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RESUMEN

El control de parésitos se orienta fundamentalmente a la eliminacion de los estadios que
afectan a los caballos. A pesar de la elevada eficacia de los farmacos, los caballos se reinfectan
al cabo de poco tiempo. En el presente estudio se emplearon dos grupos de caballos, ambos
tratados con ivermectina y oxibendazol. La eficacia se establecio mediante la estimacion de la
reduccion del nimero de huevos por gramo de heces (HPG), mostrando unos porcentajes de
reduccion del 98-100%. Un grupo recibié gelatinas con esporas de los hongos nematéfagos
Duddingtonia flagrans y Mucor circinelloides, siendo la eliminacidn de huevos de estrongilidos
inferior a 300 HPG. Sin embargo, se obtuvieron valores superiores a 600 HPG en el grupo
testigo. De esta manera se destaca la eficacia de la administracion de gelatinas comestibles con
hongos parasiticidas como estrategia sostenible en el control integrado de parasitos en caballos.

Palabras clave: Estrongilidos, caballos, control integrado, hongos parasiticidas, gelatinas.

RESUMO

O control de parasitos oriéntase fundamentalmente na eliminacion dos estadios que
afectan os cabalos. A pesar da elevada eficacia dos farmacos, os cabalos reinféctanse ao cabo de
pouco tempo. No presente estudo emplearonse dous grupos de cabalos, ambos tratados con
ivermectina e oxibendazol. A eficacia estableceuse mediante a estimacion da reduccion do
nimero de ovos por gramo de feces (OPG), mostrando unhas porcentaxes de reduccion do 98-
100%. Un grupo recibiu xelatinas con esporas dos fungos nemat6fagos Duddingtonia flagrans e
Mucor circinelloides, sendo a eliminacion de ovos de estronxilidos inferior a 300 OPG. Con
todo, obtivéronse valores superiores a 600 OPG no grupo testigo. Desta maneira destacase a
eficacia da administracion de xelatinas comestibles con fungos parasiticidas como estratexia
sustentable no control integrado de parasitos en cabalos.

Palabras chave: Estronxilidos, cabalos, control integrado, fungos parasiticidas, xelatinas.

SUMMARY

Control of parasites is aimed to the elimination of the stages affecting horses. Despite
the high efficiency of the dewormers, horses become infected readily. In the present study two
groups of horses were used, both treated with ivermectin and oxybendazole. Efficacy has been
established by the reduction of number of eggs per gram of feces (EPG), showing a reduction
percentage of 98-100%. One group received gelatine with spores of the nematophagous fungus
Duddingtonia flagrans and Mucor circinelloides, being the elimination of strongyles eggs less
than 300 EPG. However, values higher than 600 EPG were obtained in the control group. In this
way, the efficacy of the administration of edible gelatins with parasiticides fungus is highlighted
as a sustainable strategy in the integrated control of parasites in horses.

Key words: Strongyles, horses, integrated control, parasiticides fungus, gelatins.
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Aspectos a destacar:
e Tras la administracién de farmacos antiparasitarios a los caballos, éstos se reinfectan en

un periodo corto de tiempo.

e El aporte de gelatinas comestibles con esporas de los hongos nemat6fagos
Duddingtonia flagrans y Mucor circinelloides reduce la presencia de formas
parasitarias infectivas en el medio, retrasando la aparicion de huevos en las heces de los

caballos.

e Se recomienda el uso de hongos parasiticidas en el control integrado de parasitos en

caballos
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1. INTRODUCCION

1.1. Control integrado: explicacion de las fases enddgena y exdgena

Siempre que se pretenda plantear una estrategia de control antiparasitario, se debe tener en
cuenta que ademdas de emplear tratamientos antiparasitarios farmacoldgicos sobre los
organismos infectados, hay que actuar sobre el medio, es decir, prestar atencion tanto a la fase
enddgena como a la fase exdgena del ciclo biolégico del parésito. Si el animal solo recibe
tratamiento farmacoldgico, es muy probable que se reinfecte al cabo de poco tiempo debido a
que las larvas infectivas de los nematodos estrongilidos (L3) se encuentran en el pasto
esperando a ser ingeridas por su hospedador definitivo. Ademas, transcurrido un periodo de
tiempo, el efecto de los antiparasitarios podria decrecer debido a la aparicion de resistencias. Por
todo ello, se han descrito diversas técnicas que ayudan al control de las larvas en los pastos para
prevenir la infeccion de los animales, y cuando se aplican junto con antiparasitarios constituyen

lo que se denomina control integrado (Fig. 1).

heces, higiene,
disminuir
densidad de ,
animales ———
Control

wtegrado

Tratamiento
farmacoloégico

Fig. 1.- Componentes de un control integrado.

