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Solos podemos hacer muy poco, juntos podemos hacer mucho.- Helen Keller
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El conocimiento profundo de las zoonosis es realmente complicado teniendo en cuenta que de las
1.415 enfermedades infecciosas descritas en Medicina Humana, alrededor del 60% tienen este
caracter. Pese a que la palabra zoonosis significa enfermedad de los animales, realmente se
denominan asi todas las enfermedades que se pueden transmitir entre animales vertebrados y el

hombre o viceversa (OMS Informe 569, 1976).

La globalizacién, industrializacién, reforma de los sistemas de produccién agro-ganaderos y el
exceso de consumismo, han favorecido la emergencia de agentes zoonéticos que cursan de forma
asintomadtica en los animales, pero con claras manifestaciones clinicas en las personas. Desde los
ultimos afios del siglo pasado muchas explotaciones ganaderas han optado por la produccién
animal intensiva. Los residuos que se acumulan en este tipo de explotaciones, junto con la presiéon
de seleccién ejercida, sobre todo por el uso de farmacos y antibidticos, han provocado el aumento

de las zoonosis que se transmiten mediante los alimentos y el agua contaminada.

Tampoco se puede obviar que cada vez hay mas personas que conviven en las ciudades con
animales de compaiiia, sobre todo perros y gatos, pero también hurones, lagomorfos, reptiles, etc.,
lo que incrementa el riesgo de adquirir determinadas zoonosis parasitarias, incluidas las causadas
por nematodos ascdridos (Bojar y Ktapeé, 2012). El desarrollo de parques tematicos, visitas a
granjas-escuela y en general actividades en las que se comparte ambiente con animales, crean un

ambiente propicio para la emergencia de algunas zoonosis.

Las helmintosis transmitidas por el suelo contintian siendo las enfermedades infecciosas crénicas
mas prevalentes de las personas, con una estimacion actual de 2 billones de personas infectadas en
todo el mundo (Colley er al, 2001). Su importancia en Salud Publica y su impacto econémico son
dificiles de cuantificar, aunque la OMS ha estimado que mas de 1000 millones de personas en todo
el mundo estan infectadas por 7richuris trichiura, Ascaris lumbricoides, Necator americanus y

Ancylostoma duodenalis (OMS Informe 912, 2005).

Entre las parasitosis provocadas por helmintos que se pueden transmitir, en condiciones naturales,
entre los animales y el hombre, se describen las ascariosis, que pueden prevalecer tanto en el
ambito urbano y periurbano, como en el rural (Sinchez-Andrade, 2008), y las ancylostomosis.
Estas infecciones transmitidas por el suelo (Soil-transmitted helminthic zoonoses), generalmente
provocan en personas cuadros de /arva migrans (Ktape¢ y Borecka, 2012). En Galicia, existen
diversos estudios en los que se ha incidido en el riesgo de helmintozoonosis por nematodos
ascaridos y ancylostémidos, debido a la presencia de sus huevos en las heces de mascotas, que no
siempre implica la infeccién de personas, pero si su exposicion a los parasitos (Morrondo et al,

2006; Sanchez-Andrade et al,, 2008; Herndndez, 2014; Iiiguez, 2015).
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1.1. ASCARIOSIS

Toxocara spp. (T. canis'y T. cati) y Toxascaris leonina son los ascaridos que afectan a mascotas
(perros y gatos) y a carnivoros silvestres (lince, etc.), mientras que Ascaris suum parasita los suidos
(Aradjo et al, 2015). Hasta hace algunos afios se consideraba que sélo 7oxocara tenia caracter
zoondtico, pero algunos estudios han demostrado que A. suum puede afectar a personas (Nejsum et
al., 2005, 2012; Zhou et al., 2012), y han sembrado una duda razonable sobre 7Toxascaris (Rinaldi et
al.,, 2006; Bryan et al, 2011; Dado er al, 2012). En las personas las zoonosis por estos ascaridos son

particularmente prevalentes en poblaciones marginales de dreas periurbanas y rurales.

En la actualidad ha cobrado mucha importancia la baylisascariosis por su amplia distribucién, y por
la gravedad de los cuadros que ocasiona. Baylisascaris procyonis es un ascarido que afecta
principalmente a mapaches (Procyon lotor), aunque también puede detectarse en otros mamiferos
e incluso aves (Samson er al, 2012; Bauer, 2013). Tiene especial interés en Estados Unidos, donde
se describen zonas en las que el 68-82% de los mapaches estdn parasitados, con el consiguiente
riesgo para la poblacién humana, en especial para los nifios, en los que causa un sindrome de /arva
migrans (Murray y Kazacos, 2004; Kahn, 2006). En Europa puede llegar a provocar un serio
problema, ya que se ha denunciado la presencia de mapaches en libertad en Alemania, Polonia, o
Francia. En Espafia se han avistado en Madrid, Valencia, Catalufia, Galicia, Andalucia (Dofiana),

Canarias o Baleares (Garcia er al, 2012).

a) Toxocara spp.

Las especies de este género parasitan el intestino delgado de carnivoros domésticos (perro, gato) y
salvajes (lobo, zorro, lince o hurén). Los machos llegan a medir 10 cm de longitud por 2-2,5 mm de
didmetro, y las hembras 18 x 2,5 cm y 8 mm de didmetro (Kassai, 1998). La longevidad media de
los adultos de 7oxocara en los perros no supera los 6 meses, y durante este periodo eliminan en las
heces del hospedador definitivo miles de huevos / dia, subglobulares y de color marrén oscuro, con

una cubierta gruesa y rugosa (Hernandez, 2014) (Fig. 1).

b) Toxascaris leonina

Puede encontrarse en perros, gatos, zorros y otros carnivoros salvajes. Los adultos de 7oxascaris
son practicamente indistinguibles de Zoxocara, la principal diferencia es la presencia de una
formacién ditiforme en el extremo de la cola del macho de este ultimo. También las alas cervicales
son mas estrechas y lanceoladas en 7. /eonina y con aspecto de punta de flecha en Toxocara cati.
Los huevos miden de 65 a 75 pym de didmetro (Fig. 1), son subesféricos con una envoltura gruesa y

ligeramente punteada, y poseen una célula cuando son eliminados.
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¢) Ascaris suum

Los adultos parasitan el intestino delgado de suidos, son de color blanco amarillento y miden 15-31
cm de longitud por 2-4 mm de didmetro (Mozgovoi, 1968; Schmidt y Roberts, 1984; Soulsby,
1987). El huevo es ovoide y amarillento, de cubierta gruesa con la superficie externa

irregularmente mamelonada (Fig. 1).

Fig. 1.- Huevos de ascdridos parasitos.
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Toxascaris leonina
(80 um x 70 um)

Ascaris suum
(60 pm x 45 pum)

Parascaris equorum
(95 um x 85 um)

Baylisascaris procyonis
(75 pm x 60 pum)

d) Baylisascaris procyonis

Afecta especialmente a mapaches, aunque puede infectar también a cdnidos, pequeiios mamiferos
y aves. Biolégica y morfolédgicamente se asemeja a 7. canis. Los adultos son blancos, cilindricos y
cénicos en ambos extremos. La hembra alcanza 20-22 cm de largo y el macho 9-11 ¢cm (Kazacos,
2001). Las hembras adultas de B. procyonis eliminan 115.000-180.000 huevos/dia (Kazacos, 2001),
de forma elipsoidal y color marrén oscuro, y un tamaiio aproximado de 63-88 x 50-70 um (Fig. 1).
A diferencia de 7. canis, las larvas de Baylisascaris continiian creciendo en el interior de los

hospedadores paraténicos, entre los que se encuentra el ser humano.
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1.1.1.- Estadios de ascdridos en el ambiente
Los huevos de los ascdridos tienen forma globular a subglobular, y cuentan con una cubierta
gruesa, con 3 capas concéntricas que les confieren una elevada proteccion frente a agentes fisicos,
quimicos y ambientales (Papajova et al, 2008) (Fig. 2). La capa externa estd impregnada de una
sustancia pegajosa, compuesta por proteinas, la intermedia por un complejo proteico-quitinoso y la
interna por lipidos (Wharton, 1980). En el interior contienen la célula huevo, globular y no

segmentada en el momento de la excrecién con las heces.

Mamelonada

Quitinosa

Interna lipidica
Vitelina

Fig. 2.- Estructura de un huevo de ascarido sin embrionar.

Atendiendo a su grado de desarrollo, en los huevos de ascaridos se pueden distinguir 5 estadios

(Fig. 3), cigoto de 1 célula, de 2 células, mdrula, pre-embrién y embriéon (Romasanta, 2004).

Bajo condiciones de calor moderado y aun en presencia de temperaturas fluctuantes (noches frias),
la mayoria de los huevos se convierten en infectivos en 3-4 semanas. Se ha comprobado que
huevos embrionados de B. procyonis almacenados durante 9-12 afios a 4°C mantienen su
infectividad y patogenicidad sobre el sistema nervioso central de ratones (Kazacos, 2001). En
presencia de humedad adecuada, los huevos embrionados permanecen viables durante afios en el
suelo, aunque los inviernos sean muy frios (Kazacos, 1986, 1991). Sin embargo el calor extremo y
la sequedad que existe en graneros y aticos durante los meses de verano destruyen los huevos de 5.

procyonis con mayor rapidez por desecacién (Kazacos y Boyce, 1989).
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Fig. 3.- Evoluci6n temporal de los huevos de ascdridos (7. Jeonina).

Huevo con cigoto de 1 célula, son los
huevos eliminados con las heces de los

hospedadores definitivos.

Huevo con 2 células, ya se ha iniciado la
divisién celular y se observan 2 células o

blastomeros.

Huevo con moérula, constituida por un
numero variable de blastomeros de

tamarfio y forma regular.

Con pre-embrién, que adopta forma de

renacuajo.

Huevo embrionado, en cuyo interior se
encuentra la larva de segundo estadio
(L2), infectiva para hospedadores

definitivos y paraténicos.
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1.1.2.- Infeccidn por asciridos en animales

Cuando llegan al suelo transportados en las heces, los huevos de los ascdridos no son infectivos, y
ha de transcurrir un periodo de 5-9 dias para que en su interior se forme la larva 1 (L1) (Bojar y
Ktapeé, 2012), que a las 2-5 semanas muda a L2, convirtiéndose el huevo en infectivo para los
hospedadores definitivos y paraténicos (roedores, personas) (Mejer y Roepstorff, 2006) (Tabla 1). A
diferencia del resto de nematodos, la infeccién por ascaridos se debe a las larvas de segundo estadio
(Urquhart er a/, 2001). Hace algunos afios se enuncié la hipétesis de que en el interior del huevo,

después de 2 mudas se desarrollaba una L3 como fase infectiva (Geenen et al, 1999).

Una vez ingerido el huevo con L2 por el hospedador definitivo, después de unas 6 horas en
presencia de al menos cuatro estimulos (temperatura corporal, anhidrido carbénico, pH= 6 y
condiciones reductoras inespecificas), la larva abandona el huevo (Fairbairn, 1960, 1961) y realiza
una migracién intraorgdnica compleja hasta transformarse en adulto en el intestino. El ciclo
completo dura entre 49 y 100 dias (Nansen y Roepstorff, 1999; Sellon y Long, 2007; Reinemeyer,
2009).

Pese a que el ciclo bioldgico de los distintos ascaridos presenta muchas similitudes, es preciso
sefalar que mientras que la infeccién en todas las especies se produce por la ingestién de huevos y
de hospedadores paraténicos que contienen L2 viables, en el caso de 7oxocara se puede producir
ademads por via placentaria y galactégena (Prieto Novoa, 1995) (Tabla 1). Resulta notable destacar
que la infeccién de los mapaches jovenes por B. procyonis se produce por ingestion de huevos con
L2, en tanto que los adultos se infectan al engullir hospedadores paraténicos (sobre todo los

roedores) portadores de L2 (Page et al, 2011).

Ascérido Transmisién Infectividad huevos Periodo prepatencia
Toxocara canis H,G, T, HP 2-4 semanas 6-8 semanas pi
Toxocara cati H, G, HP 1-3 semanas 5-7 semanas p.i.
Toxascaris leonina H, HP 1-3 semanas 8-10 semanas pi
Ascaris suum H, HP 2-3 semanas 6-7 semanas pi
Bailysascaris procyonis H, HP 2-5 semanas 7-10 semanas pi

H: huevos; G: galactdgena; T: transplacentaria; HP: hospedadores paraténicos; pi: post-infeccién
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1.1.3.- Zoonosis por ascaridos

El hombre puede ingerir de forma accidental huevos embrionados de asciridos de animales, y
aunque no llegue a completarse el ciclo, las larvas penetran a través del intestino y realizan una
emigracion somdtica y son englobadas en los tejidos, lo que puede dar lugar al sindrome de larva

emigrante visceral (LVM) (Inatomi ez a/, 1999; Hayashi et al, 1999; Sakai et a/, 2006).

Este sindrome fue descrito por primera vez por Beaver et al (1952) a consecuencia de la ingestién
de huevos embrionados de 7. canis; posteriormente ha sido diagnosticado en personas infectadas
con huevos de A. suum (Phills et al, 1972; Maruyama et al, 1996; Sakakibaraet al, 2002; Peng et
al, 2007). Es importante tener en cuenta los casos ocasionados por Baylisascaris procyonis, el
ascarido de los mapaches (Reed et al, 2012), que puede provocar un sindrome de /arva migrans

cerebroespinal, que evoluciona la mayoria de las veces hacia un desenlace letal (Kazacos, 2001).

Hay que destacar que no resulta necesario el contacto directo entre personas y animales para
transmitir la enfermedad, ya que los huevos de los ascaridos resisten la desecacién y un amplio
rango de variaciones de temperatura, pudiendo permanecer viables en el ambiente durante 3-5
afos (Papajova et al, 2008). Los nifios pequefios estan especialmente expuestos cuando juegan con
tierra contaminada o cuando tienen contacto corporal estrecho con mascotas que llevan adheridas
a su pelaje huevos infectivos. Wolfe y Wright (2004) encontraron huevos de 7. canis en un 25% de
muestras de pelo de perro, con un promedio de 3,3 huevos por gramo de pelo (con muestras de

hasta 300 huevos, en parte embrionados, es decir infectivos).

En la regién de Ahvaz (Irdn), el 45% de muestras de heces de gatos callejeros recogidas de lugares
de recreo publicos resultaron positivas a 7oxocara spp. (Khademvataner al, 2013). En Séo Paulo
(Brasil), los parques estin contaminados con heces de perros y gatos, que en un 68,1% tienen

huevos de Toxocara spp. (Marques et al., 2013).

Se ha comprobado que las personas pueden adquirir la infeccién por A. suum al consumir
alimentos contaminados por huevos, como por ejemplo higado crudo de pollos o de terneros, que
son hospedadores paraténicos de este parasito, o también vegetales frescos abonados con estiércol
de cerdo (Permin er al, 2000; Taira er al, 2004). Al contrario de lo que sucede en otras
explotaciones animales, en las de porcino las heces se recogen en balsas y no en estercoleros, de
modo que al no sufrir fermentacién este procedimiento asegura la viabilidad de los huevos de
ascaridos cuando los ganaderos vacian las balsas. Juris et al (1996) sefialaron que los huevos de A.

suum permanecen viables sin embrionar después de 42 dias de ensilado.
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En Dinamarca la infeccién causada por ascdridos es rara (2 casos / 10.000 habitantes / afio), y afecta
con mayor frecuencia a nifios que viven o visitan zonas rurales (36 casos / 10.000 habitantes / afio),
porque han tenido la oportunidad de estar en contacto con cerdos o con su estiércol (Astrup y
Prag, 2001). Es interesante tener en cuenta que en los paises nérdicos la prevalencia media de
infeccién de los cerdos por A. suum es del 21,5%, y aunque varia con el manejo, la higiene, edad
de los cerdos y regién geografica, muy pocas granjas de cerdos estdn libres de la infeccién
(Roepstorft er al, 1999). En el Noroeste de Espafia se ha demostrado un mayor porcentaje de
sensibilizacién frente a antigenos de A. suum entre habitantes de zonas rurales (Sdnchez-Andrade

et al.,, 2009).

En personas, la ingestién de huevos de Toxocara, Toxascaris'y Baylisascaris se favorece en zonas
urbanas y periurbanas, donde su presencia en parques, zonas de recreo, areneros o jardines puede
convertirse en un grave problema de Salud Publica, especialmente entre los nifios, por el habito de
geofagia (Murray y Kazacos, 2004; Sanchez-Andrade, 2008). Se ha denunciado que el 14% de la
poblacion de EEUU ha estado expuesta a 7oxocara, y que cada afio 70 personas pierden la vista por

esta infeccién (Hotez er al, 2014).

Segiin Gey (1998), en el estado federado de Hesse (centro de Alemania), un 71,4% de los mapaches
salvajes estan infectados por Baylisascaris procyonis, indicando asimismo que las infecciones
también son frecuentes en los mapaches de los parques zooldgicos, y en animales que se emplean

en peleteria.
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1.2.- ANCYLOSTOMOSIS

Los ancylostémidos (gr. anchylos. gancho, y stoma: boca= boca con ganchos) son nematodos
pertenecientes a la familia Ancylostomatidae. Los adultos se localizan en el intestino delgado de los
hospedadores definitivos, y se diferencian facilmente de los ascaridos por su tamafio (1-2 cm) y por
su caracteristica forma de gancho o garfio en la parte anterior del cuerpo (Quiroz Romero, 1999).

