de células intestinales y numero promedio de nucleos por célula
intestinal. Los valores encontrados corresponden a los reportados para L3A de G.
binucleatum (Lamothe-argumedo et al., 1989; Diaz-camacho et al 2002; Almeyda et al.,
1991; Akahane et al 1994; Koga et al. 1999; 2000). No se encontraron diferencias en los
valores morfométricos entre larvas encontradas en peces y tortugas. Tomando en cuenta
lo anterior y si se considera que todos los ejemplares fueron colectados simultaneamente
en el mismo habitat, se puede concluir que se trata de la misma especie.

Algunos autores consideran que la descripcion morfolégica y morfométrica tanto
de los parasitos adultos como de larvas, no es suficiente para diferenciar entre especies de
Gnathostoma, aunque las primeras especies encontradas fueron descritas bajo estos
criterios. Por lo anterior, se ha propuesto que la secuenciacion del DNA es mucho mas
confiable para la identificacion de especies. En el presente estudio se secuencié el DNA,
ITS2 ribosomal de un parasito adulto recuperado de un perro infectado
experimentalmente con L3A obtenidas de tortugas. Las secuencias de 410 pares de bases
del segmento amplificado fueron alineadas con las secuencias del genbank para
Gnathostoma binucleatum, estas tuvieron una variacién del 0.48%, lo que permite
afirmar que se trata de G. binucleatum. Si se toma en cuenta que G. binucleatum ha sido
reportado como el agente etioldgico de la gnathostomosis humana en Nayarit y Sinaloa
(Ledn-Regagnon et al., 2002) se puede concluir que la ingestion de estos hospederos es la
forma en que los humanos adquieren la infeccién en el estado de Nayarit. Estudios
similares con peces dulceacuicolas Petenia splendida, Cichlasoma managlense y
Gobiomorus dormitor, del estado de Tabasco, presentaron una variacion de 0.24% y
0.475%, en relacion con las secuencias de bases del Genbank para G. binucleatum, por lo
que concluyeron que se trataba de la misma especie y que esta es la forma de infeccion
para humanos en el estado de Tabasco (Kifune et al., 2004).

En la actualidad, no existe literatura sobre la forma de disminuir el riesgo de
adquirir la gnathostomosis humana por ingerir pescado en platillos que tradicionalmente

se elaboran con carne cruda, como el cebiche, sushi o callos. Con el objeto de proponer
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alternativas de prevencion para el control de la enfermedad y teniendo una gran cantidad
de larvas disponibles se evalud el efecto de algunos factores fisicos sobre la viabilidad de
las L3A. La congelacién a -10 °C por al menos 48 horas mat6 al total de L3A de G.
binucleatum que fueron colocadas en la carne de pescado. Este dato puede ser util a nivel
casero para prevenir la infeccién, se puede utilizar la nevera de un refrigerador doméstico
para congelar por 48 horas la carne de pescado que se desea preparar en cebiche crudo,
garantizando asi la salud familiar. La congelacion a -15 °C tuvo el mismo efecto que en
el caso anterior, sin embargo a -20 °C, las larvas murieron a las 24 horas de exposicion,
por lo que esta medida puede ser usada por empresas que almacenen grandes volimenes
de pescado (centros de acopio, pescaderias, restaurantes, supermercados, empacadoras),
las cuales al almacenar por 24 a 48 horas el producto antes de comercializarlo,
garantizaran la salud del pablico consumidor.

La refrigeracion a 5 °C tradicionalmente se ha usado para la conservacion de
productos perecederos por cortos periodos. EI mantenimiento de la carne de pescado a
esta temperatura por 10 y 20 dias no mato el total de las larvas (26 % de mortalidad). La
conservacioén por 30 dias mato el total de larvas, pero esto probablemente no es el efecto
de la temperatura sino tal vez fue provocado por la auto digestion del tejido en donde
aumenta el proceso de descomposicion y proliferacion de microorganismos. Como el
pescado conservado por 30 dias en refrigeracion definitivamente no es apto para el
consumo humano, este proceso si bien conserva el producto por un corto tiempo, no
puede ser recomendado como una medida preventiva de la gnathostomosis.

El precocimiento de la carne molida de pescado por 4 minutos mato el total de
larvas. La utilizacion de este procedimiento puede ser util cuando la carne de pescado se
desea consumir en cebiche, pues durante este tiempo conserva el sabor caracteristico,
tiempos superiores a 5 minutos alteran la palatabilidad del pescado de ahi que el
consumidor prefiera recurrir al cebiche crudo.

El tratamiento de larvas con calor seco (tatemado en lefia) result eficaz para
destruccion de larvas, pues aungue se encontraron 2 larvas vivas a los 40 minutos de
exposicion, el pescado ain en ese momento se encuentra semicocido, su total
cocimiento se obtiene aproximadamente a los 90 minutos de exposicion al calor, lo que

elimina el riesgo de infeccion.
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Todas las larvas (15) tratadas en jugo de limdn resistieron el efecto del acido al
primer dia. A los tres dias se observaron 5 larvas vivas y 10 muertas. A los cinco dias
todas las larvas (15) murieron, cabe sefialar que las larvas se evaluaron enquistadas y el
tiempo que tardaron en morir, supera el tiempo en que un producto perecedero como el
cebiche tarda en comercializarse en su totalidad. De ahi el peligro para los humanos de
adquirir la infeccidn por ingerir cebiche.

