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1. Introduccion

La frecuencia mundial de las distintas parasitosis intestinales es alta, en especial
en zonas geograficas donde las condiciones ecologicas favorecen la persistencia
de los parasitos, ademas de caracteristicas socioecondmicas poblacionales como
la pobreza, la ignorancia y la deficiente infraestructura; factores compartidos por
paises en vias de desarrollo y que, lamentablemente, en América Latina no han
presentado modificaciones importantes en los ultimos 50 afnos.

En la Republica Mexicana, las parasitosis intestinales son una de las principales
causas de mortalidad. Se calcula que las infecciones intestinales, incluidas las
enteroparasitosis, producen la pérdida de aproximadamente 1.6 millones de anos
de vida potencial.

En México, el clima favorece el desarrollo del ciclo de vida de muchos parasitos
que contaminan en el ambiente; los cuales necesitan de hospederos
intermediarios, paraténicos o accidentales, para luego pasar a su hospedero
definitivo completando asi su desarrollo.

Los animales domésticos pueden presentar diferentes endoparasitos y
ectoparasitos, que pueden tener caracter zoondtico en muchos casos,
perjudicando la salud de los humanos gravemente. '

Los parasitos intestinales se encuentran ampliamente distribuidos en la poblacién
canina y sus efectos en la salud de las mascotas son considerablemente mayores
en lugares donde los perros reciben poca o ninguna atencion, por lo anterior el
estudio de las enfermedades parasitarias despierta especial interés por ser
consideradas un grave problema de salud publica, dado que estos padecimientos,
no soélo son frecuentes por su prevalencia, sino que en ocasiones provocan la
muerte 0 dejan secuelas; ademas el impacto a nivel social y econdmico nos solo
en el individuo que la padece, sino a nivel familiar y poblacional impacta en la
sociedad. %3

Las parasitosis intestinales en caninos son generalmente producidas por helmintos
que pertenecen al Phylum Pltelminthes (gusanos planos), Nematelminthes
(gusanos cilindricos) y por algunos protozoarios.

En los caninos afectados se presenta anorexia, pérdida de sangre y proteinas
plasmaticas a través del tracto intestinal, alteraciones en el metabolismo proteico,
reduccion de minerales, reduccién en la actividad de algunas enzimas intestinales,
diarrea y expulsiébn de parasitos adultos en el vomito o las heces. En las
infecciones masivas los perros presentan abdomen abultado, mala condicion del
pelaje, diarrea y retardo en el desarrollo.



Ademas del compromiso que puede significar la presencia de estos parasitos para
la salud del animal, la importancia de los mismos reside especialmente en que,
bajo determinadas condiciones a través de los alimentos, el agua o el suelo
contaminados con heces pueden transmitirse al hombre el cual se comporta como
hospedero accidental, desarrollando enfermedades tales como el sindrome de
larva migrans cutanea (Ancylostoma spp.), larva migrans visceral (Toxocara canis)
o infecciones intestinales (Trichuris vulpis y otros).

Estas parasitosis, son un problema de salud publica a nivel mundial y los valores
globales de prevalencia son variables. En Venezuela se estim6 en 35.5%; En
Estados Unidos entre 34.8 y el 42%; en Australia en 28.7% y en Japon entre el 18
y 42%. A nivel mundial existe el reporte de prevalencias de helmintos intestinales
en caninos de entre 4 y 78% determinados por medio de analisis de materia fecal
y necropsias. 4

Los nematodos son organismos pseudocelomados capaces de habitar casi
cualquier nicho sobre la tierra o el cuerpo de diversos organismos.2 Existen
diversas clasificaciones que dependen de sus habitats, pudiendo encontrarse
poblaciones que a través del proceso adaptativo de millones de afos han logrado
desarrollarse en la naturaleza en diversos sustratos y hospederos. °

1.1 ANTECEDENTES.

La ancilostomiosis existio probablemente en el hombre prehistorico. El término
uncinaria, derivado de uncus = gancho, fue acufado por Froelich en 1789 a partir
de un brote importante de anemia entre los mineros de Hungria en 1786, pero no
fue hasta 1838 cuando Dubini quien trabajaba en Milan, ltalia, observo la
presencia del gusano adherido a la mucosa duodeno-yeyunal de los enfermos
anémicos autopsiados, quienes tenian lesiones entero hemorragicas puntiformes
asociadas a la presencia de estos organismos. ®

En 1878, se diagnosticé la enfermedad por el hallazgo de los huevos
caracteristicos en las heces de los sujetos parasitados.

En 1897, el Dr. Arthur Loos, mientras trabajaba en Alejandria, Egipto, se expuso
accidentalmente, habiéndose depositado las larvas filariformes sobre su propia
piel; mas tarde completd el conocimiento del ciclo bioldgico parasitario usando el
ancilostomatido del perro: A caninum.

En 1904, la Comision para el Estudio de la Anemia en Puerto Rico, encabezada
por Ashford, estimé que 90% de los habitantes del medio rural estaba parasitado
por uncinarias. Alrededor de 1909, la Comision Rockefeller encontré cerca de dos
millones de personas parasitadas en el sureste de los Estados Unidos. o
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Ya enfocados a la condicién zoonética la Organizacion Panamericana de la Salud,
en la publicacién “Zoonosis y Enfermedades Transmisibles al Hombre y a los
Animales: Parasitosis”, indica que al principio de los afos 80, solo estaban
registradas 6 personas afectadas por A caninum a nivel intestinal y a partir de los
afios 90, se da a conocer como una parasitosis muy coman. ®

1.2 Ancylostoma caninum

Ancylostoma caninum es un nematodo ampliamente difundido en la naturaleza
que se aloja en el intestino delgado del perro, es el agente causal de la
ancilostomiosis, afeccion intestinal producida por las formas adultas que causa
una afeccion cutanea temporal producida por formas larvarias, afecta a diferentes
carnivoros y eventualmente al humano que se comporta como hospedero
paraténico.®

Tipicamente este parasito es hematofago y al ocurrir una gran infestacion puede
causar una importante anemia eventualmente mortal.’

Este nematodo puede desarrollar el estado de hipobiosis 0 dormancia como L3
enquistada en los tejidos del hospedador (particularmente en las perras) y esto es
una estrategia para evadir las condiciones desfavorables. ®

1.3 Concepto de Ancilostomiosis.

Infestacion causada por la presencia y accion de larvas y adultos de varias
especies del género Ancylostoma en el intestino delgado y otros
tejidos.Clinicamente se caracteriza por anemia y alteraciones intestinales.® Los
ancilostomas son parasitos relativamente frecuentes en los carnivoros domésticos,
silvestres y el humano. ® La palabra Ancylostoma deriva del griego anchylos:
gancho y stoma:boca, (boca con ganchos). También se ha denominado clorosis
de Egipto, Anemia de los Mineros, Anemia Tropical y «Hookworm Disease»
(Enfermedad del Gusano de los Ganchos), ya que la principal sintomatologia
comprende la anemia crénica y la debilidad, agravadas por la desnutricion y otros
parasitismos de las zonas endémicas. °
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1.4 Etiologia

Su clasificacion cientifica es de la siguiente forma:

Reino Animalia
Rama Helminta
Subrama Nemathelminta
Clase Nematoda
Subclase Adenophorea
Orden Strongylida

Suborden Strongylina
Superfamilia | Strongyloidea

Familia Ancylostomatidae
Subfamilia | Ancylostomatinae
Género Ancylostoma
Especie Caninum

Tabla 1. Clasificacion cientifica de Ancylostoma caninum (Guerrero;
Vollmer,2009)

1.5 Epidemiologia:

Las caracteristicas del suelo influyen grandemente en la transmision de
Ancylostoma. Los pisos de tierra cubiertos de hojas y restos vegetales,
sombreadas, humedas y con temperatura entre 15 y 30°C son los mas adecuados
para el desarrollo de las fases infectantes (las larvas tres). En el caso de la
poblacién humana las deficiencias en la vivienda, y especialmente, la falta de
letrinas y de agua corriente favorecen la contaminacion de las zonas aledanas a

las casas, bien sea en el campo o en los barrios pobres de los pueblos y ciudades.
11

La fuente de infestacion por A. caninum son los mismos hospederos caninos pero
accidentalmente tienen otro hospedadores como el hombre.™

Las condiciones ambientales juegan un papel importante en la transmisién, ya que
se requiere de humedad abundante, temperatura templada o calida, materia
organica que acidifique el suelo y permita la multiplicacion de bacterias, oxigeno
abundante para que las larvas se desarrollen hasta su fase infectante, luego que
ocurra contaminacion fecal de la piel o la ingestion de alimentos contaminados. °

La infestacion puede llevarse a cabo por cuatro vias: infestacion oral, via cutanea,
la infestacion prenatal o placentaria, y finalmente via lactogénica, las cuales seran
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descritas mas adelante. Por otra parte, en la difusion de esta parasitosis, la
transmision placentaria y la lactogénica hace que sea una de las parasitosis mas
frecuentes.’

En areas endémicas, la enfermedad es mas comun en los perros de menos de un
afio. En los animales mas viejos, el desarrollo gradual de la resistencia con la
edad hace que la enfermedad sea menos posible, particularmente en los perros
criados en zonas endémicas cuya resistencia se refuerza con la inmunidad
adquirida. ®

La contaminacion del ambiente es mas frecuente cuando los perros hacen
ejercicio o permanecen en lugares con hierba o tierra que retienen la humedad y
ademas protege a las larvas de la luz solar. En tales superficies las larvas pueden
sobrevivir durante algunas semanas. Por el contrario, las superficies secas,
particularmente si estan expuestas al sol, son letales para las larvas en un dia. Si
las perreras estan humedas o tienen el suelo poroso o resquebrajado, pueden dar
lugar a una infestacion masiva. 8

El factor limitante en el patrén de distribucion esta asociado con esa habilidad de
las larvas para sobrevivir a condiciones ambientales particularmente frias y aridas,
son capaces de ingresar al cuerpo de los perros directamente a través de la piel
intacta. Los gusanos persisten en el intestino por 3 a 4 meses y la mayoria son
expulsados a los 6 meses posteriores a su llegada. o

Muchos nematodos tienen la capacidad de adoptar el estado de hipobiosis o
dormancia, lo cual es una estrategia para evadir las condiciones desfavorables del
ambiente y eludir los mecanismos de defensa del hospedero. La reactivacion de
esta infestacion latente depende de estimulos indefinidos facilitando la infestacion
y la diseminacion de este parasito al ambiente o a los neonatos.

Ancylostoma sp se enquista en estadio de L-3 en los tejidos del hospedador, tiene
la capacidad de movilizarse durante la gestacién y usa los conductos de la
glandula mamaria para la transmisiéon de la larva infectiva a los neonatos. Las
fases del parasito enquistado son generalmente resistentes a la eliminacion por
compuestos quimioterapeuticos.

1.6 Morfologia de Ancylostoma caninum

Son gusanos cilindricos, de 8-11 mm el macho y 10-13 mm la hembra, por 0.3-0.4
mm. Poseen una gruesa cuticula blanquecina y un tubo digestivo que se inicia en
una capsula bucal provista de dientes cortantes. EI macho presenta en el extremo
posterior una dilatacién en forma de campana, conocida como bolsa copuladora,
que es ancha y traslucida, y presenta espiculas para fijarse en el momento de la
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copula. La hembra fértil (que puede poner entre 10 y 20 mil huevos al dia) libera
huevos de manera continua.