En los canidos los mads frecuentes son Ancylostoma caninum, A. braziliense y Uncinaria
stenocephala, mientras que A. tubaeforme, A. braziliense y U. stenocephala infectan a gatos
(Bowman, er al, 2010; Gates y Nolan, 2009). Las especies de mayor importancia zoondtica son

(Nash, 2005; Traversa, 2012):

o A. caninum: afecta a perros y otros canidos (zorros, lobos, coyotes, etc.) en todo el mundo,
y ocasionalmente a gatos y seres humanos, en especial en zonas con climatologia tropical y
templada. Se transmite por via oral, por via percutdnea, transplacentaria y galactégena.

o A. brasiliense: se describe en perros y gatos, canidos salvajes, y esporadicamente en
personas de regiones tropicales y subtropicales de América y Asia.

o U. stenocephala: en perros, lobos, zorros y gatos de Europa, sobre todo Central y del Norte,
y en casi toda América y Asia. Se distribuye por dreas de climatologia templada-fria y se

transmite por via oral.

Existen otras especies de Ancylostoma que no son zoonéticas, como A. tubaeforme, que afecta
especificamente a gatos en todo el mundo, y A. ceylanicum, en canidos salvajes en Asia y regiones
de América, y ocasionalmente a perros. Aunque se han realizado infecciones experimentales en

perros y gatos, A. duodenale'y Necator americanus afectan exclusivamente al hombre.

Estos parasitos intestinales se encuentran ampliamente distribuidos sobre todo los que afectan a la
poblacién canina. Los efectos patégenos estdn relacionados con la carga parasitaria y por eso son
considerablemente mayores en lugares donde los perros no reciben ninguna atencién. Estas
infecciones representan un problema potencial de Salud Publica en diversas partes del mundo

(Fernandez y Cantd, 2002).
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1.2.1.- Estadios de ancylostémidos en el ambiente

Los hospedadores definitivos albergan ancylostémidos adultos en el intestino, donde producen
huevos en fase de morula, de cubierta lisa, clara, incolora y elipsoidal (Fig. 4). Una hembra puede
poner 20.000 huevos/dia durante 3 afios, que son expulsados con las heces al ambiente, y bajo
condiciones favorables (humedad, temperatura, sombra) la L1 sale en 1-2 dias. Los suelos arenosos,
con bastante humedad y oxigeno, y a temperatura dptima de 23-30°C, ofrecen las condiciones
idéneas para la eclosién de las L1, que se alimentan de bacterias, y mudan a L2 (ambas con eséfago

rabditiforme).

Fig. 4.- Huevo de ancylostémido con mdrula (izda.) (4x) y con L1 (centro). Larva 3 (dcha.) (4x).

Tras 5-10 dias (y 2 mudas) las larvas se transforman en larva filariforme (L3), que son infectivas, no
se alimentan y conservan la vaina de la L2. Las L3 pueden sobrevivir en el ambiente 3-4 semanas
en condiciones favorables. En la Figura 5 se resumen las diferencias entre las larvas rabditiformes y

filariformes.

Larva rabditoide Larva filariforme

beca

P 5
Ny

| b " i intesting
; Uk anillo
ko boca nervios sofago
Esdfago: bulboso Esdfago: filiforme y corto (no llega a la mitad del cuerpo)
Se ve completa a 40X Se ve completaa 10X
Cavidad bucal larga Termina en punta
Primordio genital pequefio Es el estadio infectivo

Fig. 5.- Morfologfa de la larva rabditiforme y de la larva filariforme infectiva.
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1.2.2.- Infeccidén por ancylostémidos en animales

La infeccién de los hospedadores puede tener lugar de cinco formas diferentes: si tiene lugar por
via oral las larvas se transforman en adultos directamente en el intestino y el periodo de
prepatencia es de 15-18 dias en perros joévenes, y 15-26 en perros adultos, en tanto que si la
infeccién es por via percutdnea el periodo prepatente se prolonga porque las larvas que penetran a
través de la piel o la mucosa oral alcanzan los vasos sanguineos y son transportadas por la sangre
hasta el corazén y los pulmones, y desde alli suben a los bronquios, traquea y faringe, desde donde
son deglutidas al intestino para transformarse en adultos (Quiroz Romero, 1999).

En los perros de mas de tres meses, solamente una parte de las larvas se convierten en adultos, el
resto se mantienen en estado de latencia como larvas somaticas en los tejidos del hospedador, y
sirven como fuente de infeccién para los cachorros a través de la via mamaria y posiblemente
transplacentaria. También es posible la infeccién por ingesta de hospedadores paraténicos
(roedores) que contienen larvas infectivas en estado de hipobiosis.

En los puntos de perforacién dérmicos los animales suelen sufrir prurito intenso que puede durar
semanas y dermatitis localizada autolimitante. Durante la fase de migracién es frecuente que en
animales con infecciones masivas, las larvas penetren en tejidos mas profundos produciendo tos y
neumonia.

Los adultos que viven en el intestino delgado segregan una sustancia anticoagulante que les
permite alimentarse de la sangre del hospedador. Al cambiar de sitio, la herida que dejan sigue
sangrando, las consiguientes hemorragias ocasionan anemia y diarrea sanguinolenta. Se calcula que
la pérdida diaria debida a la infeccién por Ancylostoma puede llegar a ser de 0,8 mL de sangre, que
en las infestaciones severas representa una pérdida de hierro de casi 10 mg, lo que puede ser grave
e incluso mortal.

Los signos clinicos que aparecen suelen ser vomitos y diarrea negra, palidez de las mucosas, pelo
desgrefiado y seco, apatia. En animales jévenes se perturba notablemente el crecimiento y el
desarrollo.

A. caninum causa enteritis eosinofilica, célicos, diarrea e hipereosinofilia circulante. Se pueden dar

casos de peritonitis y obstruccién intestinal.

El ciclo de vida de U. stenocephala es similar al de los nematodos A. caninum y A. brasiliense

excepto que la infeccidn casi siempre se produce por via oral.
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1.2.3.- Zoonosis por ancylostémidos

La presencia y subsiguiente migracion de larvas de ancylostémidos de diferentes animales en capas
superficiales y profundas de la piel provoca el sindrome de Jarva migrans cutianea (LMC), una de
las dermatosis zoondticas mas frecuentes en zonas tropicales y subtropicales (Veraldi er al, 2013).
Los principales agentes etioldgicos en nuestro pais son A. caninum 'y A. braziliense, el primero
nematodo de cdnidos y el segundo de canidos y félidos. Con menor frecuencia se identifican, a
nivel mundial, A. tubaeforme, U. stenocephalay U. ceylanicum. Ademas, en Asia se ha sefialado la
presencia de A. ceylanicum, parasito de perros y gatos, en el tracto gastrointestinal de humanos.

(Ngui et al, 2014).

Durante mucho tiempo se usaron los términos erupcion progresiva y /arva migrans cutanea como
sinénimos, aunque finalmente se establecié que la erupcién progresiva es un sintoma y Jarva
migrans cutanea, un sindrome (Cames y Danis, 2004). El sintoma puede ser provocado por
parasitos nematodos: A. braziliense, A. caninum, Gnathostoma sp., Loa Loa; dcaros como Sarcoptes
scabiei, o larvas de moscas, como Gasterophilus spp.e Hypoderma spp. (James, 1947). El sindrome
de larva migrans cutdnea, por su parte, esta causado uUnicamente por larvas de nematodos,
principalmente A. caninum, A. braziliense y U. stenocephala, por lo que se relaciona el término
con ancylostomas para evitar confusiones con las diversas patologias que pueden dar lugar a un
cuadro de larva migratoria (Caumes y Danis, 2004; Heukelbach et al, 2008; Feldmeier et al, 2012).
Desde hace muchos afios se conoce la importancia etioldgica de A. brasiliense con el sindrome de
larva migrans cutanea y la relacion del mismo con la presencia de heces de perros y gatos en
terrenos con arena humeda. Kirby-Smith (1926) describe la infeccién de una serie de personas que
vivian en casas a la orilla de la playa y sefiala que aquellas que presentaban cientos de lesiones
habian estado en contacto con la arena humeda cuando estaban bafiados de sudor mientras

trabajaban.

Aunque posiblemente cualquier larva de nematodo sea capaz de atravesar la piel, realmente se
considera que sdlo las larvas infectivas de A. braziliense, A. caninum y U. stenocephala causan el
sindrome de /arva migrans cutdnea (también conocido como enfermedad de los gusanos de la arena
o erupcioén reptante). Las larvas de tercer estadio de Ancylostoma responden a las vibraciones del

suelo y a las variaciones de temperatura para encontrar al hospedador (Heukelbach et al, 2008).
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Caminar descalzo en la arena es probablemente el factor de riesgo mas importante pero el contacto
de cualquier parte del cuerpo con ambiente contaminado puede provocar la infeccién (Fig. 6).
Jelinek er al (1994) y Tremblay er al (2000) observaron una alta incidencia de la infeccién en

personas que frecuentaban playas de América del Sur y Surafrica.

La lesién visible que aparece en primer lugar es una formacién eritematosa serpentiforme que
sigue el curso recorrido por el parasito. Los tineles subcutaneos, de hasta 2 mm de ancho, que
contienen un liquido seroso sobresalen ligeramente de la superficie de la piel, provocan un prurito
mas o menos intenso especialmente por la noche. Las reacciones cutaneas desaparecen
habitualmente por si solas después de 2-8 semanas.

La gravedad y la persistencia de las lesiones estan relacionadas, por lo menos en parte, con una
hipersensibilidad por un contacto previo. Es excepcional que las larvas alcancen los pulmones y
parece que en ningun caso los ancylostomas de los animales llegan a completar su desarrollo en el
intestino de las personas.

En la actualidad, el sindrome de /arva migrans cutanea que afecta a personas y esta producido por
A. caninum se considera una enfermedad emergente en nuestro medio debido al aumento de viajes

a paises endémicos de zonas tropicales y subtropicales (Fig. 6).
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Fig. 6.- Esquema de la infeccién de personas por A. caninum.
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1.3.- ZOONOSIS PARASITARIAS TRANSMITIDAS POR EL SUELO (ASCARIOSIS Y
ANCYLOSTOMOSIS)

1.3.1. Patogenia

a) Ascdridos

A excepcién de Toxascaris leonina, que desarrolla la totalidad de su ciclo enddgeno en el intestino,
sin producirse migracién a través del higado o pulmoén, en los ascdridos se define una fase
enddgena caracterizada por el movimiento de las larvas a través del intestino, higado, pulmén y

regreso al intestino (Dado er a/, 2012).

Toxocariosis, ascariosis v baylisascariosis

El hombre puede ingerir de forma accidental huevos embrionados de 7. canis, las larvas no
completan el ciclo (no alcanzan el estado adulto) pero pueden penetrar a través del intestino y
realizar una emigraciéon somdtica (Humbert er al, 1995), durante la cual son englobadas en los
tejidos y provocan el sindrome de /arva emigrante visceral (LEV) (Guay, 2001), o acantonarse en el

ojo y causar el sindrome de Jarva emigrante ocular (LEO) (Schneider ez al, 2000).

Desde la década de los 80 se sabe que 7. canis puede provocar irritaciones y manifestaciones
alérgicas pulmonares (Zacharasiewicz et al, 2000), pero también se han descrito otros cuadros
clinicos de toxocariosis humana inespecificos: neuroldgicos, oculares, pulmonares, cutdneos,
reumatolodgicos y cardiacos (Zacharasiewicz et al, 2000; Goffete er a/, 2000; Humbert et al., 2000;
Thomas et al, 2000; Degouy et al, 2001). En esta misma linea, se denomina toxocariosis
encubierta a la presentacion en pacientes cuyo diagnoéstico seroldgico resulta positivo y que cursa
con algunos sintomas locales y sistémicos, pero no en forma de /arva migrans ni de toxocariosis
ocular (Nathwani er al, 1992). Magnaval et al. (2001) consideran que la forma encubierta aparece

sélo en nifos.

Al igual que sucede en la toxocariosis, se describen un sindrome de LEV provocado por A. suum
(Inatomi et al, 1999; Hayashi er al, 1999). Escalante et al (2005) sefnalan que la ascariosis
intestinal estd provocada por las formas adultas de A. /umbricoides mientras que la ascariosis
pulmonar en las personas estd relacionada con la ruptura de los capilares y de las paredes de los

tabiques alveolares y puede ser producida por larvas de A. lumbricoidesy de A. suum.

Baylisascaris procyonis es quizas uno de los ascaridos menos conocidos. Como se ha referido con

anterioridad, los seres humanos se comportan como un hospedador paraténico, lo que significa que
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se puede producir la infeccién por fases larvarias que nunca se van a desarrollar hasta adultos, y

por este motivo no aparecen huevos en las heces.

La presentacion clinica de baylisascariosis depende del numero y la ubicacién de las larvas en el
organismo (Kazacos, 2000). Una semana post-infeccién aparecen signos y sintomas no especificos
que incluyen nauseas, fiebre y letargo (Park et al, 2000). Cuando se ingieren grandes cantidades de
huevos embrionados, las larvas pueden ser mds propensas a penetrar en el sistema nervioso central
(alrededor del 5-7%), causando /arva migrans neuronal, responsable con frecuencia de incapacidad
permanente e incluso la muerte. En la infeccidn por Baylisascaris se describe un cuadro de
meningoencefalitis eosinofilica aguda en el que los signos y sintomas se pueden desarrollar dentro
de 2 a 4 semanas después de la ingestion de grandes cantidades de huevos infectivos (Moertel et a/,
2001), e incluyen debilidad, incoordinacién, ataxia, irritabilidad, debilidad, convulsiones,

alteracién del estado mental, estupor y coma (Okulewicz y Buntkkowska, 2009).

Al igual que sucede en otras infecciones por ascaridos, la /arva migrans ocular puede manifestarse
como neurorretinitis difusa subaguda unilateral, fotofobia, retinitis o ceguera (tipicamente
unilateral). En el caso de /arva migrans visceral se asocia a erupcion macular, dolor abdominal,
hepatomegalia y neumonia. Las larvas pueden causar reacciones inflamatorias en los 6rganos y

dafios en los tejidos (Murray y Kazacos, 2004).

Una caracteristica diferencial de las larvas de Baylisascaris es su mayor tamafo, y que siguen
creciendo en el hospedador paraténico, lo que provoca una intensa reaccion y dafios en el sistema
nervioso central, corazén y otros érganos internos (Kazacos, 2001). La captura de hospedadores
paraténicos como roedores, aves y pequefios mamiferos se ve facilitada precisamente cuando éstos
estan infectados por L2, debido a que las alteraciones provocadas en el SNC reducen sus

posibilidades de escapar con rapidez ante depredadores (Page et al, 2011).

b) Ancylostomidos

No existe completa unanimidad acerca de que en el hombre, los ancylostémidos que afectan a
animales lleguen a completar las migraciones hemotisulares y alcancen el intestino. Sin embargo,
cuando la gente camina o se sientan en la playa con arena o tierra donde perros o gatos infectados
han defecado, las larvas de Ancylostoma pueden penetrar la piel de los pies o del resto del cuerpo y

migrar en las capas superiores.
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Las manifestaciones de la ancylostomosis zoondtica son el resultado de una reaccién inflamatoria
frente a las larvas que migran en la piel o, con menor frecuencia, en los tejidos mds profundos,
como pulmones, tracto intestinal o posiblemente el ojo. A diferencia de las infecciones en el
hospedador definitivo, en el que las larvas pueden entrar en los tejidos, en los seres humanos las
larvas no puede penetrar mas alld de la dermis.

Las larvas penetran por la piel sin necesidad de que existan soluciones de continuidad, por los
foliculos pilosebaceos, y rara vez por las mucosas. Esta capacidad invasiva, de destruccién tisular y
de degradacidén de las mucosas esta mediada por la dotacién de enzimas proteoliticas y de un factor

de inhibicion de la adhesién de los neutrofilos activados.

Fig. 7.- Larva migrans cuténea en el pie de un paciente en el transcurso de una semana. (Florida
Departamento de Salud, Seccién de Epidemiologfa de Duval).

Después de algunas horas tras la penetracién, las larvas comienzan la migracién intraepidérmica
pero no penetran en la dermis por carecer de colagenasas, provocando de este modo el sindrome
de Jarva migrans cutdnea (LMC). Horas después de la penetracién y coincidiendo con el punto de
entrada de la larva aparece una papula rojiza muy pruriginosa o una dermatitis inespecifica. Las
lesiones presentan un aspecto eritematoso y son altamente pruriginosas, caracteristicas por su

aspecto serpenteante, color rojizo y lenta progresién, como se puede apreciar en la Figura 7.

El periodo de incubacién de LMC suele ser corto, con signos y sintomas que se manifiestan varios
dias después de la penetracién de las larvas de la piel. Sin embargo, en algunos casos la aparicién de
la enfermedad puede demorarse semanas o meses. El tiempo medio para el desarrollo de los

sintomas en los brotes notificados de LCM varia de 10 a 15 dias.

Se trata de una infeccién autolimitante que se resuelve habitualmente en unas semanas (20-80% de
las larvas muere en el transcurso de 2-8 semanas), pero debido al prurito y la escoriacién se

complica con frecuencia por invasiones bacterianas secundarias (Géllego Berenguer, 1998). La
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infeccién bacteriana se describe en el 8-24% de los casos, asi como la dermatitis por contacto por

automedicacién con remedios tépicos (Richey et al, 1996; Veraldi et al, 2012).