Las larvas tratadas bajo condiciones de congelacion y refrigeracion, se observaron
deshidratadas, cristalizadas, quebradizas y rotas. Las que se evaluaron con calor seco y
hamedo (ebullicién, asado) se observaron parcialmente cocidas, reblandecidas y con
desprendimiento parcial de su cuticula. Las larvas que fueron tratadas con limén
cambiaron su color rojo sangre a color blanco opaco.

Tomando en cuenta que el ciclo biologico de G. binucleatum no se encuentra
claramente definido, se evalué la infeccion experimental con larvas L3A en perros y
gatos domeésticos, para determinar su participacion como hospederos definitivos en el
ciclo. Cuatro de los ocho perros inoculados con larvas L3A de G. binucleatum,
desarrollaron formas adultas y juveniles en su estdbmago, el resto resultaron negativos.
De los perros positivos solo uno desarrollo parésitos adultos y elimind huevos en heces,
del resto solo se encontraron fases juveniles. Estudios realizados en Asia, han
demostrado que los gusanos de Gnathostoma spp, tienen esa caracteristica de ser poco
proliferos y de tener un ciclo biolégico complejo que los hace diferentes a otros
nematodos. El periodo de prepatencia observado fue de 5.5 meses y el de patencia de
3.5 meses. Este tiempo es mayor al reportado por Miyazaki, (1954) para Gnathostoma
spinigerum que fue de 100 dias.

Las lesiones desarrolladas en los perros infectados, fueron la presencia nédulos de
diferente tamafio en la pared gastrica, estas lesiones han sido reportadas en la mayoria
de los hospederos definitivos de las catorce especies de Gnathostoma spp, identificadas
en el mundo, excepto G. nipponicum que se localiza en es6fago, G. miyazakii y G. viet-
namicum en rifion, G. didelphis y G. brasiliense en higado (Miyazaki, 1954; 1960;
1991; Daengsvang, 1982). Resulta importante mencionar que en el perro que elimind
huevos al terminar el periodo de patencia, se observo la eliminacion de las hembras en
materia fecal y a la necropsia solo se encontraron machos incrustados en la pared del

nodulo. La razon de esto no es clara, pero probablemente se debe a que las hembras que
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terminaron de producir huevos agotan sus reservas metabolicas y mueren. La
observacion del Utero totalmente vacio en las hembras eliminadas y pérdida de
coloracion del pseudoceloma parecen confirmar el agotamiento bioldgico.

Microscopicamente el nédulo que tenia gusanos adultos, present6 gran cantidad de
huevos atrapados dentro del tejido y una fuerte reaccion de macréfagos y eosinéfilos
alrededor. La capa externa de los huevos estaba integra, por lo que el interior con
embriones en diferente estadio de desarrollo estaban aparentemente protegidos. Sin
embargo, los huevos estaban atrapado dentro del tejido, probablemente fueron
ovipositados en la luz de las cavernas del ndédulo y después arrastrados a la lesiones por
el mismo desplazamiento de los parésitos. La presencia de gran cantidad de células
inflamatorias cercanas o pegadas al huevo es probablemente el resultado de la gran
antigenicidad de los mismos y contribuye al crecimiento del nédulo. Por lo que si bien
los huevos probablemente participan en la patogenia y estimulacion para la formacion
del nédulo por el hospedador, su papel en la epidemiologia es nulo pues estan atrapados
sin poder salir del mismo.

En dos de trece gatos inoculados se recolectaron gusanos, sin embargo no se
detectaron huevos eliminados en heces. En la necropsia practicada en un gato se
observo un nddulo de 1 a 2 cm de didmetro, localizado en la curvatura mayor del
estomago del cual se recuper6 un gusano macho en fase juvenil. La necropsia
practicada en el segundo gato, no reveld la presencia de nédulos, solo se recuperd una
larva L3A en proceso de muda localizada en la regiéon muscular del diafragma. La
dificultad de lograr la infeccion en los gatos inoculados puede ser debida a varios
factores, uno de ellos es probablemente la falta de tiempo para madurar pues el
sacrificio se realizé a los 6 y 10 meses p.i, Almeyda-Artigas, (1991); Alvarez-Guerrero,
(2002) y Diaz-Camacho, (2000), infectaron gatos y al igual que en el presente trabajo,
solo pudieron obtener fases sexualmente inmaduras, el sacrificio de estos animales se
realizd entre 8 y 9 meses p.i., por lo que el tiempo del sacrificio fue muy corto o el
gato no es el principal hospedero natural.

Se ha propuesto que los gatos son el hospedador definitivo de G binucleatum,
esto debido a que Almeyda-Artigas (1991) encontrd gusanos adultos en dos de nueve
gatos ferales y en un ocelote (Felis pardalis). Sin embargo, en este proyecto se

infectaron mas facilmente los perros que los gatos. Lo anterior sugiere que
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probablemente los perros jueguen un papel mas importante en la epidemiologia de la
enfermedad o que incluso exista algun otro hospedero definitivo no identificado.