ADULTO ¢ ¥

ADULTO d

& Larva
rabditiforme

Figura 1. Morfologia de macho y hembra de Ancylostoma
caninum.(Guerrero-Volimer, 2009)
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Figura 2. Capsula bucal de Ancylostoma caninum (Carrada, 2007)

Los huevos de Ancylostoma son ovoides, lisos, envueltos por una cascara hialina
y delgada, miden de 50 a 60 x 40 a 45 ym, y se les encuentra en las heces del
hospedador. Al caer sobre el suelo sombreado y humedo, cuya temperatura media
sea de 23 a 30°C, los huevos se incuban de 24 a 48 horas y se parten en
blastomeros, tornandose fértiles, hasta que en el interior se forma una larva. El
huevo se divide en cuatro células, y al segmentarse, forma la moérula que se
tranforma en larva rabditiforme con la capsula bucal larga y estrecha. 2

Figura 3. Huevo de Ancylostoma caninum vista al microscopio (Carrada,
2007)
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1.7 Ciclo de vida:

Los huevos de Ancylostoma caninum salen con las heces, pero es necesario que
se dispersen con el bolo fecal. El suelo que mas favorece es ligeramente arenoso,
con bastante humedad y oxigeno; la temperatura 6ptima es entre 23-30°C. La
primera larva se desarrolla en un dia, se alimenta de bacterias y muda para llegar
al segundo estado larvario (ambas con eséfago rabditiforme).™

Se alimenta y muda para dar lugar a las L3 que conservan la muda de la segunda
larva, esta ya no se alimenta y la muda le sirve de proteccion; esto sucede en 22
dias a 15°C o en dos dias a 20 o a 30° C. La larva 3 logra infestar al hospedero
por via cutdnea o por via oral, sigue la ruta linfatica para llegar al corazén y
pulmones, en donde a través de los capilares pasa a los alvéolos, sigue su
migracion por bronquiolos, bronquios, traquea y faringe en donde es deglutida
para llegar al intestino; esta migracién tarda desde dos dias hasta una semana. "

La infestacion del hospedero puede ser por cuatro vias:

a) Infestacion oral. La infestacién de los perros tiene lugar cuando las larvas

de tercer estadio (L3), infestantes, se ingieren debido a los habitos
alimenticios de los perros. Una vez ingeridas, las larvas mudan en el
estdmago y penetran en las criptas de Lieberkhun, donde permanecen unos
dias, tras de los cuales regresan al lumen, donde mudan al cuarto estadio
(aproximadamente a los tres dias de infestacién), y alcanzan su madurez
en unas cinco semanas. La patencia se alcanza a los 15-18 dias en perros
jévenes, y los gusanos pueden vivir unos seis meses. Con la llegada al
intestino los vermes comienzan su alimentacidon, introduciendo en su
capsula bucal penachos de mucosas. El tejido es digerido por la accién
enzimatica, deglutido y absorbido a través de las microvellosidades del
epitelio. Los vermes cambian de lugar para continuar su alimentaciéon. A
través de la accién de grupos de polipéptidos anticoagulantes identificados
que son producidos por la glandula cefdlica e inyectados en la herida se
bloquea la coagulacion, lo que provoca una hemorragia continua en el
lumen como consecuencia de las mordeduras. La sangre comienza a
aparecer en las heces hacia el dia 8°, y alcanza un maximo en los dias 23 a
25. La maxima pérdida de eritrocitos precede al comienzo de la produccién
de huevos, en cuyo momento las necesidades nutritivas de la hembra son
maximas.
Las larvas que penetran por el intestino generalmente pasan por las
glandulas de Lieberkhin del intestino delgado y luego de dos dias regresan
al lumen, muda tres dias después de la infestacion y llegan a adultos; el
periodo prepatente es de 15 a 18 dias en perros jovenes y de 15 a 26 en
perros adultos, el periodo patente es de 6 a 12 meses. ™
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b) Por via cutanea. Las larvas penetran a través de la piel intacta migrando
hacia la dermis y la hipodermis, rica en capilares sanguineos y linfaticos, y
son transportadas por el sistema venoso o el conducto toracico al corazon y
a los pulmones. Las larvas se desplazan hacia los alvéolos migrando por
bronquiolos, bronquios y traquea desde donde son deglutidos y maduran en
el intestino delgado. La muda al cuarto estado se produce después de que
las larvas llegan a los alvéolos (48 horas), las larvas del cuarto estado se
encuentran en gran numero en el intestino, en el cuarto dia post-
infestacion. La cuarta muda que da lugar a los adultos inmaduros, se
produce al sexto dia, los dérganos reproductores se evidencian en los
gusanos adultos sobre el duodécimo dia, y las fases maduras comienzan a
aparecer unos 17 dias después de la infestacion.

c) Infestacion prenatal de fetos por via intrauterina. Tratandose de perras
gestantes, las larvas pueden llegar a los fetos, infestandolos prenatalmente.
Las L3 permanecen latentes en el higado hasta que los cachorros nacen,
en cuyo momento tiene lugar la migracion pulmonar, llegando al intestino y
alcanzando su madurez mientras los cachorros son aun muy jovenes.

d) La infeccion calostral o lactogénica de las crias por el paso de las larvas
mediante la leche a cachorros lactantes se debe a que las L3 que estan en
las glandulas mamarias penetran en las cisternas lacteas, desde donde
pasan con el calostro y la leche de los cachorros, en un periodo de 3
semanas, al cabo de cuyo plazo ya no quedan mas larvas. 7 Las larvas no
mudaran hasta que el cachorro nace y los huevos salen a los 10 o 12 dias
de nacidos. '°

Algunas L3 que llegan a los pulmones no prosiguen su camino hacia el intestino,
sino que migran hacia los musculos donde permanecen aletargados durante mas
de 240 dias. En este aspecto cobran interés especial las perras porque durante la
gestacion las larvas somaticas se reactivan y se eliminan por la leche, infectando a
los cachorros durante las primeras 3 semanas de lactacién, aunque la primera
semana puerperal es realmente la mas importante.

La L3 permanece acantonada en los musculos durante meses y puede
transmitirse con el calostro y la leche al menos en tres lactancias seguidas, sin
reinfeccion de la madre. °

Las larvas infestantes de Ancylostoma caninum no crecen en el hospedador
paraténico sino por el contrario se distribuyen a través del cuerpo y persisten por
largos periodos en estado de dormancia. Un porcentaje de estas larvas se reactiva
y se transmite durante la gestacion y la lactancia por efecto de las hormonas,
progesterona y prolactina. '
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Figura 4. Ciclo biolégico de Ancylostoma caninum (Guerrero-Vollmer, 2009)

1.8 Distribucion:

La distribucion es cosmopolita, si bien es mas frecuente en areas tropicales y
subtropicales de Norteamérica, Australia y Asia. °

En Meéxico, varias publicaciones de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, UNAM, senalan a A. caninum, como uno de los contaminantes de
origen parasitario mas frecuentes en parques y jardines, y principal agente
etioldgico de la enfermedad. "’
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Parasito Muestras positivas Porcentaje
Ancyiostoma caninum 505 3966% |
Toxocara canis 102 6.80%
Isospora sp. 23 1.53%
Giardia lamblia 171 11.4%
Toxocara canis y Ancylostoma caninum 156 10.4%
Toxocara canis e ISospora sp. 4 2.26%
Ancylostoma caninum e ISospora sp. 10 0.66%
Ancylostoma caninum, Isospora sp, 8 0.53%
Toxocara canis
Ancylostoma caninum, Giardia lamblia 456 3.06%
Toxocara canis, Giardia lamblia 15 1%
Ancylostoma caninum, Toxocara canis, 8 0.53%
Giardia lamblia
Ancylostoma caninum, 2 0.13%
Isospora sp, Giardia lamblia

Tabla 2. Frecuencia de la infeccion por parasitos intestinales en 1500
muestras obtenidas de centros de control canino de la Ciudad de México en
2006. (Garcia 2006)

Figura 5. Distribucion y prevalencia mundial de Ancylostoma caninum.
(Alfaro, 2011)

1.9 Patogenia:

La penetracion intensa de larvas por la piel se manifiesta con alteraciones
cutaneas como eccemas o Ulceras en los puntos de penetracion de las larvas y
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especialmente en las zonas interdigitales y region abdominal, con elevacion local
de temperatura, enrojecimiento, erupciones vesiculares, pustulosas y prurito
intenso, todas estas son manifestaciones del sindrome de larva migrans cutanea.
En su migracién las larvas pueden provocar considerables alteraciones en los
pulmones generando un proceso neuménico.'°

Los ancilostomas son parasitos que producen anemia de origen hemorragico de
caracter agudo o cronico, dependiendo de la intensidad de la infeccion, la edad del
animal, su estado de nutricién, el nivel de reservas de hierro y el grado de
inmunidad. '°

El gusano se alimenta de sangre y con su capsula bucal atraviesa la mucosa y
submucosa llegando hasta la lamina propia, estas lesiones asociadas a la
hematofagia son graves produciendo hemorragias, la sangre es ingerida por los
gusanos y una parte se pierde a través del intestino. El parasito adulto ejerce
accion traumatica en el intestino al morder la mucosa, la infestacién sigue siendo
la causa principal de la anemia, la fijacion del gusano adulto en la mucosa del
intestino causa dafos en los vasos sanguineos superficiales y succiona sangre
con su capsula bucal, para asi lograr su alimentacion. 2

Al cambiar de localizacion los vermes agravan las hemorragias como
consecuencia de la accion de la secrecion de las glandulas cefalicas, que sirven
para la digestion y tienen una sustancia anticoagulante, se considera un consumo
de gran cantidad de sangre, (aproximadamente un mililitro por parasito), el
consumo al parecer esta relacionado con el ingreso de oxigeno al parasito.

Sé ha demostrado que los extractos de proteinas del gusano y los productos de
excrecion y secrecion del A. caninum bloquean la agregacion de las plaquetas en
respuesta a una gran variedad de agonistas, incluyendo la trombina y el colageno,
siendo esto lo que causa una perdida mayor de sangre cuando el parasito cambia
de un lugar a otro. ™°

Las larvas filariformes, miden 500 a 600 um de largo, el es6fago es alargado y la
cola termina en punta. Las larvas se mueven poco horizontalmente, pero son
capaces de trepar por la vegetacion hasta un metro de altura, y son faciimente
destruidas por la luz solar, la desecacion o el congelamiento. ™

A. caninum es la especie mas patdgena que puede afectar mas a los perros de
campo que a los urbanos, debiendo considerase su presencia cuando se observa
deficiencia protéica, de vitamina B o de hierro y asociadas a animales que viven
en espacios reducidos, con deficiencias higiénicas y humedad en los suelos, lo
cual aumenta mucho el riesgo de aparicion de L3 en el verano. La pérdida
desangre se inicia a los 8 dias pos infeccién, cuando se ha desarrollado la capsula

20



bucal que permite a los ejemplares todavia inmaduros fijarse profundamente a la
mucosa intestinal, hasta alcanzar los vasos sanguineos, originando ruptura de
capilares y hemorragias.'®

La produccion de enzimas proteoliticas de las larvas infestantes, sugiere que
estas, puedan facilitar la invasion a los tejidos. Las L-3 de A. caninum producen
metaloproteasas que son las implicadas en la invasién de los tejidos, degradando
las macromoléculas del tejido conectivo in vitro. Sin embargo, no hay ninguna
evidencia de que estas enzimas sean secretadas durante la infeccién. '

En perros adultos, cuando la infeccibn es ligera, la anemia es leve y
cronica,puesto que la respuesta eritropoyética de la meédula dsea puede
compensar bien la pérdida de elementos sanguineos. Al comienzo de la infeccion,
la anemia por es de naturaleza normocitica-normocrémica; noobstante, a medida
que se van agotando las reservas de hierro del hospedador,se torna hipocromica y
al revés microcitica. En ocasiones, especialmente en infecciones intensas, las
secreciones anticoagulantes de los ancilostbmidos que pasan a la circulacion del
hospedador pueden alterar la coagulacion. 16

1.10 Cuadro clinico

Las manifestaciones clinicas caracteristicas y frecuentemente fatales de la
infestacion por A. caninum en cachorros jovenes incluyen el desarrollo de una
anemia normocitica normocromica que evoluciona a microcitica hipocromica,
dependiendo del numero de parasitos. Los cachorros que sobreviven desarrollan
alguna inmunidad y muestran signos clinicos mas leves. La sintomatologia clinica
asociada con anemia incluye cansancio, disminucion de actividad, intolerancia al
ejercicio, pica. En la exploracion clinica los siguientes hallazgos son comunes:
palidez de membranas mucosas, ictericia (en algunos pacientes con anemia
hemolitica), taquicardia o taquisfigmia, soplo cardiaco sistolico, y ocasionalmente
hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, o petequias y equimosis. 2

Se ha determinado que los parasitos solo emplean un 45% de la sangre en su
nutricion, el resto es excretado; el hierro de la hemoglobina contenido en la
sangre, se pierde por completo ya que el intestino tiene una reducida capacidad
de reabsorberlo, por lo tanto, esto puede agravar el estado del hospedador, ya que
depende de las reservas de hierro.