1.2. Control de la fase enddgena
En el interior de los distintos 6rganos y sistemas de los equinos se alojan diferentes formas

parasitarias, sobre todo en el aparato digestivo (Figs. 2 y 3). La prevalencia de ectoparasitos y
de agentes responsables de miasis resulta importante sobre todo en algunas areas geogréficas, y
en determinadas épocas del afio, por lo que tampoco constituyen una diana frecuente en el
control de parasitos de caballos. Como se coment6 anteriormente, son los antiparasitarios los

que ejercen su actividad sobre las formas que se encuentran en el interior de los caballos, es



decir, se orientan fundamentalmente a la eliminacion de los estadios que afectan a los estos

(actuan sobre la fase enddgena del ciclo bioldgico).

Estémago
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Gasterophilus Trichostrongylus
I Gasterophilus
- <
Recto
Oxyuris

Intestino delgado
Eimeria
Ascaridos
Estrongilidos
Anoplocephala
Gasterophilus
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Trichuris
Oxyuris

Fig. 2.- Parasitos del tracto digestivo de equinos.

En la Tabla 1 se resumen los estudios de prevalencia de infeccion en caballos desarrollados en
los ultimos 10 afios para determinar la presencia de parésitos. Como se puede ver, los mas
frecuentes son los nematodos gastrointestinales, por ello la mayor parte de los antiparasitarios
disponibles son nematocidas (Tablas 1 y 2). Es preciso destacar que estos resultados se
obtuvieron utilizando técnicas coproldgicas que permiten ver los huevos de parasitos en las

heces y, aunque son muy adecuadas, en algunos casos tienen poca sensibilidad.

Fig. 3.- Nematodos estrongilidos adultos en el lumen intestinal de un caballo.




Tabla 1.- Principales parasitos detectados en caballos en distintos paises.

Pais Cestodos Ascaridos Estrongilidos
ESPANA
Francisco et al. (2009a) 1% 5% 94%
ITALIA
von Samson-Himmelstjerna et al. (2009) 56%
ALEMANIA
Hinney et al. (2011) 14,3% 16,7% 98,4%
Relf et al. (2013) 4% 9% 56%
Rehbein et al. (2013) 28,5% 11,3% 60,8%
GRAN BRETANA
Rehbein et al. (2007) 24% 100%
TURQUIA
Glrler et al. (2010) 3,3 12 100%
MEXICO
Valdéz-Cruz et al. (2013) 90%
BRASIL
Teixeira et al. (2014) 8% 20% 100%
NIGERIA
Ehizibolo et al. (2012) 12% 12%
ETIOPIA
Seyoum et al. (2015) 21,4% 73,4%

De toda la informacion recabada, se puede concluir que la mayor parte de los caballos estan
parasitados por nematodos estrongilidos.

Pese a que se han detectado infecciones por protozoos (Eimeria leuckarti), practicamente no
existe informacion acerca de la eficacia de principios como el diclazuril o el toltrazuril,

ampliamente empleados en rumiantes y aves.
Otro grupo de infecciones parasitarias diagnosticadas en caballos son las trematodosis, pero

aunque parece que su distribucién no es muy amplia, es posible que en realidad se trate de un
grupo de enfermedades infravaloradas (Arias et al., 2012c).

Con respecto a la via de administracion de antiparasitarios, la via oral es la mas empleada en

caballos, principalmente como pasta, aunque en algunos casos también en forma de granulado.



Hace afios se utilizaban formulaciones inyectables, pero el riesgo de aparicién de alteraciones
secundarias como son la formacién de quistes en el punto de inyeccion o las infecciones
bacterianas secundarias, llevo a descartarla (Francisco, 2013). Existen resultados que indican la
idoneidad de la aplicacién topica o pour on de ivermectina, que son muy faciles de administrar,
y no requieren la inmovilizacion de los individuos. Este aspecto es especialmente importante
cuando se trata de caballos silvestres, como los autdctonos Pura Raza Galega (PRG) (Francisco
etal., 2011; 2012).

Los antiparasitarios empleados ofrecen una eficacia elevada en la mayoria de los casos, pero a

veces no se alcanzan los resultados esperados porque no se utilizan con buen criterio.

Grupo Especie Molécula Formulacion
L Diclazuril
Eimeria spp. - Oral
Protozoos PP Toltrazuril

Fasciola hepatica Triclabendazol

Trematodos Dicrocoelium dendriticum Albenqlaz_ol Oral
Netobimin
Anoplocephala spp. Praziquantel
(Cestodas Paranoplocephala spp. Pirantel ol
. ] Fenbendazol
Ascéaridos Parascaris Mebendazol
Ciatostor Oxibendazol
Nematodos ~ Estrongilidos o0 estréngilos Febantel Oral (pasta)
Piperazina
Oxilridos Oxyuris Ivermectina
Moxidectina
Ectoparasitos Sarna Ivermectina UjpLeES
Oral
. . Ivermectina
Miasis Gasterophilus spp. Moxidectina Oral

1.2.1. Pautas mas frecuentes para la desparasitacion de caballos

Resulta frecuente la administracion de antiparasitarios de manera sistemética, sin realizar
ningun tipo de analisis coproldgico, al igual que no se suele observar cuarentena a la llegada de
nuevos ejemplares. Debido a esto, muchas veces se administran farmacos aun cuando los

resultados coproldgicos son negativos. Para evitar esta situacion lo mejor es plantear una pauta
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de desparasitacion adecuada siguiendo la prescripcion veterinaria, basada en los resultados de la

coprologia, datos epidemioldgicos y criterios de terapia selectiva.