Con el objeto de completar el estudio en los perros y gatos infectados
experimentalmente se midio la cantidad de anticuerpos séricos anti AgL3A y AgGA de
G. binucleatum por la prueba de ELISA. La prueba de ELISA estandarizada para este
trabajo se realizo utilizando una concentracion de antigeno constante de 10 pg/ml y
optimizando los porcentajes de absorbancia mediante la utilizacion de diluciones de
suero de 1:320 para AgL3A y de 1: 80 para AgGA. La menor sensibilidad de la prueba
para AgGA pudo ser debido a que tiene una menor concentracion antigénica que el
AgL3A o posiblemente a una menor produccion de anticuerpos por parte del hospedero
a estos antigenos; ademas, trabajos como el de Caballero-Garcia et al. (2005), reportan
que los antigenos del tercer estadio larvario de G. binucleatum son mas especificos que
los de la fase adulta. Estos datos sugieren que los antigenos presentes en las fases
larvarias son diferentes a los de la fase adulta y que pueden ser més eficientes en el
inmunodiagnostico para la gnathostomosis.

Todos los animales (perros y gatos) infectados experimentalmente con G.
binucleatum tuvieron un incremento en los niveles de anticuerpos contra AgL3A
cercanos al 100% a partir del primer mes pos-infeccion, posteriormente en los gatos el
nivel de anticuerpos se mantiene constantes y se forma una meseta en la grafica que se
conserva hasta el final del experimento.

La respuesta de anticuerpos en los gatos en un principio, se asemeja a una
respuesta primaria clasica contra un antigeno (Garcia-Tamayo, 1997). En esta, el
periodo de latencia, que se define como el lapso de tiempo que transcurre desde que se
introduce el antigeno hasta la deteccién de los primeros anticuerpos fue de 30 dias (Mes
1), a partir de esta fecha, en vez de bajar los titulos de anticuerpos estos se mantienen
hasta finalizar el experimento. Esta diferencia puede ser debida a que la respuesta
primaria clasica es el resultado de una unica estimulacién y que lo observado en este
experimento es el resultado de la estimulacion inmunolégica que el parasito hace en el
organismo de forma constante. Comportamiento similar se ha observado en otros
parasitos como Toxocara canis 0 Haemonchus contortus (Mufioz, 2007).

El comportamiento de la respuesta de anticuerpos en los perros es diferente. En

estos, los titulos de anticuerpos mantienen el incremento a partir del primer mes pos-
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infeccion hasta llegar a su punto mas alto en el mes 3 y paulatinamente bajan en meses
posteriores. Esta disminucion de la respuesta puede deberse a un fenébmeno conocido
como tolerancia inmunoldgica. Esta se ha definido como una disminucién o ausencia
especifica de respuesta inmune frente a un antigeno, ya sea propio o extrafio, inducida
por el contacto previo de dicho antigeno, se trata de un estado activo, no es una simple
ausencia de respuesta. EI parasito en los perros produce en forma constante antigenos
similar a lo que ocurre en gatos, pero estos aparentemente reaccionan diferente,
mientras en gatos la respuesta se mantiene constante, en los perros aparentemente tiende
a disminuir lo que le daria al parasito mejores condiciones en su microhabitat para vivir
y esto podria ser la razén por la que fue mas facil infectar perros que gatos.

En cuanto al AgGA, los niveles de anticuerpos en los gatos tuvieron un
incremento lento y constante durante todo el periodo de muestreo, alcanzando el 100%
hasta el cuarto mes p.i. En los perros hubo un comportamiento similar pero los niveles
alcanzaron un maximo del 46% en el cuarto mes p.i. La respuesta es mayor en los gatos
que en los perros lo que confirma observado con AgL3A. El aumento constante de
anticuerpos anti-AgGA probablemente es el resultado de una produccion secuencial de
los antigenos que seria el resultado de una continua maduracion del parasito.

Una vez estandarizada la prueba y sabiendo los niveles de anticuerpos en perros,
se examinaron los niveles de anticuerpos en perros de 2 zonas: una zona endémica
(Laguna de Agua Brava, Nayarit) en la cual se examinaron 40 perros aledafios a la
Laguna los cuales se alimentan de desperdicios de peces y 62 perros de una zona no
endémica, donde no se han reportado casos de de gnathostomosis pero que tenian otros
tipos de parasitos como Toxocara canis, Ancylostoma caninum, Dipylidium caninum y
Taenia spp.

Los perros de la zona endémica presentaron mayor cantidad de anticuerpos anti-
AgL3A (P <0.05) que los perros de la zona no endémica. No se observaron diferencias
(P>0.05) en la produccion de anticuerpos Anti-AgGA entre los perros de las dos zonas.
Lo anterior, sugiere que los antigenos de las larvas tienen una mayor especificidad que
los de adultos, sin embargo, esta propuesta no se puede confirmar porque no se realizd
la necropsia en los perros de la zona endémica.