No se debe dejar de considerar que los sitios de fijacion de los gusanos se
convierten en zonas ulceradas muy numerosas y en estas areas se desarrolla una
enteritis con todas las secuelas derivadas (diarrea, deshidratacién, desarrollo de
una anemia gradual o aguda segun sea el caso), el grado de deterioro es
proporcional al nimero de gusanos. '
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En muchos de los casos inicialmente se observan problemas respiratorios en
especial cuando hay una coexistencia con la toxocariosis, estos pueden incluir el
flujo nasal de moco seroso, algun nivel de disnea, esas manifestaciones pueden
agravarse y originar un comportamiento neumonico cuando hay la migracion de
grandes cantidades de larvas, al inicio pueden observarse lesiones cutaneas que
afectan la superficie de las patas y el abdomen, los cuales pueden entrar en
contacto con la tierra.’

La dermatitis evoluciona en uno a tres dias, y se caracteriza por un trayecto unico
o multiple, eritematoso o violaceo de trayecto serpenteante, y prurito intenso que
producen vesiculas, papulas, y descamacion. *°

La migracion puede continuar por semanas hasta un afio. La apariencia de las
lesiones cutaneas puede complicarse por una infeccién microbiana secundaria
que produce una reaccion eccematoide que enmascara el trayecto y hace que el
diagnéstico sea dificil.

En las ultimas fases de la enfermedad, los cambios sanguineos pueden incluir
eosindfilia. El crecimiento se ve reducido, y el pelo se hace seco y aspero. Puede
observarse picazon de la piel en las areas de dermatitis.

La muerte se presenta precedida por marcada debilidad y extrema palidez de las
membranas mucosas. %°

1.11 Diagnéstico

Se puede basar en la anamnesis, la cual se asocia con mucosas palidas,
deshidratacion, heces obscuras y diarreicas, junto con un examen
coproprasitoscopico que muestra la presencia de huevos o de los mismos
gusanos, puede retrasarse por 5 a 6 semanas hasta que las lombrices adultas
procedentes de las larvas hayan madurado y depositado sus huevos. En
infestaciones ocasionales, puede haber, infiltrados pulmonares transitorios, y
eosindfilia, rara vez se acompanan con el hallazgo de larvas a la expectoracion.
En la ancilostomiasis cutanea, un signo de infestacién aguda, es la picazon,
eritema, formacién de vesiculas y posibilidad de infecciones secundarias. La tos,
dolor de garganta y esputo sanguinolentos son manifestaciones pulmonares y
ocurren a pocos dias o semanas de la exposicién. Los sintomas intestinales
aparecen dos semanas después de la infestacion y la anemia de tipo microcitico
hipocrémico aparece hasta 10 o 20 semanas después. '*

Diagnostico de laboratorio

Se aconseja la coprologia (deteccion de huevos con paredes lisas y delgadas, que
contienen de 8 a 16 blastbmeros por medio de la prueba de Faust) y
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determinacion de hematocrito, grado de anemia, el estado general y la
sintomatologia manifestada. '°

Diagndstico post mortem

El diagnostico post mortem es sencillo al observar las lesiones intestinales y la
presencia de numerosos adultos. %'

Son muy evidentes la anemia y la caquexia, al tiempo que se ve con frecuencia
edema y ascitis. EI higado muestra un color pardo brillante y presenta alteraciones
grasas. El contenido intestinal es hemorragico. La mucosa se presenta
frecuentemente inflamada, cubierta de moco y muestra numerosas mordeduras
pequefas de los gusanos fijados a la mucosa, a veces libres de color gris o rojizo,
dependiendo de la cantidad de sangre que contengan en el intestino.

Diagndstico diferencial

Anemia en perros de cualquier edad.

Anemia aguda o muerte subita en cachorros.

Dermatitis.

Parasitosis que presenten los mismos sintomas como Toxocara sp.?

1.12 Tratamiento

Debido a su naturaleza macroscépica, es probable que los nematodos estuviesen
entre los primeros organismos infecciosos para los cuales se intentaron soluciones
terapéuticas. Los compuestos contra los nematodos integran un arsenal
farmacéutico con amplio indice terapéutico, con eficacias que literalmente se
acerca al 100% contra docenas de especies de nematodos internos y con una
actividad excelente si se administran por via oral o parenteral.?®

Farmacos antiparasitarios

Bencimidazoles

El nombre genérico de estos compuestos es el de bencimidazoles, los cuales
muestran intensa y variada actividad farmacoldgica, pueden actuar como
antifungicos, antihelminticos, antineoplasicos, cardiotonicos, analgésicos, etc. Los
bencimidazoles con mayor actividad antihelmintica se denominan bencimidazol-
carbamatos.

Los bencimidazoles con efecto antiparasitario son: tiabendazol, cambendazol, los
bencimidazol-carbamatos: mebendazol, flubendazol, ciclobendazol, fenbendazol,
oxfendazol, albendazol, oxibendazol, parbendazol, luxabendazol y albendazol.
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Ademas, los bencimidazoles haldégenos: triclabendazol, y los parabencimidazoles
como el tiofanato, el febantel y el netobimin.?

En general, los bencimidazoles y los bencimidazol carbamatos son sustancias
cristalinas poco solubles en agua, son antiparasitarios de gran espectro con un
buen margen de seguridad y baratos. Se caracterizan por su efecto especifico
contra nematodos, sobre todo los gastrointestinales, pero algunos de ellos pueden
abarcar en su espectro efecto cestocida, trematodicida, larvicida y ovicida.

Mebendazol: La féormula de este farmaco es metil-5-benzoil-2-bencimidazol
carbamato, es un polvo amorfo de coloracion amarillenta de sabor agradable muy
poco soluble en agua, pero soluble en acido férmico. EI mebendazol difiere en su
forma de actuar de la mayoria de los bencimidazoles, debido a que este no inhibe
a la enzima fumarato reductasa. En cambio, bloquea el paso de glucosa al
parasito; en donde el medicamento bloquea a la tubulina que induce la
desorganizaciéon de los microtubulos citoplasmicos. Este efecto impide el paso de
diversas sustancias, incluyendo la glucosa.

Aunque se absorbe poco, se alcanzan concentraciones altas en sangre en un
periodo de 2 a 4 h, casi nunca mayores a 1% de la dosis administrada. Sé
metaboliza poco y naturalmente, una gran parte se elimina por orina y de esta
porcidn, solo una muy pequefia cantidad sale como metabolito descarboxilado. Es
poco toxico para animales y el ser humano, aunque tiene efectos depresores
sobre el sistema nervioso central a dosis particularmente altas. No se han
observado efectos colaterales en gatos, aunque se le ha asociado con necrosis
hepatica aguda en perros. La dosis es de 20 a 50 mg/kg/ PV 10 a 20 dias o 200
mg/kg PV por 5 dias en perros y 20 mg/kg PV en gatos.

Fenbendazol: Su formula es metil-5-(fenitio)-2 bencimidazol carbamato de metilo.
Es un polvo casi incoloro de sabor y olor neutros, soluble en sulféxido de dimetilo y
en la dimetilformamidina, pero insoluble en agua. Ademas del efecto sobre la
tubulina, el farmaco interfiere con la asimilacién de la glucosa, evitando su
integracion en forma de glucégeno y se inhibe también la degradacién del
glucdégeno en el parasito. El efecto ovicida de este compuesto se basa en la
alteracién en la estructura de los huevos, ya que bloquea la eclosion de la larva.
Se absorbe en las vias gastrointestinales solo una pequefia porcion, alcanzando
los valores maximos plasmaticos en un promedio variable de 6 a 30 h. El
medicamento se elimina por heces, es absorbido y puede eliminarse por la orina y
la leche. El fenbendazol es poco téxico en todas las especies. No se han
detectado efectos de teratogenicidad ni embriotoxicidad. La dosis es de 10 a 50
mg/kg PV en perros y gatos.
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Albendazol: La férmula es metil-5(propiltio-1-H-bencimidazol)-2 y 1 carbamato.
Este inhibe la repolimerizacion de la tubulina e inhibe a la enzima fumarato
reductasa que produce la deficiencia en la generacion de energia mitocondrial en
forma de trifosfato de adenosina, ocasionando la muerte del parasito. El
medicamento se absorbe a través del tracto digestivo. Es excretado por la orina de
donde se recupera de 30 a 50% de la dosis administrada por via oral. Las
principales vias de metabolismo del albendazol ocurren por sulfoxidacién, dando
un metabolito que esta implicado en los efectos embriotoxicos y teratégenos que
puede ocasionar el producto. Los metabolitos de los carbamatos han sido
caracterizados como embriotdxicos y por lo que no debe utilizarse en hembras
gestantes, sobre todo en el primer tercio de la gestacion. Se le considera
altamente eficaz contra nematodos en su forma adulta y larvaria, es eficaz contra
nematodos pulmonares. La dosis en perros es de 15 a 50 mg/kg PV y en gatos de
25 a 50 mg/kg PV. %

Levamisol: Es el isomero levogiro del tetramisol. Es un polvo microcristalino
inodoro, muy soluble en agua y en metanol, y practicamente insoluble en éter y
acetona. El efecto sobre el parasito en primera instancia se manifiesta por su
accion colinomimética al estimular los ganglios nerviosos, lo cual ocasiona una
contraccion muscular permanente. Luego, se puede bloquear la funcion de la
enzima fumarato reductasa, lo cual indica que este efecto se detecta solo cuando
se acumulan grandes dosis del medicamento en el parasito. Asi, el efecto sobre
este ultimo sera definitivo e irreversible. Se absorbe de manera rapida y eficaz,
tanto del tubo entérico como de la via parenteral. Su distribucién es muy buena y
se elimina por via urinaria. La toxicidad del levamisol se presenta en un reducido
porcentaje de los animales tratados, a una dosis terapéutica. Su margen
terapéutico es reducido (2 o 3 veces la dosis). En la intoxicacion, son marcados
los efectos reflejos causados por la accién muscarinica y nicotinica del producto y
se presenta depresion, salivacion, defecacion, disnea, temblores musculares,
convulsiones o ataxia, el animal salta, corre, y muere por asfixia (esta situacién
suele confundirse con intoxicaciéon por compuestos fosforados). El levamisol se
distingue por su eficacia contra gusanos pulmonares y contra la mayoria de los
helmintos gastrointestinales, en particular las formas adultas. No actua contra
cestodos ni trematodos. La dosis en perros adultos es de 8 a 10 mg/kg, en

cachorros de 1.5 a 2.5 mg/kg via oral y en gatos de 10 a 15 mg/kg via subcutanea.
25

Probenzoimidazoles

Febantel: es una antihelmintico de amplio espectro, autorizado para el uso contra
Ancylostoma caninum. La dosis recomendada es de 10 mg/kg diarios por 3 dias
seqguidos. El febantel también se asocia con el pracicuantel (5 mg) y con pamoato
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de pirantel (5 mg) para ampliar el espectro contra los nematodos con el fin de
incluir a los cestodos.™

Tetrahidropirimidinas

Pamoato de pirantel: Su férmula es (E)-1,4,5,6-tetrahidro-1-metil-2-(2-tienil) etinil
pirimidina. El pirantel es de las tetrahidropirimidinas mas utilizadas; es un polvo
blanco soluble en agua. En forma de pamoato, es un polvo amarillo insoluble en
agua, muy estable en polvo, pero en solucion o en suspensidon es muy sensible a
la luz solar que lo inactiva rapidamente. Este medicamento actua bloqueando la
transmision neuroganglionar del parasito, con un efecto de tipo colinérgico
despolarizante. El farmaco se absorbe bien por via oral, alcanzando su nivel
maximo en plasma después de 2 a 3 horas. Sé metaboliza por via hepatica y se
elimina por orina. En el perro es muy toxico y la dosis letal media es de 690 mg/kg
pero la eficacia se establece a dosis de 5 a 10 mg/kg. No hay toxicidad en
hembras gestantes.