Se pueden producir complicaciones como lesiones vesiculo-ampollosas y edema. Mds rara vez y
cuando una gran cantidad de larvas penetran a través de los foliculos pilosos, la parasitaciéon puede
afectar en forma de foliculitis papular eosinofilica de curso crénico, que no suele mostrar los

tipicos trayectos serpinginosos (Bowman et a/, 2010).

La eosinofilia puede estar presente y es mas probable cuando se produce una penetracién mas

profunda en el tejido. Se detecta eosinofilia en el 10-35% de los casos y elevacién de la IgE sérica.

De manera esporadica la larva se puede diseminar por via hematdgena al pulmén dando lugar a un
cuadro de neumonia eosinofilica con infiltrado pulmonar migratorio (Sindrome de Loéffler),
posiblemente debido a una penetraciéon mas profunda de las larvas que alcanza los pulmones. Este
sindrome es poco frecuente, ya que Ancylostoma spp. no penetra la dermis, y aunque la patogenia
no estd clara, se han encontrado larvas de Ancylostoma en el esputo de estos pacientes (Del
Giudice er al, 2002). Los autores discuten si podria tratarse de otro nematodo que cause ambas
afecciones, ya que la mayoria de estos pacientes no eran nativos de los lugares endémicos

(Hochedez et al., 2007).

Los ancylostémidos del hombre (Ancylostoma duodenale y Necator americanus) infectan al
hombre cuando al estar con los pies o las manos sin proteccién, toma contacto con las larvas que
atraviesan la piel, alcanzan la circulacién sanguinea, llegan al corazén y de alli los pulmones;
donde alcanzan la luz de los bronquios y ascienden hasta la trdquea y la faringe y son deglutidas
para, finalmente transformarse en adultos que permanecen en el intestino delgado unidos a la
mucosa intestinal por su cdpsula bucal. Las hembras adultas producen miles de huevos al dia. No
existe transmisién persona a persona, pero un individuo infectado puede contaminar el suelo

durante afios si no recibe tratamiento. El periodo de incubacién estimado oscila de 2 dias a 2 afios.

Otros cuadros clinicos menos frecuentes son la enteritis eosinofilica por la penetracién de la larva
en la mucosa intestinal, con dolor abdominal agudo, nduseas, anorexia y diarrea. En raras

ocasiones, la enteritis eosinofilica se ha asociado con infecciones por A. caninum, probablemente
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debido al consumo accidental de larvas infectivas que pueden penetrar la mucosa intestinal en un
intento de continuar la migracién. El proceso inflamatorio se debe a la actividad alérgica producida
por antigenos secretados por el parasito (Botero, 1998). Excepcionalmente puede haber ulceracion
del ileon terminal y colén, lo que supone una urgencia quirurgica.

A. caninum se ha descrito como parasito intestinal humano en pacientes con enteritis eosinofilica,
cdlicos, diarrea e hipereosinofilia circulante. Algunos pacientes presentaron cuadros de peritonitis
y obstruccién intestinal, y mediante colonoscopia o cirugia se encontraron los pardsitos adultos

fijados a la mucosa del yeyuno (Croese et al., 1996).

También poco frecuentes son la opacidad de la cérnea, la Jarva migrans ocular y la retinitis
subaguda unilateral difusa (DUSN) y la presencia de larvas en mucosa oral o tejido muscular

generando miositis localizada (Bowman et al, 2010).

Ancylostoma duodenale y Necator americanus son pardsitos exclusivos del hombre, aunque se han

producido infecciones experimentales por A. duodenale en el perro y el gato.

1.3.2. Distribucién de ascéridos y ancylostémidos

En un estudio realizado en Espafia se comprobo que los nematodos intestinales que parasitan al
perro con mayor frecuencia son 7. canis, ancylostomidos y 7oxascaris leonina (Miré et al., 1995).
De estos, T. canis y A. caninum cuentan con un mayor potencial zoondtico y representan un

problema de salud publica.

La contaminacién de espacios de recreo con huevos embrionados de 7oxocara parece ser para
Lalosevicet al. (2001) el indicador mds directo del riesgo de LEV humana. Van Knapen et a/ (1992)
propusieron evitar la fertilizacién de los parques publicos con abonos organicos, porque existe la
posibilidad de vehicular formas parasitarias que resisten procesos de depuracién y de compostaje

(Pegg et al., 1971; Black er al,, 1982; Thomaz-Soccol et al., 1999).

Mediante andlisis de tierra de jardines y parques publicos se ha demostrado la presencia de huevos
de ascéridos, en muchos casos ya embrionados. En mads del 50% de parques ptblicos de Madrid,
Angulo-Madero et al. (1987) comprobaron la presencia de huevos de ascdridos caninos. Asimismo,

en el 3,7%, de los parques de la ciudad de Salamanca se encontraron huevos de 7. canis, porcentaje
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que se elevo al 9% en poblaciones rurales de la misma provincia (Conde Garcia er al, 1989).
Toledo et al (1994) observaron que el 28% de las muestras de suelo de parques de Tenerife
contenian huevos de 7. canis, y que el 85,2% de los lugares de recreo estaban contaminados por

distintas formas parasitas, destacando la presencia de huevos de 7. canisen el 37% de las muestras.

Los huevos de A. suum resisten la desecacién y un amplio rango de variaciones de temperatura,
por lo que permanecen viables en el ambiente durante mucho tiempo (Bergstrom y Langeland,
1981). El riesgo de exposiciéon humana a los huevos de A. suum depende de la carga parasitaria en
las explotaciones porcinas y del almacenamiento, tratamiento y eliminacién del estiércol. De
acuerdo con el USDA (United States Department of Agriculture), cuando el estiércol de cerdo
simplemente se almacena en pozos subterraneos, a las 4 semanas el 80% de los huevos de A. suum
son viables, el 40% a las 8 semanas, y el 0% a las 16 semanas (Gaasenbeek y Borgsteede, 1998). En
condiciones anaerdbicas de almacenamiento, el 80% de los huevos resultan infectivos después de
21 dias (Juris et al, 1996). El ensilado de estiércol de cerdo no presenta tampoco ventajas

especiales, ya que aproximadamente el 70% de los huevos de A. suum permanecen viables después

de 56 dias de tratamiento (Caballero-Hernandez et al, 2004).

Gaasenbeek y Borgsteede (1998) valoraron la viabilidad de los huevos al extender el estiércol de los
cerdos sobre tierra, el estudio se realizo en parcelas al aire libre con diversas condiciones de sol y
lluvia simulada. La supervivencia de los huevos fue mayor en las parcelas hiumedas y sombreadas,
con al menos el 90% de los huevos viables a las 8 semanas. Al secarse las parcelas por la acciéon
directa del sol, la viabilidad disminuyé hasta el 10% entre las 2 y 8 semanas. Por el contrario, al

aumentar la humedad relativa del 77,5 a 100% se incremento la supervivencia de los huevos.

Ancylostoma spp. también se ha encontrado en muestras de suelos en todo el mundo. Se encuentra
en lugares publicos y privados, como parques infantiles, areneros, aceras, calles, jardines y campos.
Por otro lado, la bibliografia destaca que las larvas y huevos de estos parasitos gastrointestinales se
encuentran frecuentemente en las muestras de arena (Mercado et al, 2004; Paquetdurand et al,
2007). Asi, en relacién con este hecho, Guimaries et al (2005) sefialaron que en varias ciudades de
Brasil con una considerable poblacién canina que circula por las calles y plazas puiblicas, donde a
menudo sus hdbitos de defecacién contaminan el suelo con varios tipos y formas parasitarias
potencialmente zoondticas. Estos autores observaron la presencia de huevos de Toxocara spp. y
huevos o larvas de Ancylostoma spp. en el 69,6% de las muestras de suelo tomadas de parques

publicos. Ademas detectaron que las muestras de arena de las escuelas o jardines de infancia sélo
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presentaban larvas de Ancylostoma spp. En un trabajo reciente (Silva er al, 2009) demostraron la
contaminacién de la arena en las playas del sureste del estado de Pernambuco por larvas de

Ancylostoma spp.

La prevalencia de las distintas especies de ancylostémidos varia en funcién del clima, del uso
profildctico de antihelminticos y del contacto con animales silvestres y medios contaminados,
existiendo fuertes variaciones en los estudios realizados, en los cuales se establecen rangos de

prevalencia del 0,9-100% en perros, y del 0,2-91% en gatos (Scott Weese ez al, 2011).

La prevalencia en perros en algunos paises es elevada. En Uruguay se ha encontrado A. brasiliense
en el 49% y A. caninum en el 96% de 80 perros a los que se realiz6 autopsia (Malgor er al, 1996).
En Argentina (Minvielle ez al, 1993) realizaron un estudio de la contaminacién con helmintos de
materia fecal canina en la ciudad de La Plata. Sin embargo, en ese estudio encontraron que un 73%
de las muestras de paseos publicos contenian huevos de helmintos potencialmente transmisibles al

hombre (Taranto er al, 2000).

En Meéxico, varias publicaciones de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (UNAM),
seflalan que A. caninum es uno de los contaminantes de origen parasitario mas frecuentes en
parques y jardines, y principal agente etioldgico de la enfermedad; A. braziliense, es identificado

ocasionalmente (Garcia Reyna, 2006).

En un estudio reciente llevado a cabo recogiendo heces de perros en dreas recreativas de la
provincia de Lugo (Galicia, Espafa), se comprobé un claro predominio de las infecciones por
nematodos (83,7%) ({fiiguez-Rodriguez, 2015). Se identificaron huevos de A. caninum (24,6%), T.
canis (7,2%), U. stenocephala (4,6%) y T. leonina (0,2%). Debido a esta contaminacién ambiental,
es importante que los propietarios tengan conciencia del riesgo que supone, sobre todo para los

nifos, que no recojan las excretas de sus mascotas.

En parques publicos de Madrid (Dado et al, 2012), se detect6 que el 40% estaban contaminados
por parasitos gastrointestinales entre los cuales se encontraron 7oxocara spp. en el 16% de las
muestras positivas y ancylostomidos en el 3%. Estos hallazgos coinciden con los descritos en

parques publicos de Cdérdoba (17%) (Martinez-Moreno et al, 2007), y son inferiores a los
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denunciados en otros paises como Italia (50-63%) (Habluetzel er al, 2003), Venezuela (55%)
(Devera er al, 2008) o Argentina (56-68%) (Cérdoba er al, 2002). Para Mizgajska-Wiktor y Uga
(2006) la contaminacién por huevos de parasitos zoondticos como 7oxocara spp. ocurre a nivel
mundial, independientemente del nivel socioeconémico, y existe una clara relacién entre el grado
de contaminacién del suelo con huevos de Zoxocara spp. y la prevalencia de la toxocariosis en

personas.

La ancylostomosis es una patologia muy frecuente en zonas tropicales y subtropicales en vias de
desarrollo, con climas cdlidos y hiumedos donde las condiciones de temperatura y humedad del
suelo resultan adecuadas para el desarrollo del ciclo externo del parasito (Soulsby, 1982; Gomes et
al., 2004). Tiene distribucién cosmopolita y mundial, pero predomina en las que se cumplen las
condiciones necesarias para el desarrollo del parasito como en el Caribe, México (Caribe mexicano,
Tamaulipas, Veracruz, Yucatian, Tabasco y Guerrero), Brasil, Venezuela, Colombia, Jamaica,
Barbados y varios paises asidticos como Corea, Tailandia e India y africanos como Senegal. La
poblacién mas susceptible son nifios, viajeros procedentes de estas zonas, nadadores y trabajadores
cuya actividad implica el contacto de la piel con tierra contaminada (Fig. 8). Playas, parques y
casas con multiples gatos y perros son lugares propicios para adquirir la enfermedad, de hecho se
han descrito brotes familiares por convivencia con mascotas no desparasitadas. Este entorno sirve
como lugar de ocio, por lo que representa riesgos para los animales y la salud humana (Scholler ez
al, 1999; Maikai et al, 2008). Los casos autéctonos en Europa y Estados Unidos de América son
escasos. En un estudio realizado en Brasil se consider6 la posibilidad de que la parasitosis sea mas
frecuente en las personas nativas de dreas geograficas desprotegidas, endémicas, que suelen
coincidir con altas frecuencias de Ancylostoma spp. en perros. (Heukelbach er al, 2004). Los
microhdabitats apropiados se encuentran en zonas costeras con presencia habitual de perros, lo que
ocasiona que los turistas estén en riesgo de adquirir la enfermedad al caminar con los pies descalzos
o tomar el sol en las playas (50% de los casos). También existen denuncias de infeccién por féomites
(ropa o toallas contaminadas) y al manipular flores contaminadas con tierra que contenia larvas
infectantes (Heukelbach et al, 2009). Asimismo se considera en riesgo a los nifios, debido a sus
habitos de juego, a jardineros y otros sujetos que se encuentren expuestos a suelos apropiados con

materia fecal de perro disuelta e invisible.
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Fig. 8.- Playa tropical (4rea de riesgo de contagio por ancylostémidos) con nifios andando por la playa

(poblacién de gran riesgo de contagio).

La enfermedad puede aparecer como pequeias epidemias o esporadicamente, pero también es una
dermatosis de turistas de paises industrializados que visitan paises endémicos (Heukelbach et al,
2008). Los viajeros ocupan los principales casos en paises en desarrollo y de climas frios; raramente
se reportan casos autoctonos. De todas las enfermedades que contraen los turistas, la /arva migrans
representa 2-25%, segun el lugar que visiten, el tiempo y la exposicion. Los lugares donde se han
contagiado son, en orden descendiente, el Caribe, el sureste de Asia, América Central y Suramérica
(Feldmeier y Schuster, 2012; Gautret et al, 2012; Herbinger ez al, 2012). Se detect6 en el 12,7% de
viajeros espafioles, especialmente por viajes turisticos a Brasil (Ramirez-Olivencia et a/, 2009) y en
viajeros israelies un 15,3%, también relacionado con viajes a Brasil (Solomon er al, 2011). En
Alemania, Francia, Inglaterra, Nueva Zelanda, Australia y Estados Unidos se han detectado casos
esporadicos, sin antecedentes de viajes, con manifestaciones clinicas atipicas, y contagiados por
otros animales, por ejemplo, zarigiieyas en Australia (Black er al, 2010; Feldmeier y Schuster,
2012).

En Brasil se ha sefialado en el 15% de los nifios durante la temporada de lluvias; se estipuld que el
riesgo de contagio durante la temporada de lluvias es 15 veces mayor que en las estaciones secas
(Feldmeier y Schuster, 2012). En ese pais, la incidencia mensual es de 310 casos por cada 10.000
habitantes en la temporada de lluvias (Heukelbach et a/, 2003). En personas devotas del templo
Nallur, en Sri Lanka, se ha descrito hasta en el 58,2%. El ritual que estas personas realizan incluye
reposar sin ropa y sin zapatos sobre el piso arenoso del templo hasta 25 dias (Kannathasan et al,

2012).
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Evidentemente, las deficiencias en el control de estas parasitosis y otras enfermedades zoondticas
dependen de la falta de cultura en el pais sobre el cuidado responsable de millones de animales de
compaiiia, y la carencia de medidas apropiadas para informar a la poblacién y a profesionales de la
salud. Aunque se desconoce el nimero de animales en condiciones de calle (redefinidos por la
Organizaciéon Panamericana de la Salud en 1994, como perro de duefio irresponsable — no perro
callejero), una estimacion de la Secretaria de Salud maneja cifras de alrededor de 22 millones de
perros en México, de los cuales aproximadamente la mitad vive en la calle, con una produccién de

materia fecal que varia entre 500 y 700 kg / dia tan sélo en la Ciudad de México.

La prevalencia de A. caninum en Colombia fue de 21 a 23% en dos encuestas de morbilidad de
1966 y 1980. La primera mostr6 que los habitantes de zonas rurales estaban 6 veces mads parasitados
que los de las ciudades, y que en lugares con poblacién de buen nivel socioecondémico la
prevalencia era del 10% o inferior. En todos los grupos las infecciones leves, con menos de 2.600
HPG (huevos por gramo de heces) fueron el 90%. Otros paises de América Latina tienen
prevalencias similares y se han publicado frecuencias mas altas en El Salvador (50%), Venezuela

(40%) y Ecuador (33%) (Botero 1998).
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1.4. CONTROL Y PREVENCION DE ZOONOSIS

La emergencia de nuevas zoonosis es un fenémeno universal y complejo. Las estrechas relaciones
de interdependencia entre los hombres, los animales y los productos de origen animal, asi como
incontables factores que influyen en estas relaciones, han terminado por converger y crear un
medio propicio para la aparicién de nuevos agentes zoondticos. Se estima que las zoonosis
representan aproximadamente el 58% de todas las enfermedades infecciosas en los seres humanos,
y su incremento estd vinculado a cambios en el uso del suelo y de los recursos naturales

(Woolhouse y Gowtage-Sequeria, 2005).