La gran cantidad de anticuerpos anti AgGA en los perros de la zona no endémica

probablemente se deba a reaccion cruzada con antigenos producidos por otros parasitos,
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pues en la necropsia muchos de ellos estaba parasitados. Otros autores como Miyazaki,
(1960); Nopparatana, et al (1991), Villar de Cipriani, (2004), Vazquez-Tsuji (2006) y
Caballero-Garcia et al. (2007) sugieren que Gnathostoma puede cruzar
antigénicamente con otros helmintos como Echinococcus granulosus, Trichinella
spiralis, Dipylidium caninum, Ancylostoma caninum, Ascaris lumbricoides y Toxocara
canis.

Este es el primer trabajo sobre la respuesta inmune en los hospederos definitivos
de G. binucleatum, los datos obtenidos serviran como base para estudios posteriores. En
estos, el uso de antigenos purificados como los de secrecion-excrecion probablemente
disminuyan las reacciones cruzadas con otros parasitos y seran de gran ayuda para
estudios epidemiologicos.

El ciclo biolégico de Gnathostoma spinigerum establecido por Prommas y
Daengsvang en (1933), determinaron que los copépodos Cyclops participan como
primeros hospederos intermediarios en condiciones experimentales, sin embargo, en el
presente estudio se determinG que los copépodos Mesocyclops longisetus y larvas de
dipteros pertenecientes a la familia Chironominae, fueron infectadas experimentalmente
con larvas de primer estadio (L1) obtenidas por incubacion experimental de huevos de G.
binucleatum. Los organismos consumieron larvas (L1) y evolucionaron en su organismo
como larvas de segundo estadio (L2) en un término de 6 a 9 dias, lo que las ubica como
primeros hospederos intermediarios de G. binucleatum en el estado de Nayarit. Siempre
se ha referido en la literatura mundial a los crustaceos (copépodos), como los Unicos
hospederos intermediarios de Gnathostoma sp, sin considerar que algunos otros
organismos pueden estar incluidos en ese tenor, las larvas de dipteros fueron infectadas
experimentalmente, este hecho modifica el esquema tradicional considerado para G.
spinigerum y es el primer reporte internacional de larvas de dipteros como primeros
hospederos intermediarios de alguna especie de género Gnathostoma.

El desarrollo de larvas de G. binucleatum en dipteros de la laguna de Agua
Brava puede ser una de las razones por las que se encontrd una prevalecia tan grande en
las tortugas, pues estos forman parte de su alimentacion (Aguirre- Leén y Aquino-Cruz,
2004). En este trabajo se analizd el contenido intestinal de tortugas del genero
Kinosternon. Se encontrd que su alimentacién es muy variada, pues en el intestino se

encontraron dipteros, caracoles, lombrices, camarones, almejas, forraje y en menor
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proporcion peces. Por esto, si bien la fuente de contaminacion de las tortugas pudiera
ser la ingestion de peces con L3A, la ingestion de larvas de dipteros podria ser otra
opcion.

Este trabajo aporta datos importantes sobre el ciclo bioldgico de Gnathostoma
binucleatum en el estado de Nayarit y ademas ofrece alternativas para el control de la
transmision a los humanos. Futuros estudios servirdn para completar los datos
obtenidos, por ejemplo se requiere hacer un monitoreo y estudio de animales silvestres
que pudieran estar involucrados en el ciclo biolégico del parasito en la regiéon de
estudio, se requiere realizar estudios epidemioldgicos, clinicos e inmunoldgicos en
perros y gatos aledafios a la laguna de Agua Brava para determinar su papel
epidemioldgico en la enfermedad.

Para finalizar, es importante recalcar que la informacion generada en esta
investigacion debe ser difundida en los sectores productivos relacionados con la
industria  pesquera  (captura, almacenamiento, transporte, procesamiento y
comercializacion de pescados), de tal manera que esta tenga un impacto social para el

mejoramiento de la economia y salud de la poblacion del estado de Nayarit.
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CONCLUSIONES

Las especies de peces Cathorops fuerthi, Pomadasys macracanthus, Mugil curema y
Dormitator latifrons, se identificaron como segundos hospederos intermediarios de G.

binucleatum en el estado de Nayarit.

Las especies de peces Oreochromys aureus y Chanos chanos no resultaron infectadas

con larvas L3A de G. binucleatum.

Se identificaron L3A en las aves ictiofagas Ardea herodias y Casmerodius albus, que

posiblemente participan como hospederos paratenicos dentro del ciclo bioldgico.

Dos especies de tortugas Kinosternun integrum y Trachemys scripta, se detectaron
infectadas con L3A de G. binucleatum, que probablemente participan como hospederos

paratenicos dentro del ciclo bioldgico.
Los valores morfométricos e histoldgicos entre las larvas L3A de peces y tortugas no
presentaron diferencias entre ellas, por lo cual se determind que pertenecen a la misma

especie.

Las alteraciones histopatoldgicas provocadas por las larvas en el masculo de pescado y
tortugas, fueron encapsulamiento fibroso y un muy ligero infiltrado celular.

La congelacién de carne de pescado con L3A de G. binucleatum incluidas, mato al total

de larvas a partir de las 48 horas.

La refrigeracion a 5 °C de larvas de G. binucleatum, elimino el total de larvas hasta los
30 dias.