Closantel: Su formula es N-(5 cloro-4[4 clorofenil cianometil]-2-metilfnil)-2 hidroxi
3,5-diodobenzimida. Este principio presenta una variable muy marcada en cuanto
a su espectro, ya que es trematodicida y acaricida. El parasito sufre una paralisis
espastica en las 2 horas (h) siguientes a su administracion, en las 8 h posteriores
ocurre un efecto de alteracion en los procesos de absorcion, los dafios mas
marcados se manifiestan en las siguientes 12 a 24 h, asi mismo se impide el
acoplamiento de la fosforilizacion oxidativa, con lo cual se evita que el parasito
disponga de energia y le causa la muerte. Los signos de toxicidad son mas
intensos cuando se sobrepasa la dosis 5 veces induciendo neuritis otica,
degeneracion de la retina, ceguera, hepatotoxicosis y miopatias. La dosis en perro
es de 10 a 15 mg/kg via oral. %

Lactonas macrociclicas: (ivermectina, doramectina, abamectina, moxidectina,
milbemicina, avermectina).

Son producto de fermentacion de los hongos del género Streptomyces (S.
avermitilis, S. Cyanogriseum.)

Fueron aisladas en 1975 por el investigador veterinario William Campbell, en el
instituto Kitasato de Japon.™

Las avermectinas presentan un gran poder insecticida y vermicida y han sido
utilizadas en animales desde 1977, habiendo sido descubiertas 8 en total hasta
hoy Ivermectina, abamectina, doramectina, moxidectina, enamectina,
nemadectina, eprinomectina y selamectina.”
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Las avermectinas estimulan la liberacion del acido gamma-amino-butirico (GABA)
del parasito, que es un neurotransmisor que inhibe los estimulos nerviosos en la
placa neuromuscular, éste causa una paralisis flacida y la muerte del parasito,
afectando también la produccién de huevos. Los cestodos y trematodos no
producen GABA para sus funciones metabdlicas por lo que no los afecta en lo mas
minimo.?*

Como antecedente debe recordarse que el GABA es el principal neurotransmisor
inhibitorio en la corteza cerebral, mantiene el tono inhibitorio, balancea la
excitacion neuronal.

Las avermectinas son altamente liposolubles, por lo que se pueden administrar
por todas las vias siendo la mas recomendada la via subcutanea, intra-muscular y
por derrame dorsal. Se distribuye bien en todos los tejidos y es tan amplia esa
distribucion que llega a piel quedando residuos por 10 a 12 semanas, que pueden
contribuir al control de ectoparasitos.

La ivermectina se absorbe rapidamente y alcanza sus concentraciones
terapéuticas a las 4 horas luego de la ingestion. El uso topico también tiene
adecuada absorcion dentro de las 2 horas posteriores a la aplicacion sobre la piel
intacta y en minutos sobre lesiones ulcerativas con miasis.?

Se biotransforman en higado por hidroxilacion y se eliminan por bilis, en heces, en
leche y menos del 1% de la droga se elimina por via renal."’

Sin importar la via de administracién, también se eliminan por diferentes tejidos
incluyendo la piel y el moco intestinal, por su distribucion tan amplia en el
organismo deben ser administrados con sumo cuidado ya que los animales de
abasto pueden estar contaminados con avermectina o sus metabolitos y asi ser
consumidos los productos de estos, pero por el efecto tan benéfico como el de
eliminar los ectoparasitos por periodos tan prolongados las hacen sumamente
utilizadas.?

Las elevadas concentraciones de Ivermectina que se eliminan por las heces
mantienen su actividad bioldgica y ejercen su poder insecticida sobre un gran
numero de especies de dipteros y coledpteros que colonizan la materia fecal de
los bovinos. La lvermectina produce la muerte de varias especies de escarabajos
coprofagos (paracopridos, telecopridos, endocopridos) que utilizan las heces de
los bovinos para su anidacion, reproduccion y alimentacion.

Ivermectina: la administracién SC de 0.2 mg/kg solo tiene una eficacia del 69% en
la reduccién de la poblacion parasitaria en el perro, mientras que la administracion
por via oral de la misma dosis mejora la eficacia hasta en mas del 90%. Se puede
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conseguir una reduccion espectacular (aproximadamente del 100%) de la
transmision prenatal y transmamaria de A. caninum en las perras que crian
tratando a la madre 10 dias antes y 10 dias después del parto con 0.5 mg/kg de
ivermectina.

En infecciones fuertes por Ancylostoma, se requiere ademas una terapia
sintomatica complementaria, a base de hierro, en su caso transfusion sanguinea,
restablecimiento del equilibrio electrolitico y la hidratacion, vitaminoterapia y dietas
ricas en nutrientes.'®

Los usos mas comunes de la ivermectina en la practica de pequefios animales
incluirian:

Prevencion mensual de infestacion por filarias.

Tratamiento de sarna de oidos.

Eliminacion de microfilarias en infestaciones activas.
Tratamiento de sarna sarcoptica, notoédrica o Demodéctica.?®

Las limitaciones de estos medicamentos contra otros parasitos, como cestodos y
trematodos, estan ligadas a la ausencia de requerimientos de acido
gamaaminobutirico para las funciones metabdlicas. El farmaco es muy liposoluble
y poco hidrosoluble por lo que se puede aplicar por todas las vias, siendo las mas
recomendables la subcutanea, intramuscular y por derrame dorsal (pour on).
Alcanza un valor maximo en plasma en un lapso de 4 a 6 h y una vida media de
36 h en promedio. El medicamento es eliminado por bilis, orina y leche a dosis de
6 pg/kg. En el perro de la raza Collie y en el gato, se puede presentar ligera
somnolencia, midriasis, comportamiento anormal, temblores, salivacion, letargia,
coma, convulsiones, vomito, hipertermia e incluso la muerte, que ocurre por
hipoxia y bradicardia.En los perros de raza Collie se atribuye la susceptibilidad
extrema a que carecen de glicoproteina P. Se ha detectado una mutacién a nivel
del cuarto exoén del gen que codifica dicha proteina, que da lugar a un defecto en
su traduccion. También se ha descrito hipersusceptibilidad en otras razas,
fundamentalmente en perros Pastores Australianos y Viejo Pastor Ingles. La dosis
en perros es de 5 a 25 pg/kg por via subcutanea, por via oral se administra
cuando menos el doble de la dosis. %3

Selamectina: la selamectina es un compuesto semi sintético es del mismo grupo,
con propiedades de endectocida, que actua contra parasitos internos y externos
de perros y gatos, incluyendo pulgas (Ctenocephalidesspp), larvas y huevos,
garrapatas, ascaridos y microfilarias del gusano del corazén canino
(Dirofilariaimmitis), acaros de los oidos y acaros de la sarna sarcoptica.?’
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La selamectina paraliza y/o mata a una gran variedad de parasitos al interferir en
la conductividad del canal del cloro, provocando la interrupcion de la
neurotransmision normal, de la misma forma que otras avermectinas. Ello inhibe la
actividad eléctrica de las células nerviosas en los nematodos y las de las células
musculares en los artropodos.’

Se puede utilizar por via oral y topica, debido a su alta liposolubilidad.

Este principio se absorbe por la piel tras la administracién tépica, alcanzando la
concentracion plasmatica maxima entre 1 y 3 dias posteriores a su administracion
en gatos y perros, respectivamente. Se distribuye sistémicamente, y se elimina
lentamente del plasma treinta dias después de una sola dosis topica de 6-12
mg/Kg.

La persistencia prolongada y la lenta eliminacion de la selamectina del plasma, se
reflejan en los valores terminales de eliminacién de vida media de 8 y 11 dias en
gatos y perros, respectivamente.

Es metabolizada por el higado al igual que las avermectinas y se elimina por bilis
en heces, leche y en menor proporcién por via renal. La persistencia sistémica de
la selamectina en el plasma y su lento metabolismo, proporcionan concentraciones
eficaces durante el periodo de intervalo entre dosis, que es de 30 dias. *°

1.13 Control

Debe adoptarse un sistema basado en la higiene regular y la terapia antihelmintica
a los cachorros que estan mamando y los perros adultos deben ser tratados cada
tres meses en zonas de alto riesgo.

Ademas, debe limitar el acceso de perros y gatos a playas y zonas de descanso
publicos. Los veterinarios pueden ayudar a prevenir enfermedades humanas,
como la toxocariasis y la ancilostomoasis con formas simples de higiene,
eliminacion de parasitos intestinales de cachorros, y manteniendo las areas
potencialmente contaminadas fuera del alcance de los nifios, considerando que
este es un problema de salud publica. ?’

Los estados preinfestantes no son resistentes a la desecacion, de forma que los
terrenos y locales que frecuentan los animales susceptibles deben mantenerse lo
mas secos posible, y las heces deben eliminarse a cortos intervalos. Los suelos de
las perreras deben mantenerse bajo tratamiento con sal comun o borato sddico (2
kg/10 m?), que ayuda a matar las larvas. Donde sea posible, los suelos de las
perreras y de los patios de ejercicio deben cubrirse con cemento u otro material
similar. 1
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1.14 Control biolégico

El control bioldgico esta determinado por las relaciones depredador-presa, el cual
es una parte importante del flujo de energia del mundo bioldgico. Si el flujo de
energia en el ecosistema puede ser regulado afectando las poblaciones de plagas
ya sea introduciendo agentes de biocontrol o manipulando las poblaciones
naturales de predadores para obtener resultados positivos.

El concepto de control puede puede ser correctivo (empleando productos
quimicos) o de tipo preventivo (cultural), pero el control biolégico puede incluir el
empleo de una combinacion de estas posibilidades. Puede ser preventivo en el
sentido de incluir elementos que permitan evadir al agente infeccioso, pero si la
afeccion ya se ha establecido, puede ser corregida al reducir las densidades de
poblacién de la plaga.®

Los protozoarios y nematodos depredadores son organismos que pueden jugar un
papel significativo en el manejo de los nematodos si se le da una atencion y
oportunidades iguales. Sin embargo, antes de hacer uso practico de cualquier
agente de biocontrol es necesario estudiar su conducta predatoria, rango de
presa, preferencia de presa, tasa de predacion, fecundidad, ciclo de vida,
dinamicas de poblacion, ecologia, relaciones predador-presa, tasa de ataque de
los depredadores, grado de resistencia y susceptibilidad de parasitos a la
predacion.

Mientras que los patégenos han recibido un énfasis significativo para el control
biolégico de nematodos parasitarios en plantas, los nematodos depredadores han
sido ignorados.

La posibilidad real de usar nematodos depredadores en el manejo de programas
de control de nematodos radica en el uso de depredadores diplogastéridos debido
a su alimentacién bifasica, altas tasas de predacion y fecundidad, ciclo de vida
corto y habilidad de busqueda de la presa. 2

El control biolégico de los nematodos depredadores data de inicios del siglo XX
cuando Cobb (1917) especulaba sobre el posible papel en el manejo de
nematodos parasitarios de plantas. No obstante, su potencial sélo ha comenzado
a ser estudiado en los afos recientes. La mayoria de los estudios se restringieron
a un grupo especifico de parasitos depredadores llamados Mononchus. Los
contras de dichos parasitos radican en su imposibilidad de cultivo in vitro, un ciclo
vital largo, especificidad de presa, fecundidad modesta, canibalismo elevado,
susceptibilidad a las condiciones ambientales cambiantes, e intolerancia a
condiciones ambientales extremas. 2°
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Un rango de presa amplio o indiscriminado, como en el caso de muchos
depredadores, puede ser un rasgo indeseable en un agente de control bioldgico
probado para su aplicacion en campo. Acerca de los Mononchus, Jones (1974)
cito la carencia de preferencia sobre las presas como la razén principal por la que
los nematodos depredadores no son viables como biocontrol contra nematodos
parasitarios de plantas o fitopatogenos.