El hombre ha alterado ecosistemas, bien porque los utiliza para nuevas construcciones o porque
cambia el uso de la tierra, lo que ha provocado la desaparicion de especies autdctonas animales y
vegetales, en tanto que las que han conseguido adaptarse a estos nuevos entornos han
experimentado cambios en sus habitos de comportamiento. DeStefano y DeGraaf (2003) sefialan
que en muchos estados de EEUU, las colonias de mofetas se han adaptado perfectamente a las
zonas periurbanas y a menudo son fuente de conflictos humanos-vida silvestre que se caracterizan
por molestias, dafios a la propiedad y transmisién de enfermedades. Todos estos aspectos llevan a
reflexionar acerca de incluir en las actuales iniciativas de Salud Publica la educacién de

profesionales de la salud veterinaria y humana (Wise ez aZ, 2005).

Algunos animales de esta fauna silvestre que se han adaptado a una cierta convivencia con los
humanos facilitan la aparicién de zoonosis (Kahn, 2006), de lo que se concluye que para el control
y la prevencidén de estas infeccioneses necesario plantear un enfoque multidisciplinar teniendo en
cuenta factores ecoldgicos y manteniendo una estrecha colaboracién entre médicos y veterinarios

(Thompson er al, 2009).

Después de realizar el diagndstico de la enfermedad, es tan importante el tratamiento de los
pacientes humanos como el tratamiento de los reservorios para romper la cadena infecciosa. Es
necesario subrayar la importancia del tratamiento y las restantes medidas para la proteccién del

hombre y animales, sobre todo cuando el prondstico es desfavorable (Despommier, 2003).

Un punto clave reside en la informaciéon de la poblacién, por ejemplo en lo inadecuado de
proporcionar alimento a los animales silvestres, procurar que no tengan acceso a basura, restos de
comida, etc. Un comité de expertos de la OMS (Informe 682, 1982) estableci6 unas reglas basicas

para luchar frente a las zoonosis:
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e Prevencién. Todas aquellas medidas encaminadas a lograr la inmediata proteccién
del hombre y animales frente a otras transmisiones.

¢ Control. Consiste en un gradual bloqueo de las fuentes de transmisién y en la
eliminacién progresiva de los reservorios de los agentes patdgenos.

o Erradicacién. Saneamiento definitivo de los lugares afectados.

¢ Implementacién de un sistema de informacién y vigilancia epidemiolégica.

o [Educacién para la salud.

Mas concretamente, para la prevencidn de zoonosis en el hombre indicaron que han de tenerse en
cuenta principalmente:
o El control de la infeccién en los animales, ya que estos constituyen sus
hospedadores naturales, reservorios y fuentes de infeccién.
o Higiene de los alimentos.
¢ Pricticas de inmunizacién.
¢ Saneamiento ambiental con el consiguiente control de los reservorios, como

roedores y aves silvestres, y de los vectores como artrépodos.

A pesar de la aplicacién de estas medidas de Salud Publica y salubridad se ha observado que los

patdgenos pueden re-emerger si las circunstancias son favorables (Morse, 2004).

1.4.1.- Control de zoonosis por asciridos

Al igual que sucede en otras enfermedades parasitarias, el control de las zoonosis por ascaridos ha
de incluir la accién sobre los patégenos en los hospedadores definitivos, y sobre las formas que se
encuentran en el medio (formas de vida libre). Desde el punto de vista zoondtico, no tiene sentido
denominar la intervencion sobre las personas como control, sino que es mas adecuado definirlo
como tratamiento/ curacion, puesto que los seres humanos se intercalan en el ciclo de los ascdridos

de forma accidental, y no transmiten estas parasitosis.

En el caso de las helmintozoonosis, hasta la fecha son escasos los procedimientos planteados. Es
interesante destacar la idea planteada por Uga y Kataoka (1995) en Japdén, que consistia en cubrir
con lonas de plastico las zonas arenosas de los parques publicos con acceso para perros. De este
modo se pretendia evitar que las mascotas defecasen durante la noche en estas areas, reduciendo el
riesgo de eliminacién de huevos de parasitos, al tiempo que la colocacién de la lona produciria un
incremento de la temperatura de las capas superficiales del suelo, reduciendo la viabilidad de las

formas parasitarias.
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La presencia de gatos en la calle es habitual en las ciudades. Son de origen doméstico, abandonados
o de descendencia salvaje, sin ningun control. Estos animales se encuentran en un estado sanitario
deficiente y se reproducen con mucha facilidad ya que suelen estar bien alimentados gracias a

ciudadanos que les dan restos de comida.

En muchas zonas, las colonias de gatos callejeros suponen un auténtico problema de Salud Publica.
El procedimiento de capturar-esterilizar-liberar llevado a cabo por veterinarios garantiza la calidad
asistencial tal y como prevé la ley, y es hasta ahora el unico método eficaz para controlar el

crecimiento de la poblacién de gatos callejeros.

Para el control de las infecciones parasitarias practicamente la tinica medida que se adopta es la
eliminacién de las formas que se encuentran en el hospedador mediante tratamientos
convencionales y en menor medida con el uso de plantas medicinales o homeopatia (Cabaret et al,
2002). En los ultimos afos se trabaja con procedimientos de control bioldgico que permiten
eliminar las formas parasitarias que se encuentran en el ambiente, los éxitos obtenidos, la mayoria

en trabajos de laboratorio, animan a proseguir en esta direccién.

a) Transmitidas por hospedadores domésticos
Existe un gran numero de antiparasitarios con accion frente a los ascdridos (Tabla 2). En principio
se emplearon las sales de piperazina en mascotas, pero actualmente las lactonas macrociclicas como

ivermectina, selamectina o milbemicina se administran con mayor frecuencia.

Tabla 2.- Principales antiparasitarios de uso veterinario frente a ascaridos.

Principio activo Especie animal

Sales de piperazina Mascotas / Animales de renta
Milbemicina Mascotas
Selamectina Mascotas
Imidacloprid/moxidectina Mascotas

Pirantel / praziquantel Mascotas / Animales de renta
Emodepsida/praziquantel Mascotas / Animales de renta
Ivermectina Mascotas / Animales de renta
Praziquantel Mascotas
Fenbendazol Suidos / Equidos

Al considerar el tratamiento de los hospedadores definitivos, conviene recordar que en los canidos
las larvas de Toxocara canis pueden enquistarse en tejidos, glandulas mamarias, etc., y resultan

muy dificiles de eliminar, y con ello prevenir la transmisién a su descendencia. Se requiere el
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aislamiento de los animales y el tratamiento repetido de las madres a través de multiples
generaciones para prevenir la reinfeccion, reducir y finalmente eliminar las larvas en los tejidos.

Resulta evidente que estas medidas no son de facil aplicacién en las explotaciones de suidos, por lo
que convendria poner énfasis en la educacién/formacién de los cuidadores respecto al manejo del
estiércol, empleo de guantes, etc., y también es esencial el control de roedores debido a su papel

como hospedadores paraténicos.

b) Transmitidas por hospedadores silvestres

Constituye un procedimiento mucho mas complicado que en los animales domésticos. Se han
disefiado estrategias de colocacién de cebos que han proporcionado resultados muy satisfactorios
en coyotes y zorros frente a la rabia (Sidwa er al, 2005) y el cestodo Echinococcus multilocularis
(Bait-tek, Orange, TX, EEUU) (Hegglin y Deplazes, 2004). Con idéntico objetivo, se han empleado
también para controlar la infeccién por Baylisascaris procyonis en mapaches, junto con la retirada
de los focos donde estos animales acostumbran defecar (denominados /letrinas) y el control de
roedores (Roussere er al., 2003).

Los cebos se componen de harina de pescado y pamoato de pirantel (Strongid®, Pfizer, New York,
NY, USA) a la dosis de 3 mg / 0,454 Kg p.v. disuelta en una mezcla de 1,83 g de crema de
malvaviscos (Kroger, Cincinnati, OH, EEUU) y 0,135 mL de agua nanopura. La suspensién de
pamoato de pirantel en la harina de pescado se sella con cera de parafina. El coste aproximado de
cada cebo se estimé en 0,5$, y es posible preparar cerca de 100 / hora (Page ez al, 2011).

Las letrinas de los mapaches se encuentran comuinmente cerca de los hogares (Page et al, 2009), en
el jardin (en la base de los arboles, a lo largo de las vallas), garajes, tejados o incluso en los aticos
(Murray y Kazacos, 2004). La aplicacién de estrategias con cebos, en conjuncién con el tratamiento
de terrenos en los que se encuentran estos animales, podria reducir el riesgo de transmisiéon a

propiedades privadas cercanas.

Sin embargo, si parece complicado aplicar medidas sobre el medio en el que se manejan los
animales domésticos para reducir la presencia de huevos con L2, lo es mas cuando se trata de
animales silvestres. Teniendo en cuenta la resistencia de los huevos de B. procyonis, se sefialan
medidas como la retirada manual de las letrinas, seguido de esterilizacién del suelo con una llama
hasta lograr que se ponga incandescente (Page et al, 2011). No se ha de olvidar el control sobre los
roedores, mencionado anteriormente, puesto que los mapaches adultos se infectan al ingerir

hospedadores paraténicos con L2 (Murray y Kazacos, 2004).
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1.4.2.- Control de zoonosis por ancylostémidos

Debido a que caminar descalzo en la arena es el principal tipo de trasmisién, la mejor manera de
prevenir esta dermatosis es concienciar a la poblacién sobre el uso de calzado. Evitar el contacto de
la piel con arena o tierra utilizando colchonetas protectoras u otras cubiertas al acostarse en la
playa y preferir playas que estén bafiadas por la marea a playas secas, ya que de esta manera las
heces son eliminadas. Una medida eficaz es advertir con seflales a los turistas en destinos con
climas tropicales y subtropicales y mantener lejos de las playas y zonas de recreo a perros y gatos
(Caumes, 2000).

La atencién veterinaria rutinaria para las mascotas, incluyendo desparasitacién regular con
antihelminticos a perros y gatos a partir de la cuarta semana de vida es otra medida preventiva
altamente eficaz, que reducira la contaminacion ambiental con huevos y larvas de ancylostémidos
zoonoticos. Es necesario reforzar las medidas higiénicas en la eliminacién sistemadtica de las
excretas de animales para evitar la embrionacién de los huevos. También se recomienda emplear

larvicidas en suelos contaminados.

a) Transmitidas por hospedadores domésticos

Como antiparasitarios frente a ancylostémidos y otros nematodos se usan sobre todo
antihelminticos de amplio espectro como los benzimidazoles (p.ej. albendazol, febantel,
fenbendazol), el levamisol, los endectocidas (p.ej. ivermectina, milbemicina oxima, moxidectina,

selamectina) y la emodepsida.

Las tetrahidropirimidinas (pirantel, morantel) tienen un espectro menor pero también son eficaces
contra estos nematodos.

Algunos de estos compuestos no son eficaces contra las larvas migratorias. Por ello, a menudo se
recomienda repetir el tratamiento a las 2 a 4 semanas, pues se supone que en ese tiempo la mayoria

de las larvas en latencia se habran reactivado y vuelto susceptibles al antihelmintico.

Los farmacos mas frecuentemente utilizados son los siguientes:

Pamoato de pirantel: es eficaz (95%) contra los ancylostomas y ascaridos de los perros en dosis

unica de 5 mg / kg de peso vivo. En los cachorros, la eficacia es variable de modo que se



36 Antecedentes

recomienda una dosis mads elevada (15 mg / kg) después de una comida ligera. Los cachorros se
pueden tratar mientras maman (p.e.: cuando tiene 2, 4, 6 y 8 semanas de edad) para tratar los
parasitos adquiridos prenatal o lactogénicamente.

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

Levamisol: El tratamiento por via oral con 10 mg / kg / dia por 2 dias elimina el 95% de A.
caninum, o inyectable con una dosis de 5.5 mg/kg / dia, repetir a los 15 dias.

Ivermectina: la administracién SC de 0.2 mg / kg sélo tiene una eficacia del 69%, mientras que la
administracion por via oral de la misma dosis mejora la eficacia hasta en mas del 90%. Se puede
conseguir una reduccién espectacular (aproximadamente del 100%) de la transmisién 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 intensas por Ancylostoma, se requiere ademas una terapia sintomdtica
complementaria, a base de hierro, en su caso transfusién sanguinea, restablecimiento del equilibrio

electrolitico y la hidratacién, vitaminoterapia y dietas ricas en nutrientes (Cordero del Campillo,

1999).
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1.5. ALTERNATIVAS AL CONTROL DE HELMINTOZOONOSIS: CONTROL BIOLOGICO

Son realmente escasas las experiencias en las que no se recurre al control de parasitos mediante el
tratamiento con antihelminticos. Basicamente se podrian resumir en el empleo de algunas plantas
medicinales con actividad antihelmintica, y mas recientemente, de hongos del suelo con actividad
ovicida. Conviene tener en cuenta que las plantas se administran a los hospedadores definitivos,
por lo que no resuelven el problema de la presencia de formas infectivas en el medio, aspecto que

si cubririan los hongos.

Cabaret er al (2002) sefialan que la medicina homeopatica tiene un éxito limitado en el control de
helmintos que afectan a animales que se mantienen en granjas ecoldgicas aunque esta terapia

mejora la respuesta inmunitaria del hospedador y le ayuda a soportar mejor la infeccién.

1.5.1.- Plantas medicinales

La eficacia antiparasitaria de muchas de las plantas sélo se ha evaluado en laboratorio (in vitro). La
ausencia de estudios in vivo impide conocer qué dosis y en qué forma han de administrarse para
que sean eficaces en el campo, y por ello, de casi ninguna se puede afirmar nada sobre su posible

utilidad real para el control de parasitos.

Tampoco se conoce la seguridad de estos productos, en especial la tolerancia de los animales,
efectos secundarios, posibles residuos en carne y leche, contraindicaciones, interacciones, etc. Pese
a que en algunos paises hay productos comerciales basados en infusiones o extractos de plantas
empleadas en la fitoterapia humana o de mascotas, en el ganado harfan falta kilos o quintales y
probablemente su costo seria del todo prohibitivo. De hecho, en la mayoria de los paises no hay

practicamente ninguin producto para el ganado basado en tales plantas medicinales.

Otro aspecto a considerar es que muchos estudios se refieren a plantas propias de una regién que
no crecen en otras, 0 que no se cultivan por falta de mercado. De algunas plantas se han extraido
compuestos quimicos que poseen eficacia antihelmintica en pruebas realizadas in vitro y en
animales de laboratorio. Por ahora no han surgido antihelminticos comerciales basados en dichos
compuestos, y si surgieran, no se trataria ya propiamente de plantas medicinales sino de
antiparasitarios mas o menos clasicos, como el caso de la ivermectina y otros endectocidas que

también tienen su origen en productos naturales.
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En la Tabla 3 se recogen algunas de las plantas mas conocidas con actividad antiparasitaria frente a
parasitos adultos. Sélo el ajo comun (Alium sativum) tiene actividad inhibitoria sobre la eclosion

de huevos de parasitos.

Tabla 3.- Plantas con actividad antiparasitaria.

Especie vegetal Grupo parasitario

Juniperus communis

Gynandropsis gynandra (platanito)

Trematodos
Moghania (=Flemingia) vestita

Piper longum

Gynandropsis gynandra (platanito)

Melia azedarach Cestodos

Moghania (=Flemingia) vestita

Allium sativum (ajo comun)

Butea monosperma Ascéridos

Piper longum

Artemisia vulgaris (altamisa)
Azadirachta indica

Bursera copallifera

Caesalpinia crista

Chenopodium album Nematodos gastrointestinales
Chenopodium anthelminticum (estrongilados)
Calotropis procera

Cucurbita maxima (calabaza)

Manihot esculenta (yuca, mandioca)

Monarda fistulosa

1.5.2.- Hongos parasiticidas

Los hongos son organismos eucariotas sin cloroplastos, con nutricién heterétrofa, que realizan la
digestion externa de los nutrientes secretando enzimas y absorbiendo después las moléculas
resultantes. La mayoria de las especies fungicas del suelo son saprofitas y cumplen un papel muy
importante al descomponer materia organica muerta, limpiar la superficie terrestre y proporcionar

alimento para otros seres vivos.
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Gilman (1957) inventarié 617 especies de hongos aisladas del suelo. En la Figura 9 se clasifican

algunas de las especies mds conocidas.

Fig. 9.- Géneros de hongos teldricos con actividad ovicida.
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En trabajos previos desarrollados en Espafia se ha indicado la presencia de hongos con actividad
parasiticida en suelos de 68 zonas diferentes, encontrandose especies ovicidas en 9 de ellas (13%)
(Albacete, Tarragona, Valladolid, Avila, Cuenca, Girona), que se identificaron como Pochonia
chlamydosporia var. chlamydosporia (= Verticillium chlamydosporium var. chlamydosporium) (7

cepas), Lecanicillium lecanii (= Verticillium lecanii) y Paecilomyces lilacinus (Olivares-Bernabéu y

Lépez-Llorca, 2002).

En Galicia se han aislado hongos con actividad parasiticida a partir de heces de animales
domésticos y silvestres, y también de muestras de suelo de praderas aprovechadas por rumiantes.
En concreto, se ha identificado una especie larvicida, Duddingtonia flagrans, y 4 ovicidas, Mucor
circinelloides, Paecilomyces sp., Trichoderma sp. y Verticillium sp. (Flament Simon, 2015;

Palomero Salinero, 2015).
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I) Hongos de actividad ovicida

Entre las especies mds utilizadas en los tltimos afios destaca Pochonia chlamydosporia
(Verticillium chlamydosporium), que puede parasitar huevos y nematodos hembra, aunque
principalmente se define como ovicida (Lysek y Stérba, 1991). Diferentes autores han comprobado
que durante los estadios iniciales de la infeccién produce redes de micelio que entran en contacto
estrecho con la cubierta de los huevos (Lépez-Llorca y Claugher, 1990) (Fig. 10). Es un hongo muy
eficaz frente a huevos de 7. canis, T. vitulorum, A. lumbricoides, A. suumy P. equorum (Lysek y
Stérba, 1991; Braga et al, 2007; Carvalho er al, 2010; Braga et al, 2010; Ferreira et al, 2010;
Maciel et al., 2012; De Carvalho er al.,, 2013).