La ebullicion de carne de pescado con L3A de G. binucleatum incluidas, maté el total

de las larvas en 4 minutos.
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El asado (tatemado) de pescado con L3A de G. binucleatum incluidas en el musculo,

mato el total de larvas a los 40 minutos de exposicion al calor.

La exposicion de larvas enquistadas de G. binucleatum en jugo de limdn, en la forma

similar como en el cebiche; mat6 el total de larvas hasta los cinco dias.

La exposicion de larvas desenquistadas de G. binucleatum en jugo de limén, maté el

total de larvas hasta las 7 horas.

Cuatro de ocho perros (Canis familiaris) inoculados con larvas de G. binucleatum
desarrollaron lesiones asociadas a gusanos adultos o juveniles, por lo que

probablemente participan como hospederos definitivos en el ciclo bioldgico.

Dos de trece gatos (Felis catus) inoculados con L3A de G. binucleatum, desarrollaron
lesiones asociadas a fases juveniles, por lo que probablemente participan como

hospederos definitivos en el ciclo bioldgico.

La secuenciacion del DNA ITS2 ribosomal de un parasito adulto obtenido de perros

infectados, determino que pertenece a la especie G. binucleatum.

La inoculacion de perros y gatos con L3A de G. binucleatum, indujo la produccién de

anticuerpos.

Los anticuerpos contra AgL3A en los gatos infectados aumentaron de manera
significativa a partir del primer mes p.i., de aqui el promedio se mantuvo hasta el

octavo mes sin diferencias estadisticas (P > 0.05).
Los anticuerpos 1gG contra AgGA en los gatos infectados se incrementaron

paulatinamente, este incremento fue significativo (P<0.05) con respecto al cero a partir

del tercer mes y se mantuvo sin diferencias (p > 0.05) hasta el octavo mes pi.
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Los anticuerpos 1gG contra AgL3A en cuatro perros infectados se incrementaron de
manera significativa (P< 0.05) a partir del segundo mes p.i., a partir de aqui el promedio

se mantuvo hasta el quinto mes sin diferencias estadisticas significativas.

Los anticuerpos 1gG contra AgGA en cuatro perros infectados no mostraron diferencias

estadisticas (P > 0.05) entre los diferentes meses de muestreo.

Los perros de una zona no endémica presentaron menores (P>0.05) niveles de

anticuerpos IgG contra AgL3A que perros de la zona endémica de Nayarit

No se observaron diferencias significativas (P > 0.05) de los niveles de anticuerpos 1gG
contra AgGA entre los perros de la zona endémica y los perros de una zona no

endémica

No se encontraron fases de G. binucleatum en los mapaches y tlacuaches muestreados.

Los copépodos Mesocyclops longicetus y las larvas de dipteros de la familia
Chironominae, se infectaron con larvas de primer estadio (LI) de G. binucleatum por lo
que probablemente participan como primeros hospederos intermediarios en el ciclo

bioldgico.

La morfologia de larvas y paréasitos adultos observada a la microscopia electronica de

barrido, fue similar a la descrita por otros autores para G. binucleatum.
Los datos obtenidos en este trabajo nos permiten afirmar que el ciclo biol6gico de

Gnathostoma binucleatum se encuentra totalmente establecido en los municipios

aledafios a la laguna de Agua Brava en el estado de Nayarit.
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Abstract Human gnathostomosis is & severe public healih
problem in the State of Mayaril, Mexico. Between 1995 and
2005, the registration of human cases numbered 6,328,
which makes it one of the largest focal points of the disease
in the country. The present study determined the presence
of netural hosts of Geathostoma hinucleamm larvae at the
Laguna de Agua Brava in Nayarit, Mexico. A total of §,450
fish and 247 wrtles were sampled. Muscular tissue was
ground and ohserved against the light using a 100-W lamp
to identify sdwanced third-stage larvae, The estuarine
species Cathorops fuerthii, Pomadasys macrocanthus,
Mugil curema, and Dormitator latifrons were found
positive for presence of larvac, and annual prevalence was
4.8, 1.83, 2.16, and 4.0%, respectively, The specics
Orcochromys aureus and Chanor chamos were negative.
The specics of estuarine turiles Kinosternum integrum and
Trachamys scripio wene positive with annual prevalence of
79.1 and 52.5%, respectively. The criteria of identification
of the Gaathastoma species were: mean number of nuclei
in iviestinal larval cells (2.3), larval morphometry with
optic microscopy, larval morphometry with scanning
clectron micmscopy, and number and sequence of ribo-
somal deoxyribonucleic acid of adull parasites obtained
from cxperimental infection in dogs. The estuarine fish
Pomadasys macracanthus and Mugi! curema are reporied
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o5 inlermedisie hosts for the firel tme and likewise the
extuarine turtle Kinasternon imlegrum as o paratenic hos.

Introduction

Gnathostoma spintgerum is the most studied species of the
e, Copepods: and freshwater fish are the it and second
intermediiate hosts, respectively; amphibians and reptiles act
as parsienic hosts and mammals as definitive bosts, Humans
ane accidental hosts and develop the disease after consuming
raw fish infested with advanced thind-stage larvae (al3) of
Crnathoxtoma (Miywaki 1991 Daengsvang 1980, 1982),
Although all species of the penus Gauthasioma present the
same bhchavior in general, each species has particular
indermediate and definite hosts, which results in a particular
epideminlogy for each specics.