1.15 Nematodos Depredadores

Los nematodos depredadores, dependiendo de su forma de alimentacion y tipo de
aparato alimentario, pueden caer en tres categorias. La primera, en la cual se
alimentan por acciones combinadas de cortar y succionar y en ocasiones engullir
una presa completa, pertenecen al orden Mononchida. EI grupo completo de los
Mononchus es predador. El segundo grupo de depredadores se alimenta
cortando el cuerpo de la presa y succionando sus contenidos corporales (Orden
Diplogasterida). El tercer grupo, pertenece a los subdrdenes Dorylaimina,
Nygolaimina a Aphelenchinaque se alimentan perforando y succionando. %

Los depredadores conocidos comunmente como Mononchus (Mononchida) tienen
un aparato digestivo altamente esclerotizado con un gran diente dorsal
puntiagudo, dientes pequenos o denticulos. El aparato digestivo funciona cortando
y succionando (p.ej. Mononchus, Lotonchus, Mylonchulus) succionan a la presa
completamente e intacta.

El segundo tipo se refiere a los depredadores que portan un estilete, p.ej.
Dorylaim, Nygolaim y Aphelenchida (Dorylaimida, Aphelenchida). Por el tipo de
aparato alimentador, disefiado para enganchar y succionar a sus presas, estos
depredadores no pueden engullir o deglutir la presa intacta o cortarla en pedazos
sino que puncionan a su presa con un aparato alimenticio similar a una aguja que
succiona sus contenidos corporales.

El aparato alimentador en los depredadores Dorylaim (p.ej. Labronema) tiene
posicion axial pero en Nygolaims (p.ej. Aquatides) es no-axial. El primero tiene una
apertura dorsal y un surco, pero el segundo no cuenta con estas estructuras. El
aparato alimenticio de un depredador aphelenchida (p.ej. Seinura) es mucho mas
delgado y puntiagudo.

El tercer tipo de alimentacién es el de cortar y succionar, representado por
depredadores diplogastéridos, p.ej. Mononchoides, Butlerius (Diplogasterida). Su
aparato alimenticio conocido comunmente como cavidad bucal es pequeno pero
bien armado con una pieza dental dorsal movil similar a una ufia. También pueden
estar presentes dientes o denticulos para ayudar a cortar la cuticula de la presa y
moler las particulas alimenticias. %°
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1.16 Aparatos alimentarios

Género Mononchus: Los Mononchus tienen un aparato alimentario fuertemente
esclerotizado en forma de barril (también conocido como estoma o cavidad bucal)
que consiste en dos juegos de tres placas cada uno (uno dorsal y tres
subventrales). El juego anterior estd mas desarrollado, grande y colocado
verticalmente. El posterior es pequefio, oblicuo y embebido en la parte anterior del
esofago. La placa dorsal del juego vertical tiene un gran diente de punta filosa,
mientras que las paredes subventrales comunmente soportan un diente similar o
mas pequeno, dientes o denticulos cuyo numero y acomodos son ampliamente
variables. La armadura bucal ayuda a atrapar a la presa, puncionando su cuerpo y
engulléndolo ya sea intacto o cortandolo en pedazos. Los musculos esofagicos y
la presion hidrostatica del cuerpo ayudan a abrir y cerrar el lumen del eséfago y
empujar la comida desde el eséfago hasta el intestino. (Figura 6) *°

Género Dorylaimus: su aparato de alimentacién consiste de un vestibulo, anillo
guia, vaina guia, odonbtostilo y odontéforo. El odontostilo esta en una base del
aparato guia sobresaliendo el odontoforo. El odontoforo esta en continuidad con el
lumen esofagico y esta usualmente rodeado por una protuberancia elipsoidal.
(Figura 6)

Género Nygolaimus: En el Dorylaimus tipico el odontostilo tiene una posicion axial
pero en los Nygolaimus el aparato alimentario es no axial y se llama diente mural.
Los contenidos de la presa (semisolidos o particulas) son succionados por la
accién combinada de la vaina guia (cavidad faringea) y la parte basal del estoma.
(Figura 6)

Género Actinolaimus: En los Actinolaimus el vestibulo esta reforzado con
estructuras parecidas a placas o acanaladas. Esta forma es util para sacrificar a la
presa y cortar su pared corporal. (Figura 6)

Los diplogastéridos: Estos depredadores poseen una cavidad bucal
comparativamente pequefia, bien armada con dientes de diferentes tamanos
localizados en diferentes posiciones. El diente similar a una ufia de gato situado
dorsalmente se llama diente dorsal y es movil y hueco desde adentro. Este tiene
un ducto que se comunica a la glandula esofagica dorsal que se abre en la region
de la cavidad bucal. El gran diente dorsal es la principal arma mortal. También es
el responsable de la eyeccidn de secreciones esofagicas para la digestion extra
corpdérea. Las paredes subventrales soportan dientes pequefios, en forma de
espina de rosas mientras que la parte posterior de la cavidad bucal soporta un
pequefio diente en su base. (Figura 6)

32



Otros depredadores: Los depredadores como los
Thalassogenus(pelagnematoidea) poseen wuna cavidad bucal y armadura
parecidas superficialmente a las de los Mononchus. Tienen habitos alimenticios
similares. El nematodo /ronus y otros géneros relacionados tienen tres dientes con
punta filosa que actuan como organo rasgante para exponer los tejidos de la
presa. La gran cavidad faringea cilindrica actua como érgano de succion. Los
musculos bien desarrollados se asocian con el aparato alimentario en los
miembros de Ironidae. (Figura 7)>°

Thalassogenus Paractinolaimus
(Pelagonematid) {Actinolaim)

Figura 6. Diferentes aparatos bucales de los nematodos depredadores
(Bilgrami, 1995)
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Labronema Aquatides
(Dorylaim) (Nygolaim)

{fi 1
Wokabi ke

Mononchoides
(Enoplid) (Diplogasterid)

Figura. 6 (Continuacién) Diferentes aparatos bucales de los nematodos

(Bilgrami, 1995)
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Figura 7. Diferentes tipos de nematodos predadores A. Monochus B.
Dorylaimus C. Aquatides D. Actinolaimus E. Seinura F. Mononchoides
(Diplogasterid)

Los depredadores diplogastéridos han recibido mucho menos atencion que los
grandes y facilmente estudiados Mononchus. Entre las ventajas de los
diplogastéridos sobre los Mononchus como depredadores, se encuentran la
facilidad de cultivo in vitro, tasas elevadas de reproduccién y predacion, ciclo de
vida corto, habilidad para detectar y responder a los atrayentes de la presa, y raros
casos de canibalismo. Los diplogastéridos difieren de los Mononchus juveniles por
poseer una gran tolerancia a condiciones ambientales desfavorables.®'
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De particular significado fueron las observaciones de Yeates (1969) y Grootaert
(1977) sobre los diplogasteridos de los géneros Diplenteron colobocercus vy
Butlerius degrissei, los cuales cambian sus habitos alimenticios hacia bacterias en
ausencia de presas, sugiriendo fuertemente una capacidad facilitada para persistir
cuando las poblaciones de presas son reducidas. Las fuentes de alimento alternas
parecen ser una alternativa comun entre los diplogastéridos depredadores
demostrando subsecuentemente la habilidad de Mononchoides longicaudatus de
reducir la irritacion por nematodos causantes de nudo de raiz en macetas,
resultando en un crecimiento vegetativo mejorado y aumento de raices.

La conducta de alimentacién bifasica flexible de los diplogastéridos permite una
persistencia superior; o sea, cuando la presa escasea ellos buscan otra opcion
alimentaria basada en las bacterias del suelo.

La preferencia de presa es otro hecho deseable en el control de agentes
biolégicos, pero los depredadores, ya sea mamiferos, reptiles, insectos o
nematodos, tienden a ser polifagicos. Sin embargo, parece que los depredadores
diplogastéridos son mas especificos de especie, como se observd en
Odontopharinx longicaudata que atacaba y mataba a seis especies de presa de 17
posibles presentadas en un estudio de laboratorio.

Un fuerte grado de preferencia de presa fue también identificado para los
diplogastéridos Butlerius sp., Mononchoides longicaudatus y M fortidens.*’

1.17 Atributos de un nematodo depredador eficiente

Las caracteristicas de un nematodo depredatorio eficiente son similares a las de
otros depredadores nacidos en el suelo. Estas dependen generalmente del tipo de
control requerido y como tal ningun depredador tiene todos los atributos
enlistados. Basicamente, hay tres aproximaciones practicas para el control
biolégico que también pueden aplicarse a los nematodos depredatorios:

a) Inundacién: Donde los depredadores son introducidos en grandes
cantidades para controlar rapidamente a las plagas. La aplicacion
frecuente de depredadores puede ser necesaria. El uso de nematodos
predatorios con esta técnica podria ser apto para invernaderos, cultivos
para transplante y otros tratamientos a corto plazo.

b) Introduccién y liberacion en masa: Donde los depredadores estan
ausentes del suelo, posteriormente se realiza la introduccion, estos
depredadores pueden expandirse y establecerse en el suelo.
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c) Control natural: Donde los depredadores aumentan fortuitamente en el
suelo y su manipulacién esta confinada a preservar o facilitar las
condiciones que favorezcan su actividad. Tal control es mas propenso a
desarrollarse con monocultivos y cultivos perennes.

La seguridad de organismos no blanco, compatibilidad ecolégica, compatibilidad
temporal, potenciales de control, adaptabilidad ambiental, capacidad de
persistencia, capacidad de dispersion, compatibilidad biolégica, fecundidad
elevada, ciclo vital corto, longevidad, capacidades de busqueda, condiciones de
cultivo faciles, practicas de granja compatibles con un standard, facilidad de
manejo y utilizacidn practica son algunas de las caracteristicas que se pueden
atribuir a un nematodo predatorio €ficiente.

Limitaciones: El control biolégico (usando nematodos predatorios) de nematodos
parasitarios de plantas puede ser mas desafiante que el de cualquier otra plaga,
en el sentido de que ellos habitan comunmente el suelo y atacan partes
subterraneas de las plantas. Esta podria ser una de las principales razones que a
nuestros o0jos pasan desapercibidas acerca de lo que estos pequenos
depredadores estan haciendo dentro del suelo con su presa. Secundariamente, se
requiere una gran poblacién de nematodos depredadores para un biocontrol
exitoso. Se carece de medios de cultivo y técnicas para elevar sus poblaciones en
masa para grandes inéculos. En tercer lugar, el conocimiento deficiente acerca de
su taxonomia, clasificacion, identificacion y conducta es otro contratiempo que ha
evitado su mejor entendimiento como agentes de biocontrol.Estos aspectos
necesitan ser fortalecidos. Cuando se utiliza la inundacion de nematodos
depredatorios en altas dosis puede ser poco practico para tratar areas grandes del
campo. *’

1.18 Butlerius sp.

En el orden Diplogasterida se encuentra el género Butlerius sp.que ha sido
estudiado en este sentido y reconocida su capacidad depredatoria. Los
nematodos Butlerius sp., poseen una cavidad bucal pequeina, armada con dientes
de diferente tamafo que se encuentran en diferentes posiciones del estoma,
ademas poseen un diente dorsal movil desarrollado, que les permite cortar, aspirar
y succionar a su presa.

Dentro de la alimentacién de los Butlerius sp.el consumo de microorganismos es
muy importante. Su ciclo de vida varia en duracion de 8 a 15 dias, poseen una alta
capacidad reproductiva, ademas de tener gran resistencia a condiciones adversas
del medio ambiente. Los Diplogastéridos son considerados como posibles agentes
de control bioldgico para otros nematodos. >
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1.17.1 Habilidades de captura de la presa y alimentacion.