Se ha demostrado que Paecilomyces penetrans y Paecilomyces lilacinus son probablemente los
agentes mas eficaces de biocontrol de nematodos que infectan plantas (Rahoo et al, 2011; Khan er
al, 2012; Mukhtar er al, 2013a, b). También se han desarrollado investigaciones que prueban su
utilidad frente a pardsitos de animales como 7oxocara canis (Basualdo et al, 2000; Carvalho er al,
2010; Gortari et al, 2008). Se trata de hongos que infectan los huevos mediante la penetracion
directa de las hifas (Khan, 2006), mecanismo ayudado por la liberacién de serin-proteasas (Zareen

et al, 2001).

Fig. 10.- Morfogénesis del micelio de Verticillium sp. (izquierda 20x, y derecha 10x).

Existe una preparacién comercial a base de P. /ilacinus (Bio-Nematon®, T. Stanes & Company Ltd.,
India) disponible comercialmente para el control biolégico de nematodos que parasitan especies
vegetales. Aunque no resulta frecuente, la infeccién cutdnea de personas por Paecilomyces
lilacinus se ha diagnosticado en todo el mundo, en la mayoria de los casos en pacientes

inmunodeprimidos (Hall er aZ, 2004).

Las hifas de Trichoderma harzianum pueden atravesar la cubierta de los huevos y la cuticula de las
larvas, gracias a la secrecién de enzimas (quitinasas, glucanasas y proteasas) capaces de degradar la

quitina. Una vez en el interior del huevo, proliferan y liberan metabolitos téxicos (Dos Santos et
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al, 1992; Haran er al, 1996). Ciarmela er al (2002) sefialaron que ni 7richoderma harzianum ni
tampoco Mucor hiemalis tienen efecto sobre los huevos de 7. canis. Algunas cepas de Trichoderma
son patdgenos oportunistas de personas y animales inmunodeprimidos (Kubicek ez a/, 2008).

a) Mecanismo de accion

Se describen 4 fases en la actividad que algunos hongos desarrollan sobre los huevos de parasitos:

I) Contacto

IT) Adhesién

’
IIT) Penetracion
IV) Deliberacién

.;:

L™

Fig. 11.- Contacto entre las hifas de M.
circinelloides y un huevo de T. canis (10x).

Una vez detectada en las proximidades la presencia de huevos de nematodos, tiene lugar la fase de
contacto (Figs. 11-12), y las esporas (o el micelio) de los hongos comienzan a desarrollarse y
forman una red densa entre los huevos. Este proceso se favorece si los huevos se encuentran en un
quiste mucoide como sucede con algunos parasitos de plantas, o incluso en el interior de las
hembras de nematodos fitopatégenos (/Heterodera avenae), probablemente porque el mucus
supone un sustrato nutritivo que incrementa la intensidad del crecimiento del micelio y
consecuentemente lleva a la colonizacién de los huevos (Irving y Kerry, 1986). La mayoria de las
hifas se multiplican entre los huevos donde se encuentran restos de detritus celulares procedentes

del utero.

Fig. 12.- Hifas de hongos teltricos adheridas a la cubierta de huevos de ascaridos.

Mucor sobre Baylisascaris (4x). Verticillium sobre Baylisascaris (4x).

- -
.




42 Antecedentes

Trichoderma sobre Parascaris (4x). Mucorsobre A. suum (10x).

En el extremo de algunas hifas laterales se origina una modificacion corta que da lugar a un érgano
de fijacién especifico denominado appresorium o appresorio, con el que los hongos contactan con
la superficie del huevo y se adhieren a la misma. S6lo aquellas hifas que contactan y se adhieren en
posicion mas perpendicular a la cubierta son capaces de penetrar en el interior del huevo (Brunori

et al., 1985).

Después de penetrar, los hongos contintian creciendo. Las cubiertas se mantienen intactas durante
mucho tiempo, excepto en los puntos de penetracién. Dentro del huevo, el hongo comienza a
ramificarse rapidamente y destruye de forma gradual el contenido interno, incluyendo el embrién
en desarrollo (Figs. 13-14). Esta ramificacién del hongo tiene lugar primero en el espacio interno
de los huevos entre la cubierta y la superficie del embrién. El hongo rodea al embrién mediante

una red densa de hifas y finalmente lo destruye.

Fig. 13.- Destruccion del embrion de ascaridos por accion de hongos ovicidas.

Cuando ya no existen nutrientes, el hongo consume los restos de las cubiertas y tiene lugar la fase
final del proceso ovicida, denominada de deliberacién, en la que el hongo regresa al espacio
externo entre los huevos, y las hifas individuales pueden colonizar de nuevo otros huevos (Lysek y

Stérba, 1991).
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Fig. 14.- Dcha.: Huevo de B. procyonis con hifas de Verticillium sp. adheridas (4000x); 1zda.: Rotura de
la cubierta de un huevo de Baylisascaris provocada por M. circinelloides (20000x) (Hernandez Malagén,
2014).

El mecanismo de penetracién de los hongos ovicidas a través de la cubierta de huevos no se ha
aclarado completamente. Algunos autores manifiestan que consiste principalmente en un proceso
mecanico donde la actividad de ciertas enzimas participa como un factor complementario (Stirling
et al., 1979). En diferentes experimentos se ha indicado que se necesita una mezcla de proteasas y
quitinasas para iniciar este proceso, y también se han caracterizado las proteasas que actuan frente
a nematodos parasitos, incluyendo V. suchlasporium (Lopez-Llorca y Robertson, 1992) y P.

chlamydosporia (Segers et al., 1996, 1998).

Se ha demostrado que una sola hifa no es capaz de romper la capa de quitina de los huevos (Lysek
y Stérba, 1991), posibilidad que no descarta que el hongo pueda ejercer cierta presién mediante el
appresorio, originando la formacién de pequefias invaginaciones en la superficie de los huevos
(Jatala, 1986). Estas invaginaciones producidas por la presién ejercida por las hifas de penetracion,
aunque sea débil, estimula la formacién de un haustorium o haustorio cénico en cuya proximidad
se liberan quitinasas que contribuyen a la desintegracién de la cubierta. En esta fase el haustorio es
el extremo de las hifas infectivas que sirve para absorber nutrientes. No es necesaria la
penetracién, sino que la invaginacién de la cubierta aumenta la superficie de contacto. Otros
autores observaron la formacién de un 6rgano de penetracién en forma de bastén de hockey en el
punto de contacto con la cubierta de los huevos (Dunn, 1983), resultado descartado en recientes

investigaciones (Blaszkowska ez al, 2014).

Lysek y Stérba (1991) no observaron invaginaciones en la cubierta de los huevos de Ascaris
lumbricoides, y el érea de contacto entre Verticillium y la cubierta se mantuvo lisa durante las
fases de contacto y adhesién, lo que podria atribuirse a la participacién conjunta del appresorium y

la liberacién de algunas enzimas (Dunn et al, 1982; Lysek y Kraj¢i, 1987).



44 Antecedentes

No se ha determinado completamente si los hongos ovicidas son capaces de colonizar los huevos de
nematodos en todos los estadios de desarrollo del embrién. Jatala (1986) indic6é que Paecilomyces
Iilacinus coloniza los huevos del nematodo Globodera pallida mas facilmente en los estadios
precoces de desarrollo, es decir antes de la mérula, en tanto que sobre fases mas avanzadas, en
especial cuando se desarrolla una larva en el interior, se reduce la actividad ovicida para la mayoria
de los hongos. Kerry (1987) concluyé que los huevos antes de desarrollar la larva 2 son altamente
sensibles a los hongos ovicidas. Por el contrario, otros estudios sefialaron que Verticillium es capaz
de colonizar los huevos de nematodos fitopatégenos y de animales en todos los estadios de
desarrollo embrionario (Irving y Kerry, 1986; Lysek y Stérba, 1991; Blaszkowska er al, 2014), de lo
que se deduce que la explicacién podria encontrarse en las diferentes cepas de hongos. En un
estudio reciente, Flament Simon (2015) demostréd que no existe diferencia en la actividad de

Moaucor circinelloides sobre huevos de Toxocara canissin embrionar o con L2.

IT) Hongos de actividad larvicida

Un grupo importante de antagonistas de parasitos estd formado por hongos atrapa-nematodos. En
la actualidad Duddingtonia flagrans es el hongo atrapa-nematodos mas empleado en experiencias
de control bioldgico de larvas de nematodos gastrointestinales. Se ha demostrado su eficacia
practicamente frente a todos las especies que desarrollan larvas de vida libre en el medio, en tanto
que no parece ejercer efecto sobre los huevos de ascaridos (Mendoza de Gives et al, 2006; Aradjo

et al., 2008).

Se ha investigado sobre el uso de control biolégico en la
descontaminacién del medio ambiente de huevos y
larvas de Ancylostomay Toxocara spp. (Carvalho et al,
2009). El empleo de hongos nematéfagos disminuye la
poblacion de parasitos en el medio ambiente ya que se
concentra su accién en el entorno fecal (Larsen y
Roepstorff, 1999; Artjo et al, 2004). Duddingtonia

flagrans es un hongo nematdéfago que se caracteriza por

la produccién de varios conidios en los extremos de

Fig. 15.- Clamidosporas de D. flagrans (10x). | conidiéforos, pero principalmente por la produccién de

numerosas clamidosporas en hifas vegetativas (Oorschot, 1985; Scholler ez al, 1999) (Fig. 15). Estas

esporas presentan paredes gruesas y pueden ser ovoides o elipticas, de tamafio aproximado de 25-
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50 pm por 10-15 pm, dimensiones que pueden variar en funcién de la naturaleza y composicién de
los medios en los que crecen.

La actividad nematéfaga estd garantizada por la presencia de hifas y redes adhesivas
tridimensionales (Larsen, 1999; Gémez-Rincoén et al, 2006) en las que quedan retenidas las larvas
de diferentes nematodos, que finalmente constituyen el alimento de estos hongos (Mendoza de
Gives er al, 2006). Esta especie ha sido estudiada como un organismo de control bioldgico en
experimentos in vitro y condiciones in vivo (Braga et al, 2012; Tavela et al, 2012). La eficacia
larvicida de D. flagrans explica el elevado nimero de investigaciones desarrolladas, que se centran
mayoritariamente en su posible empleo frente a parasitos que merman las producciones en
animales de renta (Larsen et al, 1995; Fernadndez et al, 1999; Wright er al, 2003; Madeira de
Carvalho er al, 2012; Arias er al, 2013a).

En la bibliografia se mencionan algunos estudios sobre el uso exitoso de hongos nematdfagos en el
control de potenciales geohelmintos zoonéticos, especialmente en un modelo experimental con
perros (Araujo et al., 2012; Carvalho er al., 2009). Por otro lado, la mayoria de los estudios se llevan
a cabo en condiciones de laboratorio o en condiciones parcialmente naturales, debido a la probada
viabilidad de los hongos nematé6fagos tras su paso por el tracto gastrointestinal para la depredacién
de L3 de Ancylostoma spp. en condiciones de laboratorio (Carvalho et a/, 2009). En ese trabajo, la
administracién de 0,5 g / 10 kg de masa micelial de D. flagrans (AC001) fue eficaz en la reduccién
de los recuentos de huevos por gramo de heces y en la recuperacion de larvas de A. caninum en

animales tratados en comparacién con el grupo control.

Respecto al uso de hongos nematéfagos directamente sobre el medio ambiente, algunos autores
sefalan la necesidad de su inoculacién en el suelo junto con un sustrato de crecimiento de los
hongos, con el fin de promover su crecimiento y por lo tanto propiciar su establecimiento (De
Mello et al, 2014). Los resultados de este estudio confirman la eficacia del género Duddingtonia
(CG768) en el control de larvas infectivas de Ancylostoma spp. presentes en la arena de playa. Sin
embargo, en un ensayo que consistié en pulverizar una vez medio de cultivo liquido con esporas
de D. flagrans directamente sobre el suelo de parcelas donde se encontraban caballos en pastoreo
parasitados por estréngilos, Cazapal-Monteiro et al (2012) comprobaron que la reinfeccién de los

animales tenfa lugar de forma mas tardia (1 mes) que si no se distribuian las estructuras fingicas.
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Son escasos los estudios realizados directamente sobre heces de animales parasitados. En placas
Petri con medio agar-agua, se demostréd que Duddingtonia eliminaba el 98% de las L3 de
Ancylostoma spp. (Maciel et al, 2006). En heces de hdmsteres infectados por ancylostémidos se
demostré un porcentaje de reduccién de L3 del 11-43%, y del 87% en perros (Carvalho et al,
2009). Con la adicién de clamidosporas de Duddingtonia a las heces de perros que eliminaban
huevos de ancylostémidos se redujo la presencia de L3 respecto al grupo testigo en un 56%
(Flament Simon, 2015). Los valores de reduccion de L3 obtenidos en este estudio son similares a los
obtenidos en muestras de heces con arena, en las que se observé que Duddingtonia disminuia la
presencia de larvas de ancylostémidos entre el 4,5 y el 63% (De Mello et a/, 2014). En una prueba
realizada con heces colocadas en macetas con tierra previamente esterilizada, la presencia de L3 se

redujo entre el 57% y el 73% (Maciel et al, 2012).

Maciel et al. (2010) emplearon con diferentes concentraciones de D. flagrans (5000, 10.000, 15.000,
20.000 y 25.000 clamidosporas por gramo de suelo). Con las concentraciones de 10.000-25.000 no
se observaron diferencias significativas en su actividad predatora sobre las L3 de Ancylostoma spp.
Sin embargo, estos resultados no coinciden con De Mello er al (2014), quienes encontraron

diferencias significativas con todas las concentraciones de clamidosporas.

En estudios previos se ha demostrado que D. flagrans es capaz incluso de adaptarse a la carga
parasitaria (numero de huevos de estrongilos) en las heces de los caballos, obteniéndose
porcentajes de reduccion de L3 superiores al 95% (Paz-Silva er a/, 2011). Recientemente, Pérez
Anzurez (2015) realiz6 un ensayo que consistid en producir esporas de M. circinelloides y D.
flagrans en gelatina comestible comercial. A continuacién se administraron a caballos en pastoreo
durante 5 dias, esporas en gelatina y en pellets nutricionales (4 Equus®, NANTA, Begonte, Lugo,
Espafla) recogiéndose las heces directamente del recto para preparar los correspondientes
coprocultivos, en los que se observé que la presencia de L3 se reducia con el tiempo, y

practicamente desaparecian en los 2 ensayos a partir de las 84 h de inicio del ensayo (Fig. 16).
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Fig. 16.- Evolucién temporal de los recuentos fecales de L3 de estréngilos en heces de caballos
que recibieron esporas de D. flagrans.

a) Mecanismo de accion

Se ha intentado establecer el mecanismo que regula la transformacién de hongos nematéfagos de
saprotroficos a zootrdficos, estaleciéndose que la formacién de trampas en el caso de hongos
atrapanematodos se produce en respuesta a la presencia de excretas de nematodos en el medio,
mientras que la propagaciéon de hongos en medios enriquecidos inhibe su desarrollo, que se veria
estimulado por niveles bajos de C y N, y por el contacto del micelio con excretas de nematodos

(Anan’ko y Teplyakova, 2011) (Fig. 17).

Fig. 17.- Germinacion de clamidosporas de D. flagrans y formacién de hifas (izda.), en las
gue van originandose anillos o trampas (dcha.) (4x).
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Durante afios se ha venido indicando que se requiere el contacto directo de hongos
atrapanematodos con nematodos vivos en movimiento, para estimular su morfogénesis (desarrollo
de micelio, produccién de trampas, esporas...) (Grenvold er al, 1996; Bogus$ er al, 2005). Sin
embargo, la exposicion de hongos a formas adultas de trematodos (Fasciola hepatica y
Calicophoron daubneyi) representd un estimulo mayor para el desarrollo de Duddingtonia flagrans
que nematodos intestinales adultos de Parascaris equorum y Oesophagostomum spp. (Arias et al.,
2013a), lo que contradice la necesidad de la presencia de nematodos vivos como estimulo para la
morfogénesis fingica. Estos resultados se confirmaron mediante la exposicién de este hongo a
antigenos de excrecion / secrecion de los trematodos indicados. En un estudio posterior, la adicién
de una proteina recombinante del tegumento de F. hepatica (FhrAPS) significé un notable
estimulo para la morfogénesis de hongos de actividad ovicida (Mucor circinelloides) y larvicida

(Duddingtonia flagrans) (Arias et al., 2013b).

Se cree que atraen las larvas de los nematodos mediante la liberacién de sustancias quimicas, y una
vez en contacto las inmovilizan con 6rganos especiales del micelio, como extremos adhesivos,
trampas o anillos constrictores, y también se ha demostrado la participaciéon de algunas enzimas.
Por ejemplo, Arthrobotrys oligospora produce una serin-proteasa extracelular y una lectina
(Ahman er al, 2002), que favorecen la adherencia, inmovilizacién y penetracién a los nematodos
en menos de 1 hora (Tunlid y Jansson, 1991). Se ha sefalado la produccién de serin-proteasas,
fosfolipasa C, lipasas, enzimas degradadoras de pectina (Meyer y Wiebe, 2003) y fosfatasa acida,

especialmente al interaccionar con larvas de nematodos (Cruz et al, 2009).