The fira clinical cases of human gnathostomiasis in the
Amevican Continent were reported in Mexico by Pelier and
Pérez-Reyes in 1970, Currently, four species of this genus
have been reconded in mammals in Mexieo: G bisueleatum
{Almeida-Artigas 191}, G. procyonis (Almeyda-Artigas
et al. 199M), G twurgidum (Lamothe- Argumedo ef al, 1995),
and G. lamotked (Bertoni-Rutz et al. 2005), However, the
only confirmed species that affects the human in America s
Ginathastoma binucleanm (Almeyda-Artigas et al. 2000),
although the intermediste hosts and infection source have not
been entirely identified.

Human gnathostominsis is one of the most importnt
public health immues in the siate of Mayarit, Mexico, where
6328 coases were recorded between 19935 and 2005, this
being the highest recond in the country and onc of the highest
wiorldwide [SUAVE: unigue sysiem mtomatized for ihe
epidemiology vigilance, Secretaria de Saled de Nayarit
1955 20015). Therefore, the intermediate hosts et nepresent
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the infection source for humans in the region peeded 1o be
identified. In this conlext, common estuarine fish and turtles
were collected in the lorgest water body, the Agua Brava
lngoom, locsted in noribern Mayonit, Mexico, Larvac wen
izalated from fizh and turle muscle The average mumber of
lnrval intestinal cell nuclei was determined using morphom.-
eiry and scanning electron microscopy. The denxyribonu-
cleic acid (DMNA) of the collected Guathoniom:s species was
soiuencod.

Muaterials and mcthods
Collection of fish and turiles

Specimens were collecied in fishing arcas nearby the Agus
Arava lagnon located in the nonhern region of the stale of
Mayarit, Mexico. The sampling produced 5,450 estuarine
fish (3,000 Cothorops fuerthil, 600 Pomodosys macracon-
thaes, 600 Oreochromis ouress, 600 Mugil curema, 600
Chanos  chanos, and 50 Dormitsior lonfrons) and 247
turtles (207 Kinosternon infegrum and 40 Trochema
scripia), The fish and turtle species were identified in the
Ichihyology and Herpeinlogy Depanmenis of the Biology
Institute in the National Avtonomous University of Mexioo
based on Winckley et al. (1986) the FAQ Guide [1995),
Castro-Aguilar et al. (1999), Flores-Villela et al. {1995),
and Alderion (1594),

Collection of larvae

Collected fish and turiles were dissecied; the musche tissue
was chopped in o food processor (home appliance),
compressed  between two ghases (15 em wide and |8 em
long), and observed against the light using a 100-W lamp to
identify al.3 of . Mawcleoim. The cyst wall was remonved
with insect pins, and Iarvee were fined in 1006 formaldehyde
for analysis.

Infection in animaks was chameierized according o the
definitions proposed by Margolis et al (1982), in which
prevalence represents the perentage of hosis parasitized by
One OF MO pAresile Species, mean miensity 8 the average
number of one pamsile specics per parnsitized host,
abundance is the average number of & parssile spocics per
analyred host, snd inlensity interval is the minimum and
maximum number of parstes found in & smple of hosts,

Larval morphalogy
Thirly larvae collected from fish and 30 from wrles were
mcasured in & calibeied compound light microscope. Larvac

were fixed in 10% formakdeloyde for 24 b and sbored a1 room
temperabure unt] analyred. At mesturement time, larvae were

£l Springes

cleared with Amann's sctophenol, and the varinbles recom-
enemsidod by Miyaralki (1954) were used o identify the species
of Cinathovieme ol lorval stage. Variables were tolal lengih,
maximum width, bead-bulb length, bead-bulb width, number
of rows and hooklets in the bead-bulb (1, 2, 3, 4), difference
i nurmher of booklss between the fira and fourth row in the
head-bulb, pesition of the cervical papilla, distance from
excretory pore 10 distal end, and pumber of tansverse
siriaiions in larval bodics. To obtain a more sccursic count of
the head-balh ookleis, they wene separsiad with a surgical
knife with a thin straight blade. The separated head-balb was
placed beiween o shide and a covershp in frondal position,
and microgrmphs were obtainsd with a 5-megapixel digiial
camery; images wene amplified in the compuier for hookle
COEnd,

Scanming electron microscopy

Larvie were washed in distilled water for 30 min o
climinate formaldehyde residucs and debydnated i aleobol
graded from [0 1o 100%. Critical point drying was
performed, and the sample was mounted i an aluminum
sample holder with double-sided carbon adbesive and
wmired with gokl. Micrographs were obtnined under high
vacuum conditions using a JEOL SM S410LV scanning
electnon micrsoope.

Intestinal sections of larvae

Larvae {al.3) recoversd from fish and turile muscle wene
embedded in | cm’ of flesh, fixed in 10% formaldehyde for
24 b, and ihen embedded in parffin. Cross-sections of 4 Jum
thickness were obtained and stained with bematoxylin-cosin
with convenbional techniques. The number of indestinal
cpithelinl cells was counted, and ihe avernpe number of
nuclei per cell was deiermined with a =100 objeciive.