Los mecanismos de captura y alimentacion de los nematodos depredadores se
dividen en cinco fases (i) encuentro con la presa; (ii) respuesta de ataque; (iii)
ataque; (iv) digestion extracorporal; y (v) ingestion.

1.17.2 Respuesta de ataque

El sondeo inicial, los movimientos del aparato alimenticio y las pulsaciones
esofagicas generan la respuesta de ataque en los nematodos depredadores. Los
ataques exitosos son realizados en angulos rectos hacia la presa. Los contactos
de un vistazo u otros que no sean en angulo recto no resultan en una puncién
exitosa contra la presa. Butlerius sp. muestra su respuesta de ataque agitando la
porcidn cefalica y uniendo sus labios contra el cuerpo de la presa. 3

1.17.3 Ataque

Los nematodos Butlerius sp. inician con una union de los labios lado a lado sobre
el cuerpo de la presa simultaneamente con movimientos del aparato alimenticio
que cortan o penetran la cuticula. Los depredadores pueden buscar otro punto en
el cuerpo de la presa si el ataque no fue exitoso o bien, comienzan a buscar otra
presa. La presa es atacada por acciones combinadas de diente dorsal movil y
succion esofagica alta. Deplenteron, Butlerius o Mononchoides usan su diente
dorsal mévil y succién esofagica para cortar la cuticula de la presa. *

1.17.4 Ingestion

Muchas especies de nematodo depredadores engullen la presa completa o la
ingieren después de cortarla en pedacitos pero pocas se alimentan cortando y
succionando su presa. La deglucion de la presa es apoyada por las contracciones
de los musculos esofagicos que la jalan hacia la cavidad bucal a través de placas
posicionadas verticalmente. Algunos individuos muestran periodos de inactividad
después de devorar una presa entera, mientras otros inician ataques inmediatos.
Una vez que los contenidos son ingeridos, los depredadores separan sus labios de
la presa, retraen el aparato alimenticio y se van en busca de otra presa. Los
diplogastéridos podrian devorar intactas las primeras etapas juveniles de presas
pequefias de nematodos pero deben cortar en pedazos presas mas grandes.

Una presa herida atrae depredadores para agregarse al sitio de alimentacién. Los
depredadores luchan entre ellos para alimentarse si su numero excede mas de
dos en un sitio de alimentacion. Se llega a encontrar hasta ocho individuos
depredadores del grupo de los diplogastéridos juntos en un sitio de alimentacion.
Los depredadores diplogastéridos, son mas activos durante y después de
agregarse en un sitio de alimentacion. La alimentacion en grupo permite a los
depredadores terminar rapidamente su alimentacion antes de cazar otra presa. La
aglomeraciéon en los sitios de alimentacion es mas pronunciada en lugares con
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baja densidad de presas. La alimentacion se completa cuando los contenidos de la
presa han sido totalmente ingeridos.

Ingestion / alimentacion: Los depredadores diplogastéridos se alimentan
puncionando la cuticula y succionando los contenidos corporales de la presa.

Mientras escapa, una presa puede atraer a otros depredadores que entonces
podrian converger sobre ella, llevandolo a la alimentacién grupal. Este fenbmeno
se observa comunmente Yy permite a los depredadores terminar con la presa
rapidamente y continuar cazando. Esto resulta en un aumento de la depredacion
cuando un grupo de depredadores toma menos tiempo para consumir su presa
mas que un simple depredador. La duracién de la agregacidon en los sitios de
alimentacion y el tiempo actual de alimentacion puede variar de depredador a
depredador y depende del tipo de presa, textura y contorno de la cuticula,
composicidon, concentracion, calidad y cantidad de los contenidos. La alimentacion
se completa pronto después de que la presa es completamente consumida. >

1.17.5 Depredadores Diplogastéridos.

Entre los diplogastéridos hay miembros tanto parasitarios como depredadores,
aunque pocos estudios han examinado la depredacion diplogastérida en
nematodos parasitarios de plantas.

Yeates (1969) evalud la habilidad de depredacién de Diplenteron colobocercus, el
cual se alimentaba de bacterias en ausencia de nematodos presa, mientras que
Gootaert (1977) examino los habitos alimenticios de Butlerius degrissei. Ambos
estudios sugirieron el uso futuro de depredadores diplogastéridos en el manejo de
nematodos parasitarios de plantas. La importancia real de los depredadores
diplogastéridos se revel6 cuando se evaluaron sus habilidades depredatorias,
encontrandose que eran atraidos hacia la presa y colonias bacterianas. *
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2. Justificacion

La poblacion humana ha crecido considerablemente, y con ello las poblaciones de
mascotas, estando expuestos por tanto, a una serie de enfermedades tanto el
hombre como los animales especificamente los perros. > La contaminacion
ambiental con heces caninas facilita la transmisién de los parasitos al perro y
también al humano provocando zoonosis, en este caso el sindrome de larva
migratoria cutdnea. " La importancia de la parasitologia experimental se ha
puesto de manifiesto en muchos trabajos de investigacion en los cuales se han
utilizado modelos parasitarios para luego aplicarlos en la solucion de
problematicas asociadas al hombre y los animales que le resultan dtiles. °

Numerosos esfuerzos han sido encaminados hacia la interrupcion del ciclo
biologico de éste nematodo, pero la mayoria han son dirigidos a eliminar las
formas adultas del parasito, y resuelven sélo una parte del problema, ya que
pocas opciones han sido estudiadas para eliminar las fases larvarias que tienen un
impacto muy importante en la transmision y ciclo evolutivo del parasito. Esto ha
creado la necesidad de desarrollar nuevos antihelminticos, aunque algunos de
estos puedan tener efectos secundarios indeseados, asi como contaminar el
ambiente al momento de su desarrollo, uso o excrecién.?

El control biolégico de los nematodos se ha orientado casi exclusivamente a
patdgenos microbianos. Es necesario explorar nuevas opciones mas alla del uso
de agentes bacteriales y hongos para ampliar el horizonte de lo que conocemos
como control biolégico en una subdisciplina comparable con lo que ha
evolucionado el control bioldgico de los insectos >

El control bioldgico incluye una serie de medidas reguladoras cuyo objetivo no es
acabar con el organismo blanco, sino controlar su poblacién para reducir sus
efectos nocivos por lo que la realizacion de investigaciones basadas en el empleo
de este tipo de estrategias en un momento dado pueden sustituir a la utilizacién
de terapias antiparasitarias para limitar la presencia y diseminacion de las
poblaciones parasitarias. >

El control biolégico utilizando nematodos depredadores puede ayudar en la
prevencion de la ancilostomiasis del perro, reducir la posibilidad de zoonosis,
lograr la eliminacién de la fase larvaria infectante, repercutiendo también en la
eliminacion de la fase adulta.®
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3. Objetivo General

Contribuir a la investigacion de nuevos métodos para el control de las
nematodiasis en animales y humanos para reducir el impacto en la salud de las
diferentes especies animales y el hombre.

4. Objetivo Especificos

Determinar la eficacia del nematodo Butlerius sp. como depredador e inhibidor del
crecimiento poblacional de larvas del nematodo Ancylostoma caninum empleando
un modelo in vitro que permita la confrontacidn de ambos parasitos como una
medida con potencial para sustituir el uso de farmacos antiparasitarios y sus
efectos secundarios en los animales y el hombre.

5. Hipotesis

La ancilostomiosis es una de las helmintiasis mas frecuentes en caninos que
requiere de la aplicacion continua de tratamientos para su control. Se ha
encontrado que existen varios tipos de organismos (hongos, bacterias, incluso
otros nematodos) que pueden ser empleados para el control biolégico de
nematodos para reducir los efectos del parasitismo. El nematodo depredador
Butlerius sp. ha sido evaluado inicialmente y con buenos resultados para el control
de larvas infectantes de Haemonchus contortus, nematodo de rumiantes, sus
larvas infectantes presentan caracteristicas biolégicas parecidas a las requeridas
por las larvas de Ancylostoma caninum como las condiciones microclimaticas
resultando compatibles con las requeridas por el nematodo depredador en
cuestion que desarrolla también sus fases depredatorias en este microhabitat, por
lo que de ocurrir esta interaccion, este organismo podria ejercer un efecto
antagonico contra las larvas de Ancylostoma caninum, afectando a sus
poblaciones pudiendo existir entonces un potencial para su uso rutinario como
sistema de control bioldgico.?*
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6. Materiales

6.1 Material bioldgico

a) Perros sanos de raza mestiza, de entre 1 y 3 meses de edad

Estos perros fueron donados por particulares del area de Cuautitlan, Estado de
Meéxico con el conocimiento de que serian destinados a la investigacion de este
trabajo, y sacrificados al término del mismo. Se alojaron en el médulo pecuario de
posgrado del Centro de Ensefianza Agropecuario de la FESC, utilizando jaulas
metalicas individuales de 90 X 40 X 40 cms. con piso de malla, dotadas de un
comedero y un bebedero, estas jaulas cuentan con charolas inferiores que
permiten la recoleccion de las excretas. Los perros, se alojaron de forma
individual, teniendo contacto visual y auditivo entre ellos. Se alimentaron ad
libitum, con un producto comercial con caracteristicas que cubrieron las
necesidades nutricionales y dotados de agua ad libitum.

b) Huevos de Ancylostoma caninum obtenidos a partir de las heces de
cachorros con infeccion intestinal inducida de los que se obtendran las
fases infectantes.

Las larvas 3 de Ancylostoma caninum obtenidas de las heces de perros con
infeccidn inducida se desarrollaron a partir de una primera concentracion por
flotacion de las heces y posteriormente por sedimentacion, el sedimento se coloco
en cajas Petri en medio liquido suplementado con enterobacterias a 35 °C en
estufa bacterioldgica para inducir su desarrollo, después de un lapso de 7 dias se
verifico su viabilidad.

La viabilidad se establecio por observacion al microscopio de las larvas evaluando
que presentaran una activa motilidad en el medio liquido (movimiento
serpenteante activo), se realizaron veinte conteos en volumenes definidos (100 pl)
para determinar el promedio de larvas activas por volumen de liquido. 29

c) Ejemplares adultos del nematodo depredador Butlerius sp. obtenidos a
partir de cultivos in vitro.
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Estos nematodos fueron proporcionados por el Departamento de Helmintologia,
del Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Parasitologia Veterinaria
(CENID-PAVET INIFAP) localizado en Jiutepec, Morelos.

6.2 Material de laboratorio

Portaobjetos

Vasos de plastico

Pipeta

Coladores de plastico

Cucharas de aluminio

Microscopio binocular compuesto marca Olympus modelo CHS
Solucion saturada de cloruro de sodio (aprox a 48%) con una densidad
minima de 1.18 grados Baume (g/cm?)

Bolsas de polietileno para la recoleccion de muestras
Marcadores de aceite

Cajas de Petri

Guantes de latex

Micropipeta marca Socorex capacidad de 10 — 100 pl
Puntas para micropipeta

21 frascos de vidrio de 10 cm de diametro por 15 cm de alto
Estufa bacterioldgica Modelo E 33 T, Consumo 240 W
Pipetas de vidrio

Jeringas de 5 mL

Alimento comercial para perro

Bebederos

Probetas graduadas.

Tubos de ensaye

Gradilla

Vasos de precipitados

ASANENENENENEN

N N N N N N N N N SR
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7. Metodologia

7.1 Localizacion:

La recoleccion de muestras, y los cultivos larvarios se llevaron a cabo en Facultad
de Estudios Superiores Cuautitlan, Municipio de Cuautitlan, Estado de México. El
municipio de Cuautitldn se localiza en la parte noroeste de la cuenca de México.
Su cabecera se ubica en las coordenadas 19°40'50" de latitud norte y a los
99°12'25" de longitud oeste. Cuenta con clima tipificado como templado
subhumedo con lluvias en verano, de humedad media C(w1), que se presenta en
un 30.6% de la superficie territorial.

Se presenta una temperatura promedio propia del clima templado subhumedo,
cuya variacion maxima alcanza los 27.8°C y como minima de 5°C. La temperatura
media anual es de 16°C.