Cuando las clamidosporas de D. flagrans llegan al suelo, la existencia de materia organica en
descomposicién estimula su desarrollo hacia la formaciéon de hifas, que enseguida originan el

micelio (Barron, 1977).

En presencia de larvas de nematodos parasitos, tiene lugar la fase de reconocimiento, en la que los
hongos detectan en la cuticula de las larvas unos compuestos que inicialmente recibieron el
nombre de nemina, y que posteriormente se han relacionado con la lectina (Jansson y Nordbring-
Hertz, 1979; Jansson y Thiman, 1992; Lépez-Llorca, er al, 2002). Esta fase se traduce en la rapida

multiplicacién de las hifas, en las que ademads se van intercalando anillos o trampas.

A diferencia de los hongos ovicidas, dado que las larvas de los parasitos estdn dotadas de movilidad,
la fase de adhesién entre hongos y parasitos no tiene lugar de forma activa, sino que las larvas se
van a encontrar con las trampas y quedan inmovilizadas. Una vez que se ha conseguido la

paralizacién completa, se forman hifas invasivas, responsables de la fase de penetracién de la
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cuticula, proceso en el que también participan enzimas o metabolitos extracelulares secretadas por

el hongo, y que facilitan la colonizacién posterior de la larva (Yang et al, 2007).
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Fig. 18.- Larva de ciatostomino atrapada en el micelio de D. flagrans, que finalmente es invadida por hifas
que asimilan el contenido interior de la vaina, y de la L3 (10x).

Finalmente, se originan hifas asimilativas, que se encargan de la fase de asimilacién de los

nutrientes que se encuentran en el interior de la vaina, y posteriormente de la L3 (Fig. 18).

1.5.3.- Perspectivas del uso de hongos para el control biol6gico de zoonosis

En la Tabla 4 se citan algunos de los ensayos desarrollados para el control bioldgico de ciertos
helmintos responsables de zoonosis, demostrandose una eficacia notable frente a huevos de

ascaridos y tricuridos, y larvas de ancylostémidos.

Como se ha mencionado anteriormente, los ascaridos e incluso los trictridos se transmiten por la
ingestién de huevos infectivos, mientras que los ancylostémidos lo hacen por larvas. Esto implica
que es necesario disponer de antagonistas frente a las diferentes formas parasitarias en el suelo,

para reducir su presencia y de este modo el riesgo para animales y personas.

Existen algunos aspectos a tener en cuenta, como la produccién conjunta de esporas de hongos de
actividad diferente, y su conservacion; la forma de distribucién de los hongos para que acttien de
forma adecuada sobre los estadios parasitarios en el suelo, y la frecuencia de aplicacién. En este
sentido, cobran gran importancia los estudios desarrollados por Maciel et al (2009), quienes
desmostraron que las esporas de Arthrobotrys robusta sobrevivian a la liofilizacién. Araujo et al

(2012) probaron que las esporas del hongo ovicida Pochonia chlamydosporia son capaces de
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atravesar el tracto intestinal de perros y mantener sus caracteristicas bioldgicas en las heces de

estos animales.

Tabla 4.- Ensayos de control bioldgico de helmintozoonosis.

Autores Parisito Hongo % Eficacia
Fusarium pallidoroseum 80%
Ciarmela et al (2002) Toxocara canis
Mucor hiemalis < 20%
Fusarium spp.
Gortari et al. (2007) Toxocara canis Mucor hiemalis

Paecilomyces lilacinus

Arthrobotrys 90,8

Maciel et al (2009)  Ancylostoma spp. Duddingtonia 98.9

Silva et al (2010) Trichuris vulpis ~ Pochonia chlamydosporia 2,5-948

Frassy et al. (2010) Toxocara canis ~ Pochonia chlamydosporia 43,8

Pochonia chlamydosporia 13,8 —-20,3
Carvalho er al (2010) Toxocara canis

Paecilomyces lilacinus 12,3-20
Carvalho eral (2011) Ancylostoma spp. Arthrobotrys robusta 75,38
Maciel et al (2012) Toxocara canis ~ Pochonia chlamydosporia

Araujo er al (2013) Toxocara canis ~ Pochonia chlamydosporia 68,5 — 70,5

Fusarium culmorum 58

Mazurkiewicz- Metarhizium anisopliae 49
Zapatowicz et al Toxocara canis Paecilomyces 54
(2014) fumosoroseus 69
Trichoderma viride 55

De Mello et al (2014) Ancylostoma spp. Duddingtonia flagrans 45-63
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En base a los antecedentes expuestos, se plantea un estudio con los siguientes OBJETIVOS:

1.- Analizar la eficacia de distintos hongos ovicidas para reducir en el suelo la

viabilidad de huevos de Baylisascaris procyonis.

2.- Establecer la utilidad del restablecimiento de la biota del suelo para

prevenir la infeccidn por larvas de nematodos.

3.- Determinar la formulacién mds eficaz para la distribucién de esporas de

hongos fungicidas en el suelo.

4.- Estudiar la posibilidad de cultivar simultdneamente diferentes especies de

hongos con distinta actividad parasiticida.
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En condiciones naturales, en el medio (suelo) existe un equilibrio basado en la actividad reguladora
que ejercen algunos componentes de la microbiota teldrica (bacterias, hongos, acaros) sobre
organismos perjudiciales como algunos parasitos, principalmente nematodos.

El conocimiento de hongos de actividad helminticida frente a nematodos de especies vegetales
data de mas de un siglo (Zopf, 1888), en que se observaron en algunos cultivos horticolas (tomate,
lechuga, esparragos, pimientos, zanahorias), y se constatd que su presencia se correlacionaba con la
reduccién de nematodos de los géneros Meloydogine, Heterodera, Ditylonchus, Pratylonchus'y
Tylanchus. Al observarse que aumentaba la presencia de estos hongos si se aplicaba abono organico
(estiércol) procedentes de animales de renta, en un principio se consideré que la materia organica
era la que estimulaba su desarrollo. Sin embargo, investigaciones posteriores demostraron que la
presencia de larvas de nematodos parasitos presentes en las heces de los animales constituia el
verdadero estimulo para Arthrobotrys, Duddingtonia o Monacrosporium, en tanto que los quistes
o huevos lo eran para Pochonia o Paecilomyces.

Es importante destacar que todos estos hongos son INOCUQOS para los mamiferos, como se
desprende de su empleo en el cultivo de hortalizas, frutas. Se alimentan de materia organica del
suelo, salvo cuando detectan estadios parasitarios en sus proximidades, que provocan su
transformaciéon en organismos predadores; en ausencia de formas parasitarias, retornan a un
comportamiento saprofitico. Esta caracteristica resulta de indudable interés porque acrecienta el
equilibrio mencionado anteriormente en el suelo: si existen formas parasitarias el hongo
incrementa su desarrollo porque encuentra aporte extra de Carbono y Nitrégeno, en tanto que

cuando no existen, permanece en estado de latencia (ahorro energético).

La mayor parte de los nematodos entéricos intercalan una fase exdgena en su ciclo bioldgico y
estadios como huevos o larvas evolucionan en el suelo hasta convertirse en infectivas para el
siguiente hospedador. La necesidad de disponer de acciones adecuadas para reducir la existencia de
estas formas en el ambiente es indispensable para la prevencién de las saprozoonosis, puesto que la
quimioterapia s6lo elimina las formas parasitarias en los animales.

Los hongos Arthrobotrys, Duddingtonia'y Monacrosporium, en presencia de larvas de nematodos
en el suelo, forman trampas que las retienen y finalmente las destruyen. Pochonia es un hongo
endoparasito cuyas hifas colonizan la superficie de huevos de los parasitos, se introducen en ellos y

destruyen los embriones.
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En diversos estudios realizados en Espafia se comprobd que los nematodos intestinales que
parasitan al perro con mayor frecuencia son 7oxocara canis, ancylostémidos, Trichuris vulpis' y
Toxascaris leonina. De estos, Toxocara canis y Ancylostoma caninum cuentan con un mayor
potencial zoonético y representan un problema de salud publica.

Toxocara canis, T. cati'y Toxascaris leonina son ascaridos que afectan a mascotas (perros y gatos) y
a carnivoros silvestres (lince, etc.). Aunque inicialmente se consideré que sélo 7oxocara tenia
cardcter zoonotico, estudios desarrollados en los ultimos afios han demostrado que otros ascaridos,
como Ascaris suum puede afectar a personas, y han sembrado una duda razonable sobre 7oxascaris

leonina.

Existen numerosos estudios que alertan de la importancia de ascaridos como Baylisascaris
procyonis, por la amplia distribucién y gravedad de los cuadros que origina en personas. Se trata de
un parasito que afecta principalmente a mapaches aunque también puede hacerlo a otras especies
de mamiferos e incluso aves. Resulta una zoonosis de especial interés en Estados Unidos, donde en
algunas zonas se describe que el 68-82% de los mapaches puedan estar parasitados por este
ascarido, con el consiguiente riesgo para la poblacién humana y en especial para los nifios. El
control bioldgico de la baylisascariosis mediante hongos ovicidas significé la primera publicacién
en el presente trabajo (Analysis of the effect of soil saprophytic fungi on the eggs of Baylisascaris
procyonis) en Parasitology Research (IF: 2,098, JCR® Index). En el Parque Zoolégico “Marcelle
Natureza” se recogieron heces de mapaches (Procyonis lottor), que tras ser analizadas mediante la

técnica de flotacion en solucién salina resultaron positivas a la presencia de huevos de Baylisascaris
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procyonis. A continuacién, las heces se colocaron en cajas de plastico que se dividieron en
diferentes lotes, testigo (sin tratamiento) y tratados, a los que se afiadieron esporas de /.

circinelloides, Trichoderma sp.y Verticillium sp.

No resulta facil desarrollar investigaciones que involucren a mascotas (perros, gatos, etc.), por
imperativos legales y condicionantes afectivos. Partiendo de la base de que la fase exdgena del ciclo
de los ancylostémidos transcurre de forma similar a la de los estrongilos, puesto que en ambos
casos los huevos eliminados en las heces tienen que desarrollarse en el medio hasta alcanzar el
estadio de larva 3 (L3), fase infectiva, se consideré mas adecuado emplear caballos con estrongilosis

como modelo para el estudio de la eficacia larvicida de hongos saprofitos.

En la segunda publicacién (Restoration of fungal biota in the soil is essential to prevent infection
by endoparasites in grazing animals, capitulo del libro Fungi: Types, environmental impact and
role in disease) de este estudio se recoge precisamente esta idea, y se plantea la posibilidad de
restaurar la composicion caracteristica del suelo, en prados en los que se alimentan caballos,
centrdndose en la flora fungica, en concreto en la especie Duddingtonia flagrans, hongo
filamentoso que en presencia de larvas de nematodos parasitos desarrolla un micelio en el que se
originan trampas para capturar estas fases moviles parasitarias y cubrir de este modo sus
necesidades energéticas y de nitrégeno. El mecanismo, ademds de sorprendente, ilustra el concepto
sefialado previamente acerca de la predacion de las fases parasitarias del suelo. Es preciso tener en
cuenta que al mismo tiempo, en el ambiente existen diferentes organismos (dcaros, otros hongos)
que se nutren a partir de hongos como Duddingtonia, sustentando atin mads la idea de equilibrio
natural. En este ensayo conducido en la “Granja Gayoso - Castro” (Diputacién Provincial de Lugo)
(Castro Riberas de Lea), se mantuvieron 3 grupos de yeguas autdctonas Pura Raza Galega en una
pradera de 15 Ha dividida en 3 parcelas valladas, que disponian de agua ad Iibitium y de
comederos. Al inicio del estudio, las yeguas eliminaban huevos de nematodos estréngilos
(Cyathostomum y Gyalocephalus). Un lote recibi6 una aplicacién tépica de ivermectina, otro se
aliment6 ademds en una pradera en la que previamente se vertieron clamidosporas de D. flagrans,

y al tercer grupo sélo se le administraron las esporas, pero no se desparasitaron.
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Los Parques Zooldgicos han experimentado en los ultimos afios notables modificaciones en sus
objetivos y en su modo de trabajo, que se ha plasmado sobre todo en una concepcién mas moderna
y respetuosa con el bienestar de los animales, dejando atrds la idea de estos Parques como meras
colecciones de animales. Hoy en dia han contraido la obligacién de participar en actividades de I +
D, que explica la inclusién del tercero emsayo (Preliminary study of the biological control of
strongyles affecting equids in a Zoological Park) en esta Memoria de Tesis Doctoral, que se publicé
en Journal of Equine Veterinary Science (IF: 0,871, JCR® Index). Entre las zoonosis que pueden
afectar a las personas se encuentran las infecciones provocadas por individuos del género
Ancylostoma. Se trata de nematodos gastrointestinales cuyos hospedadores definitivos son los
carnivoros, detectdndose con mayor frecuencia Ancylostoma caninum, A. braziliense y Uncinaria
stenocephala, mientras que A. tubaeforme, A. braziliense y U. stenocephala infectan a gatos. A.
caninum y A. braziliense son las especies que infectan con mayor frecuencia a las personas, y
también U. stenocephala. La infeccién tiene lugar por la ingestion de larvas 3, o por su penetracién
a través de la piel. En perros se describe la infeccidon por via galactégena y por ingesta de
hospedadores paraténicos que contiene larvas infectivas en estado de hipobiosis (roedores).

Los animales infectados eliminan huevos que salen al exterior con las heces, y ante condiciones
favorables de temperatura y humedad, la moérula llega a L3 entre 2 y 9 dias.

Para analizar el posible efecto de las clamidosporas de D. flagrans sobre las L3 de ancylostémidos
del suelo, y en ausencia de mascotas parasitadas, se decidié plantear un ensayo sobre L3 de
ciatostominos, estrongilos que afectan a los equinos y que desarrollan una fase externa de su ciclo
bioldgico idéntica a la de los ancylostémidos. Este ensayo se realizé en el Parque Zooldgico
“Marcelle Natureza” (Outeiro de Rei, Lugo). Durante 2 afios se tomaron muestras de heces de
equinos silvestres (Cebra, Burro africano y Burro europeo) para determinar la cinética de
eliminacién de huevos de estréngilos. En el primer afio los equinos se desparasitaron de forma
convencional (en primavera y en otoflo), mientras que en el segundo afio se les proporcionaron

ademads clamidosporas de D. flagrans en forma de premezcla alimentaria.

De la mds que probable existencia de zoonosis provocadas por pardsitos que se transmiten por
huevos (ascdridos, Capillaria, Trichuris) y por larvas (ancylostémidos), se concluye que su
prevencion pasa obligatoriamente por el empleo combinado de esporas de hongos de actividad

complementaria, ovicida y larvicida. En este sentido se plante6 el cuarto estudio, cuyo objetivo
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primordial consisti6é en investigar las posibilidades de la produccién mixta de esporas de Mucor
circinelloides y Duddingtonia flagrans (Mixed production of filamentous fungal spores for
preventing soil-transmitted helminth zoonoses: a preliminary analysis; IF: 1,579, JCR® Index) para
conseguir un unico producto con el que hacer frente tanto a huevos como a larvas de parasitos que
llegan al suelo en las heces de animales infectados. Para ello se opté por profundizar en la
conveniencia de un medio de cultivo liquido, que resultaria mds cémodo de distribuir con
pulverizadores, en mezcla con alimento o mediante su adicién durante la fabricacién industrial de
concentrado alimentario. En concreto se procedi6 a la valoracién del crecimiento simultdneo de
ambas especies de hongos, y a continuacién a la evaluacién de la actividad parasiticida de la mezcla

final frente a huevos de Toxocara canisy a larvas 3 de ciatostominos.
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Entre los helmintos responsables de saprozoonosis se encuentran aquellos que se transmiten por la
ingestién de huevos infectivos, como los ascaridos o los tricuridos. En un plazo variable en funcién
de las condiciones de humedad y temperatura, los huevos de estos nematodos se convierten en
infectivos, y pueden sobrevivir durante al menos un afio en circunstancias éptimas (Deplazes et a/,
2011). Otro grupo importante lo constituyen aquellos helmintos que se transmiten por la ingestién
de larvas de tercer estadio (L3), o mediante la penetracién de las L3 a través de la piel, como sucede
con los ancylostémidos. El desarrollo de los huevos de Ancylostoma a L3 puede demorar varias

semanas también en funcién de las condiciones ambientales (Lefkaditis, 2001).

La estrecha relacién entre personas y animales de compaiifa proporciona beneficios como la
socializacién, salud mental o bienestar fisico, pero mas alla de estos provechos, existen riesgos
potenciales para la salud que se asocian a la tenencia de animales (Overgaauw y Van Knapen,
2013). Ademas del riesgo de arafiazos, mordeduras o alergias, las mascotas albergan con frecuencia
helmintos entéricos que se pueden transmitir a personas. La infeccién tiene lugar normalmente
por la ingestién de huevos o larvas que se encuentran en el suelo o que contaminan vegetales
frescos. También se pueden adquirir estas infecciones parasitarias por la ingesta de carne
insuficientemente cocinada o despojos de hospedadores paraténicos como pollos, rumiantes o
cerdos (Hoffmeister et al, 2007; Yoshikawa et al, 2008). Se ha destacado el riesgo de infeccién a
través del contacto directo con el pelaje de los perros (Roddie et al, 2008), aunque existe la
opinién de que este factor no es importante porque se precisan varias semanas para que los huevos

de los helmintos se conviertan en infectivos (Keegan y Holland, 2012).