DNA sequencing

A pegmeni of an adull worm was wsed, obiained from a
dog that had been infected with larvae collected from turtle
muscle. The sample was preserved in absolute aboohol, and
DMA was extraciod using the siandard phenol-chlomiomm
technique (Palumbi 1998), and the inlemal Fanscribed
gpacer 2 (IT52) of nbosomal DNA was amplified by
polymemse chain resction with the technique described by
Leda-Régagnon el al (2002) and Mariner-Salamr and
Lodn-Régagnon (2005) using the primens NEWS2 (forwand)
S-TGTOGTCGATGAAGAACGCAG and ITS2-RIXO
{reverse) F-TTCTATGCTTAAATTCAGEGG. The obtained
sequences were aligned with sequences AY 7346332,
AYDEIT40, and ABIRILSS obisimed from GenBank and
comesponded o & binncleshu,
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Tabde | Chamcteriratson of infeetion with {reatbestoma Meucimeme ovae i fizh asd wriles in Nayan, Méxon

Species AH e FF P L 1 A ]

Fuih
Crarbewrps faernlil 711 154 IK3 4.8 115 O] (T
Pomadaryn mocracaniiu L] []] I 1.K3 1.8 nols 1 %o 1
Mgl cwaresmn L] 13 15 26 1.1% s (T
Drmiiator latifroms 50 F | L] 1.0 oo I 1
{hrvochmmit qurows i) o [} (1] o o [}
Chamat chagos ) o [i] [i] 4] 1] i}
Total i fisk 5450 1m0 211 | 4% o7 T4 (T

Turtles
Kinmsternra integren 7 ([ (Wi T [Nl 8 491 | i BY
Trachemys scripta 40 2 2 528 1.29 o.62 L
Tosal i wrtles 247 184 1.0 8 5 im 1T I i &%

AN Analysed hosts, P parssitiaed hosts, FI° fond parssiies, & provalosce, A mon niesity, 4 sbandance, § inbensty inserval

Siabtistical analysis

Significant differences of the sudicd varables between
turthes and fish were lested with Student’s ¢ besi using
Statistica®™ [Copyright 19842000 by StatSoll).

Resuls
Infection m mermediate and paratenic hosis

Toble | shows the infection varisbles in the two hosts,
Grathostoma larvee were detected in fish species O
Sfuerthil, P mocroconthus, M curema, and [ fatifroms
(Fig. 1a-d) and in turile species K. integrum and T, scripie
{Fig. 2a,b). All infection vanables were sintistically higher
(p<0.05) in turiles than in fish (Table 1).

Morphalogy of larvae al 3

Recovered larvae were coiled inside o tmnslecent fibrous
cyst, through which the blood-red intestine could be scen.
Mean sire of the 20 measured cysts was 1.34 mm long and
.14 mm wide. Table 2 shows the main morphometric
varizhles of ¢ hinscleamum larvae collected from fish and
turiles. Mo swtistical differences were found (p-<0L05)
between larvae obtained from fish and larvae obtained
fronm turtbes in the studied vanobles,

Scanning electron micrscoqy

This technique was used 1o observe the lorval morphology
in detail. The head-bulb presenied four conceniric rows of
hooklets with a single dp per hook snd four ssc-like
openings thal communicate with the cervical sacs, through

Fig. 1 Fish species infected
with Gimathonioma Mesclootus
l|srrae in Mayarit state, Méxicn.
& Catharups feerthi, b Poma-
dorvs mocrocuntkur, ¢ Mwpl
e, fl Dharmitaior laijfoay
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Fig. ¥ Turile species imfiociod with (feophomimmg Mnsclratum [arvae
i@ Mayai e, Méves, 8 EKeooencs megram, b Trackems
Ly

which passes n fluid thai cawes head-bulb dilation or
retrction. The mouth presented strong bps with a pair of
papillag each with amphidia or sensory recepions betwesn
them (Fig. Ja). The cervical papilln was located in
trarsverial row 14 (Fig. Jb) The cuticle presenied 268
transverse striations in bnrvac obitnined from fish and 276 n
larvae obiained from fmles. Spines near the head-bulb
were larger and densely abundant; in the middle thind, they

were smaller, and nearing ihe distal end, they were even
smaller and less abundant. The anus was sublerminal, the
casdal ened was point shaped, and both sides had & pair of
phasmidial pores (Fig. 3ol

Intestinal sections of larvae

In the present siudy, 101 larval miestinal epithelium cells
were firstly obtained from fish larvae and analyeed; 25 cells
presented & single nucleus, 35 presevied two necled, 26
presented three nuclel, 11 presented s nucled, and 4
presented five. The iotal nember of nuclei was 227, and the
average number of neclel per cell was 224, Likewise, B4
Larval intestinal epathehium cells oblained from tunle larvae
were snalyred; 26 presenied o single nucleus, 27 prescoied
two nuclei, 23 preseniod three noclel, 7 presenied four
nucled, and | presented five. The total namber of nuclel was
182, and the avensge number was 2.20.