La confrontacion de ambos nematodos se llevaron a cabo en el Departamento de
Helmintologia del CENID-PAVET-INIFAP, ubicado en Progreso, Jiutepec, Morelos,
México.

El municipio de Jiutepec se ubica geograficamente entre los paralelos 18° 53' de
latitud norte y 99° 10" de longitud oeste. El clima que predomina en Jiutepec, es
subtropical caluroso con lluvias en verano. Su temperatura promedio es de 21,2°
C, su variante media maxima es 31.4 °C, su maxima absoluta es de 39.8 °C, la
minima media baja es 10.8 °C y la minima absoluta 0.5 °C

7.2 Cultivo larvario de Ancylostoma caninum.

A. Se realiz6 un concentrado de larvas de Ancylostoma caninum, obtenidos
previamente de animales infectados. Este concentrado se extrajo con una
jeringa de 5mL desechable. Posteriormente, se le dio dicho concentrado a
cada perro, directamente por via oral, imitando una de las vias de
infestacion natural del nematodo.

B. Se espero por un lapso de 18 dias para que se evolucionara el nematodo, y
una vez que se detecto la presencia de huevos blastomerados en las heces
se procedié ha realizar los cultivos. Se juntaron todas las muestras de
heces (20 gramos por animal) en jarras de plastico con capacidadde 1L,y
se agregd solucion saturada de cloruro de sodio (SSNaCl),
homogeneizando por medio de una cuchara de aluminio.

C. Una vez homogeneizado, se pasoé por un colador de plastico para separar
toda la materia que no pudo ser disuelta. Todo el material sobrante del
colador, fue puesto en una bolsa de polietileno y desechado.

D. La solucién restante ya colada, fue puesta en probetas graduadas de
plastico de 1 L y se le agreg6 solucidén saturada de cloruro de sodio hasta
llenar a borde la probeta. Se dejé reposar de 15 a 20 minutos con el fin de
que los parasitos flotaran en la superficie por diferencia de densidades.
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. Posteriormente con una cuchara, se recuperaron aproximadamente 15 mL
de liquido de la superficie de la probeta, y de colocé en una probeta de
cristal de 500 mL para realizar una técnica de sedimentacion.

. La técnica de sedimentacion consistid en agregar agua corriente en la
probeta que contenia los 15 mL de suspension con estructuras parasitarias
y se dejé reposar 20 min, después de este tiempo se decantd hasta que
quedaran aproximadamente 100 mL de sedimento y se volvié a agregar
agua del grifo, este procedimiento se repiti6 hasta que el sobrenadante
quedara totalmente transparente. Después se decantd hasta obtener
alrededor de 30 mL de sedimento.

. Se preparo por separado en un vaso de precipitados de 250 mL una mezcla
de solucion salina fisiolégica con 3 bolos fecales de raton, esto sirvié para
proveer bacterias que sirven como alimento para el desarrollo de las larvas
de Ancylostoma caninum.

. Se filtr6 la mezcla anterior y se deposita en una caja Petri, previamente

identificada y se deja en incubacion a 37°C en estufa bacteriologica en
donde las larvas eclosionaran del huevo y se mantendran viables por
aproximadamente 3 meses manteniendo las condiciones ambientales y
nutrimentales adecuadas.
Este procedimiento se realizé diariamente por un mes. Cada semana se
verifico la viabilidad de las larvas, y se hizo un conteo de las mismas. Por
medio de una micropipeta se tomaron 20 alicuotas de 100 yL cada una, y
se observaron al microscopio buscando larvas con un movimiento
serpenteante activo. El numero de larvas obtenidas de las muestras fue
sumado y se obtuvo un promedio, tomando en cuenta el volumen de liquido
en cada caja de Petri.

. Al concluir los conteos de todas las cajas, se tomaron los cultivos con mejor

promedio de larvas por mL, y se concentraron en un matraz, que se

mantuvo en estufa bacterioldgica.

Figura 8. Larva de Ancylostoma caninum obtenida por cultivo en el
laboratorio (X10). (Laboratorio de Parasitologia FES Cuautitlan, 2014)
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Estas larvas fueron transportadas al Departamento de Helmintologia, del Centro
Nacional de Investigacion Disciplinaria en Parasitologia Veterinaria (CENID-
PAVET INIFAP), en Jiutepec, Morelos en que se obtuvieron los nematodos del
genero Butlerius sp.

7.3 Obtencion de nematodos del género Butlerius sp.

La cepa de Butlerius sp. utilizada en el presente estudio pertenece al INIFAP y fue
aislada originalmente a partir de muestras de suelo de jardin en Tres Marias,
Huitzilac, Morelos, México. El suelo de donde se obtuvo esta cepa estaba
compuesto por una mezcla de material de tipo arcilloso, pasto nativo y composta
organica elaborada con desechos de cocina (Vazquez, 2009).3*

7.4 Condiciones de cultivo de nematodos del género Butlerius sp.

Los nematodos se colocaron en un medio elaborado a base de heces estériles
mezcladas con hule espuma (Vazquez, 2009) como sustrato para coprocultivo.
Para promover el desarrollo poblacional de los nematodos depredadores, tres
veces por semana se agregaba 1 mL de una solucion acuosa conteniendo una
cantidad indeterminada de nematodos de vida libre del género Panagrellus
redivivus como fuente de alimentacion. Los cultivos fueron incubados a
temperatura de laboratorio (18 a 25°C) durante 3 meses.

7.5 Preparacion de medio para el desarrollo del nematodo depredador del Género
Butlerius sp.

Se colectaron 500 gr. de heces frescas de ovino en una jaula metabdlica, fueron
esterilizadas en autoclave de vapor por un periodo de 20 min., a 120°C a 1.2 atm.

Se colocaron en una cubeta de plastico de 20L y se mezclaron con 200 gramos
de particulas de hule espuma y se adicionaron 2.3 litros de agua y la mezcla se
homogeneiz6 manualmente con un guante de hule latex los cultivos fueron
removidos tres veces por semana para promover la oxigenacion de los nematodos
y se agregd agua de la llave, evitando la deshidratacion de los cultivos. Los
cultivos se incubaron por un periodo de 10 semanas. Los cultivos fueron
incubados a temperatura de laboratorio (18 a 25°C). Para promover el desarrollo
poblacional de los nematodos depredadores, tres veces por semana se agregaba
1 mL de una solucién acuosa conteniendo una cantidad indeterminada de
nematodos de vida libre de la especie Panagrellus redivivus como fuente de
alimentacion.
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7.6 Técnica de aparato de Baermann para recuperacion de nematodos del género
Butlerius sp.

Se realizaron mufiones de 50 gr. pesandolos en una balanza granataria, se
colocaron en aparatos de Baermann con agua hasta la mitad del embudo, se
colocd en un soporte universal y se dejé que los nematodos bajaran al tubo por
gravedad durante un periodo de 24 h, posteriormente se retird el tubo, se coloco
en el refrigerador por 2 h y se elimin6 el sobrenadante hasta un volumen final de 1
mL., esta técnica se realizé horas previas a la inoculacion de las macetas para
evitar la formacién de conglomerados de nematodos y por consecuencia su
muerte.

7.7 Cuantificacion in vitro del nematodo depredador Butlerius sp.

La estimacion del nematodo Butlerius sp. se realiz6 homogeneizando el contenido
de 1 mL de la muestra en un tubo de ensayo de 12 mL usando un vortex, se
tomaron 10 alicuotas, cada alicuota contenia un volumen de 5 uL, dando un total
de 50 uL. Cada alicuota fue colocada en un portaobjetos de vidrio se observé en
un microscopio Optico con los objetivos de 4X y 10X para poder identificar los
nematodos con base en sus caracteristicas morfologicas y cuantificarlos.

8. Disefo experimental

El disefio experimental estuvo conformado por 3 series de siete repeticiones cada
una. La serie 1 fungié como el grupo control (cada repeticion contenia 200
nematodos del género de Butlerius sp). La serie 2 fungié como el grupo control
(cada repeticion contenia 200 larvas infectantes del nematodo A. caninum). La
serie 3 fungié como el grupo tratado que contenia la confrontacion de ambos
nematodos Butlerius sp. (200 nematodo) y A. caninum (2000 larvas infectantes)
(Cuadro 3).

Las pruebas bioldgicas se llevaron a cabo en frascos de vidrio tipo “gerber” con las
siguientes medidas 10 cm de diametro por 15 cm de alto, y se agregd a cada
frasco 4 gramos de heces estériles de ovino previamente esterilizadas a 125 °C
por 20 minutos y 0.5 gramos particulas de poliestireno (Figura 10).

Al término del conteo se obtuvo un promedio de 6 600 larvas de Butlerius sp por
cada 1000 pL, por lo que para obtener las 200 larvas necesarias para cada
repeticion, se requirieron 30.3 pL.

47



Por otro lado, obtuvimos 36 800 de larvas de Ancylostoma caninum en 500 mL,
por lo que para obtener las 2 000 larvas necesarias para cada repeticion, se
requirieron 27.17 mL.

Por lo tanto el disefio experimental quedo de la siguiente manera:

Serie Grupo Nematodos

Serie 1 Control Butlerius sp 200 larvas

Serie 2 Control Ancylostoma  caninum 2000
larvas

Serie 3 Tratado Butlerius sp 200 larvas

Ancylotoma caninum 2000 larvas

Nota: *Se agregaron 20 nematodos depredadores Butlerius sp en cada repeticion
** Se agregaron 2000 L3 de Ancylostoma caninum en promedio por cada
repeticion (n=7)

Tabla 3. Diseno experimental; se muestra la conformacién de las tres series
experimentales, la series 1 y 2 denominadas grupos control de los
nematodos, y la serie 3 denominada grupo tratado, conteniendo ambos
géneros de nematodos para la confrontacion.

Cada frasco fue cubierto con una tapa de plastico y se mantuvo a temperatura de
laboratorio (25-29°C) con una humedad ambiental del 40-50%. Diariamente se
revisaron los coprocultivos removiéndolos con el objetivo de evitar la
deshidratacion.
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Figura 9. Disposicion de los 21 frascos de vidrio conteniendo los tres
grupos con 7 repeticiones cada una, dos grupos control y un tercero
denominado grupo experimental.

La confrontacidon de los nematodos duro 25 dias, al término de estos, se realizo la
estimacion de los nematodos.

Después de transcurrir los 25 dias de confrontacién, se colocaron los cultivos en
embudo de Baermann y se dejaron durante 12 h para permitir la extraccion de
larvas.
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Fig 10. Embudos de Baermann en los que se depositaron las suspensiones
obtenidas de los grupos control y confrontacién entre Ancylostoma
caninum y Butlerius sp al término de los 25 dias, con la finalidad de realizar
una concentracion larvaria para su posterior revision al microscopio.

El liquido que contenia las larvas, fue depositado en tubos de ensaye y colocados
en gradillas para realizar el conteo de larvas. La gradilla se colocé sobre una
charola con hielo para que los nematodos no flotaran a la superficie, y se
quedaran en el fondo del tubo.
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Figura 11. Tubos en los que se deposité el liquido extraido de los embudos
de Baermann sobre una charola de cristal con hielo para mantener las larvas
en el fondo del tubo y evitar que se pierdan al momento de retirar
sobrenadante.

Posteriormente se retir6 el sobrenadante de cada tubo, y se colocd en cajas de
petri, que se revisaron aleatoriamente para verificar que no hubiera nematodos en
estos sobrenadantes.

Figura 12. Retiro del sobrenadante de los tubos por medio de una pipeta.
Este sobrenadante se colocoé en cajas de Petri para revision del mismo.
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Figura 13. Sobrenadante en cajas Petri, el sobrenadante se revisé al
microscopio para verificar que no contuviera larvas en esta porcion, factor
que pudiera afectar el conteo final de los nematodos.