El control de helmintozoonosis transmitidas por el suelo debe integrar la desparasitacion de los
animales junto con alguna accién en contra de las formas infectivas en el suelo, puesto que en caso
contrario, se repetira la infeccién de animales o personas con relativa frecuencia. Existen
numerosos antihelminticos disponibles para el tratamiento de animales infectados por 7oxocara
spp., que incluyen milbemicina, nitroscanato, piperazina o pirantel, activos frente a las formas
adultas (Macpherson, 2013). Con actividad también frente a las formas larvarias se puede aplicar
emodepsida, ivermectina, moxidectina, elamectina y fenbendazol (Ramsey, 2011). Sin embargo, no

existen antihelminticos eficaces frente a larvas somaticas inhibidas.

La European Scientific Counsel Companion Animal Parasites (ESCCAP, y la Companion Animal
Parasite Council (CAPC), promulgaron en 2010 y 2012, respectivamente, unas indicaciones para el
control de ascariosis transmitidas por mascotas (perros, gatos), centrandose en la desparasitacion de

cachorros/gatitos, adultos y hembras prefiadas. En concreto, se establecié que los cachorros
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deberian recibir tratamiento antiparasitario a las 2, 4, 6 y 8 semanas; a continuacién mensualmente
hasta los 6 meses. En los gatitos ha de comenzarse a las 3 semanas de edad debido a que no existe
transmisién transplacentaria (Overgaauw y Van Knapen, 2013), y posteriormente a las 5, 7, 9
semanas de edad. Para los perros adultos, se recomienda el tratamiento periddico (cada 3 meses
como mdaximo) o basado en el resultado de analisis coprologicos. En las hembras prefiadas, el
consejo consiste en el tratamiento continuado desde el dia 40 de prefiez al dia 2 post-parto. Para el
control de ancylostomidos, se recomienda el tratamiento regular cada 4-6 semanas en dreas

endémicas.

Las helmintozoonosis no se circunscriben a mascotas, sino que también se detallan en especies de
renta. Es el caso, por ejemplo, de Ascaris suum que afecta principalmente a suidos, Fasciola
hepatica a rumiantes, Strongyloides westeri a équidos... que son helmintos que se transmiten por

huevos o por larvas.

Los individuos parasitados eliminan junto con las heces huevos de los parasitos, que una vez en el
suelo completan una serie de fases hasta que se convierten en infectivos. En el suelo existen
algunas especies de hongos saprofitos que en presencia de formas parasitarias se transforman en sus
predadores, asegurandose asi los aportes de C y N necesarios para sobrevivir. También en el suelo
se encuentran ciertos organismos antagonistas de los hongos (virus, bacterias, dcaros, hongos) que
limitan su supervivencia. De este modo, en condiciones naturales existe un equilibrio que se
traduce en el mantenimiento de niveles bajos-moderados de parasitos en los animales, y de una

cierta poblacidn parasitaria en el suelo.

Cuando se desequilibra la relacién entre los diferentes agentes en el medio, surgen situaciones en
las que se incrementa el riesgo de infeccién de animales y personas, ante las cuales se aconseja
extremar las condiciones de higiene en relacién con las mascotas, prevenir la defecacién de los
animales en zonas de esparcimiento, y sobre todo incidir en la educacién de los propietarios. En
relacion con los animales de renta, el desequilibrio entre parasitos y antagonistas en el suelo se
hace mas palpable si se tiene en cuenta que la gran mayoria de las operaciones de laboreo agricola

conllevan la destruccién de la biota natural.

Se ha sefialado que ciertas helmintozoonosis se producen por la ingestiéon de huevos que contienen
una larva infectiva en su interior, como ocurre con ascaridos y tricuridos. Baylisascaris procyonis

es el ascarido especifico de mapaches (Procyon lotor), y también puede afectar a otras especies
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animales como cédnidos o coaties. Es un nematodo con gran potencial patédgeno, que puede causar
el sindrome de /arva migrans a varias especies (Murray y Kazacos, 2004), entre las que se
encuentran los humanos, en los que puede provocar un cuadro de /arva migrans neuronal, de

fatales consecuencias en nifios (Gavin et al, 2002).

En el primer ensayo se plante6 la posibilidad de reducir la viabilidad de huevos de ascédridos. En
concreto, supone el primer analisis de la eficacia de hongos para destruir los huevos de
Baylisascaris. E1 examen de las placas de Petri 28 dias después de que los huevos se expusieron a
aislados de Mucor circinelloides, Paecilomyces lilacinus, o Verticillium sp. mostraron que estos
hongos podian adherirse a la cubierta del huevo, dafiar la superficie y penetrar en el interior del
huevo para destruir el embrién de Baylisascaris (actividad ovicida de tipo 3). Como resultado, los
huevos se convierten en no viables y, por lo tanto, no infectivos. Estos resultados coinciden con
investigaciones previas llevadas a cabo mediante el uso de Pochonia chlamydosporia
(anteriormente Verticillium chlamydosporium) y P. lilacinus frente a huevos de Toxocara spp.
(Carvalho er al, 2010; Braga er al, 2010). El género Mucor se compone de varias especies, y
Ciarmela er al (2002) demostraron que M. hiemalis no ejerce actividad sobre los huevos de
Toxocara canis, mas recientemente, De Souza Maia Filho er al (2013) describieron un efecto de

tipo 2 a los 14 dias de la exposicion de huevos de 7’ canisa un aislado de Mucor.

Cuando los huevos de B procyonis eliminados en las heces se encuentran bajo condiciones
ambientales adecuadas (temperatura y humedad), en su interior los embriones se desarrollan a
larvas infectivas de segundo estadio (L2) (2-4 semanas) (Gavin et al, 2005). La necesidad de actuar
sobre los huevos de B. procyonis se explica si se tiene en cuenta que los mapaches infectados
pueden excretar millones de huevos por dia, que permanecen viables durante afios en el suelo
(Kazacos, 2001). También son capaces de resistir la accién de diferentes productos quimicos
(Morrondo et al, 2006; Page et al, 2009; Maya et al, 2010). Pese a que se ha demostrado que se
puede conseguir destruir los huevos de B. procyonis con una mezcla 50/50 de xileno y alcohol
absoluto, o mediante el flameado directo (Blizzard, 2010), estas medidas resultan muy perjudiciales
para el medio ambiente, y supondrian un riesgo de incendio muy elevado. En ensayos in vitro
basados en verter agua a > 61°C sobre huevos de Baylisascaris se obtuvieron buenos resultados de
disminucién de su viabilidad (Murray, 2002).

En el presente estudio, mediante la pulverizacién de esporas de los hongos ovicidas M.
circinelloides, P. lilacinus'y Verticillium sp. se redujo la viabilidad de los huevos del ascdrido en un
66% en las heces de mapaches, y en un 50% en las de coaties. Asimismo, también se detectd una

disminucién significativa (aproximadamente 50%) de los recuentos de huevos infectivos (con
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larvas L2 viable en el interior), lo que parece indicar que el desarrollo embrionario de los huevos
de Baylisascaris se retrasa en presencia de los aislados fungicos, en coincidencia con lo observado
previamente frente a huevos de Ascaris suum expuestos a Paecilomyces fumosoroseus,
Metarhizium anisopliae y Trichoderma viride (Blaszkowska et al, 2013; Mazurkiewicz-
Zapalowicz et al., 2014). El empleo de hongos ovicidas se ha recomendado como una herramienta

para prevenir la infeccién por otros ascaridos como 7. canis o A. suum (De Souza Maia Filho er al,

2013).

En base a los resultados anteriormente descritos, surgen algunos aspectos que precisan de una
reflexién importante. En primer lugar, determinar si la distribucién de las esporas de los hongos ha
de realizarse en las heces de animales parasitados, o si podria hacerse directamente sobre el suelo.
Otra cuestion interesante es conocer si los hongos, una vez distribuidos en el ambiente (heces,
suelo), tienen capacidad para perdurar y desarrollarse hasta asegurar una actividad parasiticida

importante.

Con objeto de determinar si el restablecimiento de algunos hongos presentes de forma natural en
el suelo podria contribuir a prevenir el riesgo de infeccién por hemintos que se transmiten por
larvas, se desarrollé un segundo ensayo que consistié en pulverizar un medio liquido con esporas
del hongo nematdfago Duddingtonia flagrans en una parcela en la que se alimentaban caballos
autoctonos raza PRG (Pura Raza Galega) que al inicio habian sido desparasitados con ivermectina
por via tépica. También se dispuso de un grupo tratado de idéntico modo pero que se alimentaba
en un prado sin esporas. Se decidié emplear equinos por 2 razones fundamentalmente, la primera
porque se encontraban en instalaciones de la Diputacién Provincial de Lugo, y existe un convenio
de colaboracién cientifica entre esta institucién y el grupo de investigacion COPAR (GI-2120;
USC); la segunda porque los equinos estaban parasitados por nematodos estrongilidos, que
presentan un ciclo similar (fase externa) al de ancylostémidos, de modo que se disponia de un

modelo experimental préximo al de las nematodosis por estrongilidos en carnivoros.

Los resultados mostraron que la distribucién de esporas mediante pulverizacién en el suelo reducia
los niveles de infeccién en los caballos, que a los 3 meses aun no precisaban de un nuevo
tratamiento. Por el contrario, en el otro grupo de caballos resulté necesaria una nueva
desparasitacion a los 3 meses. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Braga er al (2009),
quienes sefialaron una reduccién del 35-73% en la eliminacién de huevos de estrongilidos tras

administrar pellets que contenian micelio de D. flagrans a caballos en pastoreo. Sin embargo, en un
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estudio posterior De Almeida er al (2012) sefialaron que la alimentacién de caballos en pastoreo
con esporas de D. flagrans en premezcla provocaba una reduccién del 75% de las L3 en el pasto,

pero no alteraba el nivel de parasitacién de los equinos.

La pulverizacion de esporas en medio liquido proporciona una medida muy dutil y eficaz para la
distribucién de hongos parasiticidas en el suelo, pero también entrafia algunos inconvenientes
entre los que destaca la necesidad de realizarlo con cierta periodicidad, disponer de personal,
limitaciones en la superficie a tratar... Por ello, la administracién de las esporas en el alimento
podria resultar ventajosa, puesto que aseguraria el contacto con las formas parasitarias en las heces,
evitando su desarrollo hasta estadios infectivos. Por este motivo, se desarrollé un tercer ensayo con
équidos salvajes mantenidos en praderas en un Parque Zooldgico. Al igual que en el ensayo
anterior, se tuvo en cuenta la similitud en la transmisién de algunos parasitos responsables de
zoonosis (ancylostomidos) y de los estrongilidos de los equinos.

En la primera parte se administré una mezcla granulada de ivermectina + praziquantel mezclada
con el pienso. Sin embargo, a los 2-3 meses se volvieron a detectar huevos de estréngilos en las
heces de burros y cebras, tal como sucedié en estudios previos realizados con caballos domésticos
(Rehbein er al, 2003). Para evitar el tratamiento indiscriminado, se ha propuesto la desparasitacion
de aquellos individuos que superan un nivel de eliminacién de huevos de estréngilos por gramo de
heces (HPG) (Uhlinger, 2007). Estableciendo el punto de corte en 300 HPG, los animales
precisaron de 2 tratamientos adicionales.

El incremento en la frecuencia de aplicaciéon de antihelminticos se ha asociado al desarrollo de
resistencia antihelmintica (Eysker et al, 2007), que se ha demostrado incluso en jirafas cautivas
(Garretson et al, 2009). A este inconveniente se suma el efecto ecotéxico que supone la reduccién
de la actividad de insectos coprdéfagos a consecuencia del tratamiento con ivermectina, que
provoca el retraso en la degradacién de estiércol y con ello su acumulacién en pastos, perjudicando
el crecimiento de las especies forrajeras y disminuyendo su calidad (Floate, 2006).

Se han sugerido algunas medidas para el control de las larvas de estrongilados en los pastos, que
incluyen la rotacién de praderas o la retirada periddica de heces. La primera opcién puede no ser
viable en un parque zooldgico, en el que si se lleva a cabo la retirada diaria de las heces por los
cuidadores de animales.

En la dultima década se han conseguido grandes avances en la reduccién de la contaminacién de
pastos a través de métodos de control bioldgico (Chandrawathani ez a/, 2002). Teniendo en cuenta
que el tratamiento convencional realmente significaba una solucién temporal al problema, se

desarrollé una segunda prueba que consistié en un tratamiento antihelmintico seguido de la
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administraciéon quincenal de clamidosporas D. flagrans en premezcla alimentaria. Con esta
estrategia se consiguié que los valores de eliminacién de huevos de estréngilos no superasen los

300 HPG durante 1 afio, y se concluyé que no era preciso volver a desparasitar los animales.

Los resultados obtenidos en los 3 ensayos previos demuestran que la propagacién de esporas de
hongos saprdfitos podria convertirse en una herramienta muy util para restablecer la biota teldrica,
y prevenir la infeccién por helmintos que se transmiten por huevos (ascdridos) o larvas L3
(ancylostémidos). Para lograr este efecto, es necesario emplear esporas de hongos con actividad

complementaria, ovicida y larvicida.

La mayoria de los ensayos sobre control bioldgico se han centrado en un grupo de parasitos, siendo
ascaridos y estrongilidos los que han suscitado mayor interés. Sin embargo, las infecciones mixtas
son muy frecuentes, lo que refuerza la necesidad de disponer de una estrategia comun para luchar
frente a diferentes agentes parasitarios que cuentan con distintas fases de transmisiéon. Con este
motivo, en el cuarto ensayo se analizaron las posibilidades del control biolégico basado en la
combinacién de diferentes hongos parasiticidas. En primer lugar, se cultivaron simultdnemente
dos especies de hongos, Mucor circinelloides (ovicida) y Duddingtonia flagrans (larvicida) en
placas Petri y después en medio de cultivo liquido. No se observaron signos de antagonismo entre
estos hongos, y se logré un crecimiento notable para ambos. Estos resultados concuerdan con los
observados en estudios previos (Ainbikapthy er aZ, 2002).

Ademads de producir esporas de diferentes hongos de forma conjunta, también es preciso
determinar si la actividad de los hongos se mantiene inalterada. Al afadir el cultivo mixto de
Mucor + Duddingtonia a las heces de perros que eliminaban huevos de 7. canis se observé que la
viabilidad descendia al 50%; en un ensayo similar con heces de caballos parasitados por

ciatostominos se obtuvo una reduccién de las L3 del 96% (Paz-Silva et al, 2011).

Varios parecen los puntos que requieren consideracién para la utilizacién practica de los hongos en
el control bioldgico de estadios parasitarios en el suelo. En primer lugar, la produccién a gran
escala de esporas y su distribucién adecuada (Brand, 2006). No existe demasiada informacién
disponible sobre la aplicacién de las esporas de hongos en el suelo. La pulverizacién se ha
considerado muy interesante para los procedimientos a gran escala, de aplicacién directa en
superficies ajardinadas, lugares de recreo infantil (areneros) que podrian suponer un riesgo para la
salud de personas, en especial los nifios. No obstante, la pérdida de esporas por un efecto rebote o

por escorrentia, asi como la propagacién no homogénea de la pulverizacién, podrian reducir su
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efecto (Farenhost y Knols, 2010). Los métodos para la produccién comercial de esporas se realizan
generalmente sobre sustratos organicos sélidos (granos de cereales) o soportes inertes (sustratos a
base de almiddn, agar). En este ultimo caso, un medio nutritivo liquido debe absorber los sustratos
inertes (Ramachandran er a/, 2007). La produccion de esporas en cultivos sumergidos parece mas
apropiada para su pulverizacién, riego, proporcionando herramientas muy dutiles para la difusion

de las esporas en las zonas de arena (playas) e instalaciones de recreacion.

Los hongos utilizados en la investigacion actual se aplican al suelo en forma de esporas, y existe
relacién entre esporogénesis y la cantidad y naturaleza de las fuentes de carbono y nitrégeno
disponibles en un medio de cultivo (Barron, 2003). En base al efecto beneficioso del nitrégeno
sobre el crecimiento micelial, necesario para la esporulaciéon optima (Steyaert et al, 2010), se
afadi6 una proteina recombinante del tegumento de Fasciola hepatica (FhrAPS) al cultivo
sumergido, y se obtuvo un mayor rendimiento, en coincidencia con los datos obtenidos

previamente en placas Petri con antigenos de diferentes helmintos (Paz-Silva et a/, 2011).

La desparasitacion de los animales domésticos siguiendo la prescripcién veterinaria (Habluetzel ez
al, 2003), una mejor educacion de los duefios de mascotas para evitar la presencia de heces en
zonas comunes, y la recogida rdpida de las mismas son medidas sugeridas para limitar las
posibilidades de desarrollo de helmintos en el suelo. Otras medidas posibles para prevenir la
infeccién humana podrian radicar en la difusién de esporas de hongos durante el riego o la
fertilizaciéon de las plantas. Debe tenerse en cuenta que tanto Mucor y Duddingtonia no son
especimenes peligrosos para animales, plantas ni personas, y que también presentan eficacia frente

a ciertos parasitos de especies vegetales.
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De los resultados obtenidos en el presente estudio se ha concluido que:

1.- El restablecimiento de la biota teldrica disminuye la presencia en el suelo de las

fases de los helmintos responsables de zoonosis.