DNA sequencing

The base sequence of the smplified sepment presenied o
divergence lower than (L48% (2 of 419 bp) with @
hipuclevtum soquences reportiad in GenBank. Therefiore, we
concluded that the studied species i in fact (. Minucleafm,

Mecussion

Mosi inlermedinie hosts of Gaathosioma spp. reporied in
the literature are freshwater fish (Daengsvang 1980 The
state af Mayaril (Mexioo) is of special epidemiological
interest, &g more than 6,000 human gnathosiomiiss cases
have heen reporied m 10 yeam (SUAVE: umique sysiem
sulomatized for the epidemiology vigilance, Secreiaria de
Salod de Mayarit 1995-2005). This high prevalence can
only be explained by the buge quaniity of niermediale
hosts finding in the region. MMost are manne and esuanne
fizh, and only few are freshwaier fish, Eztuarine fish are the

-

Table 2 Mombometry ol 30 Ceatkasiems hinwcentus larvas obtned foen estuarine fish and 30 lerrae obtamed from furiles i the stale of

Muyani, Méxioo
TL MW KB HHL HEW HPR =1 P ADE
1 " | i ] q
Fishien
BATH 1.9%R .30 410 0147 AL IB4 A& 418 463 13 146 D63
LA DL5R6H L2 i 0021 D043 Xl 31 N 32 3.5 1.4 LY
Turiles
AITH 4,057 {L30K 4 i e} [LRNE 3.2 412 417 459 747 143 (a1 ]
S0 (I e 0,0 1] 0033 a2 21.R0 27 LN 1 13 14 DR

T Total kengih, MW meaxismm widd, B8 rngs per hoad-bulls, HEL hend-bull lengih, ST boaad-bally widds, PR hooklets per g, 1,2, 5.4 /F=1

difference herwesn svemges of fourth and first rows, OF knmtion of cervioal papilla, A0E destanco from anes o distal ood
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Fig. 3 Scesming deciron micrographs of (imathortomy bivslems
larves obesed from wriles & Lateesl view of the bead bubbh, b
Corvical papills and fresvwverse siriations. & The erminal eod where
ther mmus @nd phasmudials pores are clearly visible

mnat consmed i the siate and, thos, the first suspects of
being the intermediate hosts,

Four fish species presented . Moucleahim [ervae in the
muscle, Among these specics, M. cwrema and P macro-

coribhiis are reported for the il dme as inlermedinie hosts
of ¢ binucleatum, The two species O fuerthii and D
lotifrons have been proviowsly reported s inlermediaie
hosts of the parasite {(Alvarez-Guerrero and  Lamoithe-
Argumedo 2000). These spocies are disiribated in fsh
markets and restauranis in the state ond are used (o prepare
o regional dish based on mw fish known ss “cebiche™;
therefore, this is o probable source of infection for humans
and may sccouni or the high prevalence of gnothisiomiasis
in the state.

The turtles K indeprum and T soripio presenied &
prevalence of muscle-encysied larvae higher than that
recarded for fish, and this is the frst repont of these species
a8 hosts of @, Mowcleotum, From o cultuml perspective,
people stinbuie curative propertics o the turtle, and given
15 alimeniary properises as well, this finding is important,
&5 these parsienic bosis may be direcily involved with the
dizeaee in coastal populations and increase the incidence in
the siaie of Nayari.

In the present study, lorvee (rom esiuarne fish and
turthes were compared, and no differences in momphology or
in average number of intestinal epithelium cell nuclei were
found between both groups of larvae, which sugpesis thai
they are the mame species of Gaathosioma. The mompho-
metnic values (otal length, number of head-bulb hooklets,
position of the cervical papills, number of tmnsverse sirise,
number of infestinal cells, and average number of nuelel per
indestinal cell) of ibese larvee cormesponded to those
reported for O bauclestum (Almeida-Artigas 1991; Koga
et al. 2000). However, severl suthors have considered that
morphological festures are ol enough 10 differentinic
{rrathoniome specics; hence, in the presend study, nbasem-
al DNA of an adull parasite obtained from a dog.
cxpenmicnially miecied with karvae collecied from unles,
wis scquenced. The base sequence of the amplified
sepmeni in the sdult worm corresponded to ¢ bimeelemium
(Ledo-Régagnon of al. 2002; Beroni-Ruiz cf al 2005),
which matched the species identity of the larvae found i
turiles. The momphological similanties between larvae
found in fish and lanae found in twnles, with the facts
that both were simultancously collected in the hobital and
that this Grathosioma spocics that infocis had already been
reporicd in the same region by Leodm-Hégagnon et al.
2002, suggest that the species in both hosts is
Mierareeantumm,

The only species undisputably associsted with hurmnas
grathosiomissis in America is G, Mmucleatum (Almeyda-
Artiges et al. 2000), and, especially in Mexico (Ledn-
Régagnon ef al. 2002}, humans become infecied by
consuming the micrmedisry host, cither mw or pariially
cooked (“echiche,” “callos.” or “sushi™). The four fish
gpecies and two turtle species reporied in this siudy & G
binueleatum hosts are consumed by humans, which can be

&) Springer



Purasianl Res (2007) 102:117-122

the infection source for human gnathosiomiasns in the state
of Nayarit, Mexico.
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