Del sedimento de cada tubo, se procedié a realizar el conteo de nematodos
sobrevivientes, tomando 10 alicuotas de 5 pL por cada repeticion y revisandolas
por medio del microscopio compuesto.
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9. Resultados

En la figura 14 se muestran fotografias en donde se aprecia un ejemplar del
nematodo Butlerius sp. interactuando con las L3 de Ancylostoma caninum.

Figura 14. Diferentes etapas de interaccion entre las fases adultas de
Butlerius sp. y los estadios larvarios de Ancylostoma caninum.
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Los resultados del numero promedio de larvas de Ancylostoma caninum
recuperadas después de 25 dias en los recipientes con suspensiones con el
nematodo depredador Butlerius sp. se muestran en la tabla 6.

En la tabla 4, se observa que de 200 fases adultas de Butlerius sp. depositadas al
inicio del trabajo en la serie control, se recuperaron 351, con un aumento debido a
la reproduccion de estos nematodos.

En la tabla 5 se observa que de las 2000 larvas de Ancylostoma caninum que se
depositaron al inicio del trabajo en el grupo control no expuesto a depredacion,
solo se recuperaron 446 (£213).

En la tabla 6 se determind que de 2 000 larvas infectantes de A caninum
depositadas inicialmente se recuperaron 5.7 (£ 15) ejemplares. Partiendo de las
cuentas observadas en el grupo control (cuadro 2) y aplicando una regla de 3 se
establece el porcentaje de reduccion de larvas, el cual correspondié a 98.7%. En
tanto la poblacion de Butlerius sp. en presencia de Ancylostoma caninum de 200
ejemplares inoculados originalmente, al final del proceso se recuperaron 551
(£106) ejemplares, lo cual significa un incremento del 275.5% derivada esta
situacion del proceso depredatorio.

El porcentaje de reduccion de la poblacion de nematodos por la accién del
nematodo Butlerius sp. fue estimada con la siguiente formula:

X testipo - X tratado

X 100
X testigo

Porcentaje de reduccion de nematodos=

Donde:

Grupo testigo = Media de grupo control de nematodos
recuperados.

Grupo tratado=Media de grupo tratado de nematodos
recuperados. %

Las tablas con los valores encontrados en los conteos de cada repeticidon de las 3
series se encuentra en el apéndice 1.
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Tabla 4. Serie 1 control del nematodo Butlerius sp, mostrando la cantidad de

nematodos inoculados, recuperados y su desviacion estandar.

Butlerius sp
Nematodos inoculados 200
Promedio de nematodos | 351
recuperados
Desviacion estandar 493

¢ Promedio= nematodos encontrados x 1000 uL / 50 pL

Tabla 5. Serie 2 control del nematodo Ancylostoma caninum, mostrando la

cantidad de nematodos inoculados, recuperados y su desviacion estandar.

Ancylostoma caninum

Nematodos inoculados 2000
Promedio de nematodos | 446
recuperados

Desviacion estandar 213

¢ Promedio= nematodos encontrados x 1000 uL / 50 pL

Tabla 6. Serie 3 “Interaccion Ancylostoma caninum”, mostrando la cantidad
de nematodos inoculados, recuperados y su desviacidn estandar, después

de 25 dias en confrontacion con el nematodo depredador.

Ancylostoma caninum

Nematodos inoculados

2000

recuperados

Promedio de nematodos | 5.71

Desviacion estandar

15.1

Tabla 7. Serie 4 “Interaccion Butlerius sp”, mostrando la cantidad de
nematodos inoculados, recuperados y su desviacion estandar, después de

25 dias en confrontacion con el nematodo  A. caninum.
Butlerius sp
Nematodos inoculados 200

Promedio de
recuperados

nematodos | 551

Desviacion estandar

106
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Los promedios de cada uno de los grupos Control (Ancylostoma caninum),
(Butlerius sp.) vy tratado (Ancylostoma caninum y Butlerius sp.) asi como su
desviacion estandar, Coeficiente de variacion y el porcentaje de reduccion de la
poblacién de A. caninum por efecto depredador del nematodo depredador
Butlerius sp. se presentan en la Tabla 8. Los datos de los promedios de cada uno
de los grupos control y tratado fueron transformados a Vx+0.5 y se analizaron
utilizando un analisis de “t” de Student con un nivel de significancia de 0.05.
Encontrandose una significancia estadistica. El promedio de larvas recuperadas
de A. caninum en cada tratamiento fueron consideradas como la variable
dependiente. Para el analisis estadistico se utilizo el software estadistico SAS V8.

Tabla 8. Analisis estadistico de los resultados obtenidos con la técnica de T
de Student después de 25 dias de fase experimental, mostrando los 3
grupos participantes, Control (2) y Tratado.

Grupo Proporcion de larvas | % de
recuperadas, Desviacion | reduccion

estdndar y Coeficiente de | poblacional
variacion del grupo

Tratado/control
Contro/ (Ancylostoma | 445.71£213.13
caninum) C.V.=0.44
Control Butlerius sp. 5.71+15.11
C.V.=2.64 98.72

Tratado (Ancylostoma | 551.42 +105.74
caninumy Butlerius sp.) | C.V.=0.19

C.V.=coeficiente de variacion p<0.05 n=7

10. Discusion.

El estudio de antagonistas de nematodos parasitos causantes de enfermedad en
plantas ha mostrado resultados alentadores respecto a su uso como posibles
agentes potenciales en el control de parasitos de los vegetales. 29

Los trabajos publicados sobre la actividad depredadora de Butlerius sp. y otros
nematodos depredadores ha sido enfocados particularmente contra nematodos
fitopatégenos usando inicialmente como modelo nematodos de vida libre como el
género Rhabditis sp.*
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Particularmente, los nematodos clasificados dentro del grupo de los
Diplogastéridos han sido ampliamente evaluados en contra de una gran variedad
de nematodos fitopatdégenos con resultados alentadores. ?°

El género Butlerius sp. ha sido evaluado en contra de un grupo de nematodos ecto
y endoparasitos de plantas observandose una gran variabilidad en la seleccion de
presas: siendo los ectoparasitos atacados en pocas ocasiones por el nematodo,
no obstante en el caso de especies de nematodos endoparasitos se ha observado
una gran atraccién para atacarlos y devorarlos. *

En una revision de literatura disponible, salvo los trabajos publicados por
Rodriguez et al (2007), Vazquez de Jesus (2009) y la referencia de Aguilar (2012)
no se encontrdé ningun otro trabajo en el que se haya evaluado la actividad de
algiin nematodo depredador en contra de nematodos parasitos de animales. * %

Los resultados de la investigacion de Aguilar (2012) (asesora de este trabajo)
enfocados a la eliminacién de las larvas infectantes del nematodo Haemonchus
contortus mostraron clara evidencia de que Butlerius sp. es un excelente
depredador de larvas infectantes, logrando reducir de manera sustancial mas del
90% la poblacién de larvas de ese nematodo en cultivos fecales. Estos resultados
plantean buenas perspectivas en el estudio de Butlerius sp. como posible
herramienta de control de otros helmintos parasitos de animales.

Tomando en cuenta estos resultados, la actividad de Butlerius sp. contra A
caninum, es también alentadora, pues en funcion a la reduccién del 98.7%
detectada en este trabajo se presume efectiva la actividad del nematodo
depredador, lo cual puede traer muchos beneficios en el control biolégico de un
nematodo que ha sido y representa un problema importante y recurrente en la
salud de caninos de todo el mundo y la posible extension a los humanos que son
afectados comunmente por otras especies del mismo género.

Como se ha senalado previamente las caracteristicas deseables que debe tener
un agente de control biolégico que implican un facil cultivo in vitro, un ciclo de vida
corto, una elevada tasa de reproduccion, una facil aplicaciéon, seguridad para los
organismos no blanco, capacidad de busqueda de las presas, compatibilidad
ecoldgica, adaptabilidad al medio ambiente, capacidad de persistencia, potencial
de dispersion, competitividad biolégica y amplio espectro de eficiencia. Algunas de
las caracteristicas de esta lista han sido observadas en estudios previos con el
género Butlerius sp. Por ejemplo, su facil adaptacion a cultivos in vitro (en cultivos
fecales), y su alta tasa de reproduccion. 2% *°
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11. Conclusiones

Se observo una reduccion de larvas infectantes del nematodo Ancylostoma
caninum en ensayos a nivel de laboratorio cuando estos organismos fueron
confrontados con las fases adultas de Butlerius sp. Los resultados obtenidos
inicialmente brindan una perspectiva interesante en relacion con su uso potencial
como un elemento de control biolégico. El uso de nematodos depredadores
requiere mucha investigacion para encontrar sus usos potenciales contra otros
parasitos de animales y humanos, sin embargo, ahora tenemos conocimientos de
su uso como antagonista con Ancylostoma caninum. Al ser Butlerius sp, un
parasito que se encuentra principalmente en plantas y el suelo, su potencial de
uso seria, primordialmente, a nivel de suelo, atacando a las L1, L2 y L3 de A.
caninum, evitando la infestacion en el hospedero.

Existiendo una reduccion significativa en la cantidad de larvas infectantes en el
ambiente, puede reducirse el impacto de la enfermedad reduciendo el uso
innecesario de farmacos antiparasitarios, y el posible desarrollo de resistencia de
los organismos ya que en este caso se trata de organismos presentes en la
naturaleza que se encuentran interactuando regularmente con plantas.

La siguiente fase que debera de cubrirse para poder complementar estas
observaciones tendra que implicar la evaluacion de esta interaccion
estableciéndola en el suelo, inicialmente controlando una serie de variables que
tendran que ser analizadas para determinar el nivel de adaptacién de los
nematodos depredadores bajo las distintas condiciones que se presentan
rutinariamente y de este modo determinar la viabilidad de su uso.
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Apéndice

Tabla 9. Conteo de Butlerius sp, en el grupo control, tomando 10 alicuotas de 5uL
de cada repeticion (7).

1 0 0 5 0 5 0 8
2 0 0 5 0 2 0 6
3 0 0 9 0 1 0 5
4 0 0 3 0 5 0 9
) 0 0 3 0 0 0 4
6 0 0 3 0 2 1 5
7 0 0 3 0 2 0 3
8 0 0 5 0 1 0 8
9 0 0 2 0 0 0 5
10 0 0 5 0 1 0 7
Suma 0 0 43 0 19 1 60
Promedios 0 0 860 0 380 20 1200
Promedio REE)Y

Desviacion EK]

estandar

Promedio= nematodos encontrados x 1000 pL / 50 yL

Tabla 10. Conteo de Ancylostoma caninum, en el grupo control, tomando 10
alicuotas de 5uL de cada repeticion (7).

1 0 1 0 0 3 2 5
2 0 0 2 2 5 2 2
3 0 3 3 5 5 1 2
4 0 3 2 2 3 3 3
L) 2 2 0 2 4 3 5
6 1 2 3 1 1 4 3
7 0 1 1 2 3 4 3
8 1 1 1 2 3 3 4
9 2 0 2 1 4 4 4
10 2 0 3 2 2 5 4
Suma 8 13 17 19 33 31 35
Promedios ls1e 260 340 380 660 620 700

Promedio R:EI3
DESEO N 213
estandar
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Tabla 11. Conteo de Ancylostoma caninum, en el grupo experimental, tomando 10
alicuotas de 5uL de cada repeticion (7), después de 25 dias de confrontacion.

elololololololeolloloNoNal N
OO OO OOOOOO O o
ANOOO OO0 OC-~00S
OO OO OOOO OO O oy
QO OO OOOO OO OOy
QO OO OOOOOOOOop

Promedios

Promedio BNA

Desviacion lEX
estandar

Tabla 12. Conteo de Butlerius sp, en el grupo experimental, tomando 10 alicuotas
de 5uL de cada repeticion (7), después de 25 dias de confrontacion.

oD OO NN W
woouwohhwos|lY
NooNwmonN -~ &S
wow_oohoosaps
WoABNOWN O~ =
NWWoO OO ww ol
ocwNnhAvNooo ol

w
o
w
g
N
o

Promedios Y4 560 440 600
Promedio BEEL
BELVIET il 106

estandar

(o]
(o]
o

680 400
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