2.- Mucor circinelloides, Paecilomyces sp., Trichoderma sp. y Verticillium sp. son
hongos capaces de disminuir la viabilidad de huevos de ascaridos que se encuentran en

el medio, sobre los que ejercen un efecto ovicida de tipo 3.

3.- Duddingtonia flagrans es un hongo atrapanematodos idéneo para el control de
larvas 3 que se encuentran en el suelo por lo que su presencia limita el riesgo de
infeccién para animales y personas, lo que supone una reduccién de la frecuencia de

aplicacién de farmacos antihelminticos sobre animales.

4.- La obtencién de forma simultanea de esporas de hongos del suelo con actividad
ovicida y larvicida proporciona una estrategia eficaz para reducir la viabilidad de

huevos y larvas de pardsitos que se encuentran en el medio.

5.- La pulverizacién de esporas de hongos parasiticidas directamente sobre las heces de
animales constituye un recurso valido para el control de formas parasitarias, aplicable
a la higienizacién de caniles, parques o zonas de recreo en las que puede existir riesgo

de transmisién de zoonosis a partir de las heces de mascotas infectadas.

6.- Mediante la elaboraciéon de premezclas alimentarias con esporas de hongos
parasiticidas se asegura la presencia en las heces de animales con helmintosis de las

formas parasitarias y de sus antagonistas, lo que favorece la accién de estos ultimos.

7.- El empleo de esporas de hongos ovicidas y larvicidas constituye una estrategia ideal

a implementar en programas de control integrado de saprozoonosis.
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From the results obtained in this study has concluded that:

1.- Restoration of the telluric biota is essential for the control of free-living stages

from helminths responsible for zoonoses.

2.- Mucor circinelloides, Paecilomyces sp., Trichoderma sp. and Verticillium sp. are
ovicidal fungi capable of carrying out a significant activity to reduce the viability of

eggs of roundworms, due to their ability to exert a type - 3 effect on them.

3.- Duddingtonia flagrans is a nematode-trapping fungus very appropriate for the
control of third stage larvae of nematodes in the soil, thereby limiting the risk of

infection for humans and animals.

4.- The possibility of simultaneously culturing spores of soil fungi with ovicidal and
larvicidal activity provides an effective strategy to reduce the viability of parasites in
the environment (eggs and larvae) based on the combined use of different fungal

species.

5.- Spraying of fungal spores directly onto the faeces of animals constitutes a valid
procedure for the control of parasitic stages, practical for the hygienization of kennels,
parks or recreation areas where there is a risk of transmission of zoonoses from the

faeces of infected pets.

6.- Addition of fungal spores in premix feed ensures the presence of helminths and
their antagonists in the faeces of infected animals, which favors the action that fungi

can develop on the parasites.

7.- The application of spores from ovicide and larvicide fungi results an ideal strategy
to apply integrated control programs against helminthzoonoses with the aim to

prevent their soil transmission.



3. Resumen
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Entre las helmintozoonosis mas importantes en Galicia por su distribucién, prevalencia y
patogenicidad destacan las ascariosis, responsables de cuadros de /arva migrans en personas que
pueden llegar incluso a afectar el Sistema Nervioso Central. Los nematodos ascaridos eliminan
huevos en las heces que tienen elevada resistencia ante condiciones ambientales adversas. Con el
propdsito de proporcionar mayor conocimiento sobre la utilidad del empleo de hongos con
actividad ovicida, se llevd a cabo un primer estudio en el que se ensayo el efecto de Mucor
circinelloides, Paecilomyces sp., Trichoderma sp. y Verticillium sp., hongos aislados por el Grupo
de Investigacion COPAR (GI-2120, USC) a partir de heces de animales y de muestras de suelo,
sobre huevos de Baylisascaris procyonis, ascarido especifico de mapaches (Procyon lotor) que
también se ha descrito en otras especies animales e incluso en el hombre. El ensayo consistié en
afadir esporas de los hongos mencionados sobre huevos del ascarido y sobre heces de mapaches
alojados en el Parque Zooldgico “Marcelle Natureza” (Outeiro de Rei, Lugo).

Las pruebas in vitro en placas Petri mostraron que los cuatro hongos eran capaces de desarrollar un
efecto ovicida de tipo 3, porque penetraban los huevos, colonizaban su interior y eliminaban el
embrion. Al exponer las heces de mapaches con huevos de B. procyonis a los hongos durante 28
dias, se observé que su viabilidad disminuia un 67%, y el porcentaje de huevos con L2 se cifraba en
torno al 33%, por el 60% en los testigos. Finalmente, en muestras de heces en arena se obtuvo una
reduccién de la viabilidad del 58-74%. Teniendo en cuenta que en el suelo la embrionacion de los
huevos de ascdridos se prolonga durante un minimo de 2-5 semanas, la pulverizacién de esporas de
los hongos directamente sobre las heces de animales parasitados ofrece una posibilidad muy
interesante y eficaz para disminuir la viabilidad de huevos de ascaridos en el suelo, y limitar asi el
riesgo de infeccién de animales y personas. Estos resultados cobran especial relevancia en el

control de la baylisascariosis, enfermedad que cursa con graves alteraciones sobre todo en nifios.

Con objeto de conocer el grado de utilidad que supone restablecer la biota del suelo, en concreto la
presencia de hongos con actividad frente a larvas de helmintos, se desarrollé un segundo estudio
que consistié en mantener a 3 grupos de caballos autéctonos Pura Raza Galega (PRG) en 3 parcelas
diferentes de 1 Ha aproximadamente. Mediante la técnica de flotacién, se demostrd que todos los
animales eliminaban huevos de estréongilos en las heces, y con la realizacién de coprocultivos se
identificaron ejemplares de Cyathostomum y Gyalocephalus. No se observaron protozoos,
trematodos, cestodos ni nematodos pulmonares.

Dos de los grupos se desparasitaron con una dosis de ivermectina pour on, y el tercero permanecié

sin tratamiento como testigo del ensayo. Ademads, uno de los grupos tratados se mantuvo en una



Resumen 77

parcela en la que se distribuyeron esporas del hongo nematéfago larvicida Duddingtonia flagrans
mediante pulverizacién directa sobre el suelo.

Con la prueba de reduccién fecal de huevos (en inglés FECRT, Fecal Egg Count Reduction Test) se
demostré la completa eficacia de la ivermectina frente a Parascaris equorumy estréngilos. Ademas,
la estimacién del porcentaje de reduccién de caballos positivos a coprologia (en inglés PHR,

Positive Horse Reduction) también resulté del 100%.

El periodo de reapariciéon de huevos de estréongilos en heces fue de 8 semanas en los 2 grupos de
equinos desparasitados, pero en el lote que se alimentaba en una pradera en la que se distribuyeron
esporas de D. flagrans se obtuvieron niveles de eliminacién de huevos inferiores a los 300 HPG
(huevos por gramo de heces), al contrario de lo que sucedié en el otro grupo tratado al inicio de la
prueba. Esto indica que seria preciso volver a administrarles un tratamiento antiparasitario a estos
caballos. Los resultados muestran que el tratamiento convencional en animales en pastoreo
constituye una solucién temporal al problema, y que se requiere la administraciéon repetida de
antihelminticos. Con el restablecimiento de la biota telirica mediante la pulverizacién de esporas
de D. flagrans en el suelo se consigue reducir el riesgo de infeccién por helmintos, y disminuir la

frecuencia de aplicacién de antiparasitarios.

La pulverizacién de esporas de hongos constituye un método eficaz para asegurar su presencia en
el suelo. Sin embargo, esta opcién podria llegar a suponer una tarea ardua, si se tiene en cuenta la
extension a tratar. En la conviccién de que el contacto entre los hongos y las formas parasitarias en
las heces aportaria una mayor eficacia parasiticida, y evitaria la contaminacién del suelo al impedir
el desarrollo de los helmintos, se desarrollé un tercer estudio sobre équidos salvajes (cebra, burro
africano y burro comin) del Parque Zooldgico “Marcelle Natureza” que eliminaban huevos de
nematodos estrongilados en las heces. En el primer afio de estudio, se mantuvo la estrategia de
control parasitario que se venia realizando hasta el momento, y que consistia en el tratamiento de
los équidos con antihelminticos convencionales. Pese a que los recuentos disminuyeron
significativamente, la reaparicién de tasas elevadas de huevos a los 2-3 meses confirmé la
necesidad de actuar sobre las formas de vida libre que se encontraban en las parcelas, para reducir
el riesgo de infeccién y de este modo la frecuencia de aplicacién de los antihelminticos.

En el segundo afio de estudio, se desparasitaron todos los équidos y ademads se les proporcionaron 2
veces / semana esporas del hongo nematéfago D. flagrans en premezcla alimentaria, que se
preparaba mezclando las esporas con el concentrado alimentario (pienso) justo antes de su

administracién a los animales. Con este procedimiento de control parasitario integrado se
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consiguié mantener los valores de eliminacion fecal de huevos de estréngilos en torno a 100-200
HPG durante todo el afio, por lo que no se volvié a aplicar tratamiento antihelmintico. Estos datos
confirman la utilidad de las esporas de D. flagrans para disminuir la presencia de larvas de tercer
estadio en el suelo. La alimentacién de los équidos con concentrado al que previamente se han
afadido las esporas proporciona un procedimiento muy ttil y practico para asegurar su presencia
en las heces de los animales, donde entraran en contacto con huevos de helmintos, y limitardn su

desarrollo hasta L3, asi como su supervivencia.

En el suelo, los principales estadios de helmintos responsables de zoonosis son huevos y larvas,
aspecto que favorece que en numerosas ocasiones tengan lugar infecciones mixtas. Por esta razén
se hace imprescindible disponer de una sola herramienta con la que hacer frente a diferentes
estadios de formas parasitarias. En el cuarto ensayo se analiz6 la posibilidad de cultivar de forma
conjunta 2 especies de hongos, Mucor circinelloides (ovicida) y Duddingtonia flagrans (larvicida),
para conseguir un medio con el que reducir en el suelo la viabilidad de huevos y larvas de
helmintos. Los resultados mostraron que no existia antagonismo entre los hongos, y que crecian en
un medio liquido al que se afiadié una proteina recombinante del tegumento del trematodo de
Fasciola hepatica (FhrAPS) para aumentar su rendimiento (produccion de esporas). Al afiadir este
medio a las heces de cachorros que eliminaban huevos de 7. canis, después de 30 dias se observd
que la viabilidad descendia en un 51%; cuando se pulverizé el medio sobre las heces de caballos
infectados por ciatostominos se obtuvo una reduccién de las L3 del 96%. Es importante resaltar
que los ancylostomidos desarrollan en el medio un ciclo similar al de los ciatostominos, y las fases
infectivas también son las larvas de tercer estadio (L3).

Las parcelas de tierra de parques publicos en dreas urbanas o suburbanas pueden estar altamente
contaminados con huevos de 7. canis o larvas de Ancylostoma, probablemente debido a que casi
todo el suelo estd pavimentado por lo tanto los animales domésticos frecuentan las zonas de suelo
de tierra como jardines.

La novedad e importancia de los resultados obtenidos llevo a la solicitud de 2 patentes para cubrir
la propiedad intelectual del medio para el cultivo mixto de hongos (COPFr) y para el empleo de

combinaciones de hongos de diferente actividad.
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Infections by ascarids highlight among the helminthzoonoses in Galicia due to their distribution,
prevalence and pathogenicity. These are diseases responsible for larva migrans syndrome in
people, affecting even the central nervous system. The eggs passed of roundworms passed in the
faeces are highly resistant to adverse environmental conditions and can remain viable for years. In
order to provide an updated knowledge on the usefulness of fungi with ovicidal activity, a first
assay was conducted in which the effect of Mucor circinelloides, Paecilomyces sp., Trichoderma
sp. and Verticillium sp., fungal specimens isolated from animal faeces and soil samples by the
COPAR (GI-2120, USC) Research Group, was tested on eggs from Baylisascaris procyonis, the
specific roundworm of raccoons (Procyon lotor) but also described in other animal species and
even in humans. The test consisted of adding the aforementioned fungal spores on both
roundworm eggs and faeces of raccoons from the "Marcelle Natureza" Zoological Park (Outeiro de
Rei, Lugo).

In vitro tests on Petri dishes showed that the four fungi could develop a type 3 ovicidal effect
because of their ability to penetrate the eggs, colonize and eliminate the inner embryo. By
exposing the faeces of raccoons with eggs B. procyonis to the fungi for 28 days, viability decreased
by 67%, and the percentage of eggs with L2 to 33%. Finally, the eggs viability reduced to 58-74%
in sand stool samples. Considering that embryonation of roundworm eggs takes a minimum of 2-5
weeks on the soil, spraying spores of the fungus directly onto the faeces of parasitized animals
provides an interesting and effective possibility to reduce the viability of roundworm eggs, and so
limits the risk of infection for animals and people. These results are especially important in

controlling the baylisascariosis, disease characterized by severe damage especially in children.

In order to determine the degree of effectiveness that could be reached by restoring the soil biota,
particularly the presence of fungi with activity against larvae of helminths, a second assay was
carried out involving the maintenance of 3 groups of indigenous Pura Raza Galega horses (PRG) in
3 different plots of 1 Ha approximately. By means of the flotation technique, the presence of
strongyle eggs was detected in the faeces of all horses, and Cyathostomum and Gyalocephalus
were identified in the coprocultures. Parascaris equorum eggs were observed in the faeces of some
horses. No protozoa, flukes, tapeworms or lungworms were observed.

Two groups received a dose of topical ivermectin, and the third remained untreated as control. In
addition, one of the treated groups was fed on a plot in which chlamydospores of the
nematophagous fungus Duddingtonia flagrans were distributed on the ground by direct spraying.
The administration of the ivermectin was fully effective and a percentage of 100% was achieved

for the FECR (Fecal Egg Count Reduction) both against strongyles and Parascaris equorum.
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Besides this, the estimation of the percentage of reduction of positive horses to the coprology
(PHR) was also 100%.

The period of reappearance of faecal eggs strongyles was 8 weeks in the 2 dewormed groups, but
in the lot receiving spores of D. flagrans, lower levels than 300 EPG (eggs per gram of feces) were
obtained, unlike what happened in the other treated group. This indicates that these latter horses
need to receive a new anti-parasite dosage. The results show that conventional treatment in
grazing animals offers a temporary solution to the problem, and that repeated administration of
anthelmintics is required. With the restoration of the telluric biota by spraying D. flagrans spores
in the soil it is possible to reduce the risk of helminth infection, and thus decrease the frequency

of application of antiparasitic drugs.

Spraying of fungal spores is an helpful method to ensure their presence on the soil. However, this
option could involve an arduous task, taking into account the surface to be treated. In the
conviction that the contact between fungal and parasitic forms in the faeces could provide greater
parasiticide efficiency, and prevent soil contamination by avoiding the development of helminths,
a third study was developed on wild horses (zebra, African donkey and European donkey)
belonging to the "Marcelle Natureza" Zoological Park. These were donkeys shedding eggs of
strongyles in faeces. During the first year of study, a parasite control strategy involving the
application of conventional anthelmintics to the equines was observed. Although the egg faecal
counts decreased significantly, the observation of high levels at 2-3 months after treatment
confirmed the need for action on free-living stages in the fields, to reduce the risk of infection.

In the second year of study, all horses were dewormed and also provided 2 times / week spores of
the nematophagous fungus D. flagransin a food premix, which was prepared by mixing the spores
with the food concentrate (feedstuff) just prior to their administration to the animals. This
integrated procedure of parasite control was able to maintain the values of faecal excretion of
strongyles eggs around 100-200 EPG throughout the year, therefore deworming was not reapplied.
These data confirm the success of spores of D. flagrans to reduce the presence of nematode third
larvae in the soil. By manufacturing a concentrate with spores from a parasiticidal fungus, a very
useful and practical tool to ensure their presence in the faeces of animals is available, where they

come into contact with worm eggs, limit their development to L3 and their survival.

The main stages of helminths responsible of zoonoses present on the ground are eggs and larvae,
which favor the frequent appearance of mixed infections. In the fourth probe the possibility of

growing together two fungal species, Mucor circinelloides (ovicidal) and D. flagrans (larvicide), in
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a submerged medium to improve the reduction of the viability of helminth eggs and larvae in the
soil was analyzed. The results showed that there was not antagonism between the fungi, and their
growing rates were increased by adding a recombinant protein from the tegument of the liver
fluke Fasciola hepatica (FhrAPS). In this way, the faecal puppies eliminated 7. canis eggs, and after
30 days it was observed that viability fell by 51%; when the medium was sprayed onto the faeces
of horses infected by cyathostomin, an L3 reduction of 96% was obtained. Importantly,
ancylostomids also develop a similar cycle in the environment than cyathostomins, being the L3
stages the infective ones.

The plots of land for public parks in urban or suburban areas may be highly contaminated with 7.
canis eggs or Ancylostoma larvae, probably because most of the floor is paved so pets are
frequently brought to dirt areas.

The novelty and importance of the results led to the request for 2 patents to cover the intellectual
property of the means of mixed culture of fungi (COPFr) and the use of combinations of different

fungi activity.
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