Las pautas de administracién suelen estar fijadas por el veterinario al cargo de la explotacion,
aungue en otros casos se ha demostrado que priman mas los consejos de los entrenadores, los
anuncios o que se utilizan de manera indiscriminada, sin conocimiento. Con respecto al calculo
de dosis esta se suele realizar mediante estimacion visual del peso. Estudios desarrollados en
Galicia recomiendan un control parasitario estacional (Francisco et al., 2009), siendo la
primera desparasitacion en primavera ya que es el momento 6ptimo para evitar el desarrollo de
la fase adulta de los estrongilidos. La segunda desparasitacion se recomienda realizar en otofio
ya que de esa manera se eliminarian los adultos. Sanchez (2012) realiz6 una encuesta entre
propietarios gallegos de caballos y comprobd que utilizaban lactonas macrociclicas que

administraban una vez al afio, normalmente en agosto.

1.2.2. Principales inconvenientes que plantean los tratamientos antiparasitarios de
rutina

a) Diana

Con la desparasitacién se consigue eliminar los parasitos que se encuentran en el interior de los
caballos. Entre los principales inconvenientes que surgen del control parasitario basado
Unicamente en la administracion de fAirmacos conviene destacar la aparicién de eficacia inferior
a la esperada. Este procedimiento podria estimular el desarrollo de cepas de parasitos resistentes
(von Samson-Himmelstjerna et al., 2007). Se conoce como resistencia antiparasitaria la
capacidad heredable de sobrevivir a la accion de farmacos parasiticidas. La caracteristica
primordial de esta definicion radica en la transmision de la perdurabilidad de una generacion a

otra, que la dota de una base genética (Kwa et al., 1995).

Como ya se ha indicado con anterioridad, en el suelo se desarrollan estadios infectivos (Fig. 4)
que constituyen un riesgo para la infeccidn y reinfeccion de los caballos, en especial para los
que se mantienen habitualmente en el pasto. En estos casos, la administracion de terapia
antiparasitaria constituye una solucién temporal al problema porgue si los equinos se mantienen
en habitats contaminados, sera necesario aumentar la frecuencia de administracion de
tratamiento (3-4 meses) (Hertzberg et al., 2014), practica que como se ha mencionado

previamente favorece la seleccion de resistencia antiparasitaria.
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Fig. 4.- En el suelo se encuentran larvas L3 de nematodos
estrongilidos que son ingeridas por los caballos cuando pastan.

b) Eficacia antiparasitaria

El efecto de farmacos antiparasitarios se mide, en general, en condiciones experimentales, en las
que se toman muestras de un grupo de animales infectados (de ser posible de forma
experimental) antes y después de la desparasitacion. EI método més empleado conlleva la
aplicacion de técnicas coproldgicas, que hacen posible la determinacién los recuentos fecales de
formas parasitarias de propagacion (huevos, quistes, ooquistes, larvas...).

Uno de los indices mas empleados es el FECR (reduccion de los recuentos fecales de huevos,
en inglés Fecal Egg Count Reduction), que se calcula con los resultados obtenidos del analisis
de muestras de heces recogidas antes y después del tratamiento, como se explica a continuacion:

FECR (%) = [1 — (Recuento fecalyost-tratamiento / RECUENtO feCalyre-tratamiento)] X 100

En el caso concreto de los nematodos estrongilidos, se siguen las indicaciones que establecio la
World Association for the Advancement of the Veterinary Parasitology (WAAVP), de modo que
se procede al andlisis de heces obtenidas antes del tratamiento y a los 10-15 dias. Se considera
gue un antiparasitario es eficaz si el resultado del FECR supera el 90%, dudoso si se encuentra
entre el 80 y el 90%, e ineficaz (resistencia) si desciende del 80% (Nielsen et al., 2013), aunque

este criterio no es unanimemente aceptado.

Con objeto de profundizar en el efecto de los antiparasitarios, inicialmente referido a la
infeccion por estrongilidos, se consideré adecuado valorar el ERP (periodo de reaparicion de
huevos en heces, en inglés Egg Reappearance Period, ERP). Este parametro aporta una
informacion muy Util para aclarar sobre qué fases de los parasitos acttan los tratamientos. Si el
ERP es superior al periodo de prepatencia, se trata de un farmaco activo frente a formas

juveniles y adultas, mientras que un ERP inferior puede indicar eficacia limitada frente a los
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estadios inmaduros, que completaran su desarrollo hasta convertirse en adultos, que eliminaran
huevos en las heces.

En los Gltimos afios, se ha afiadido una nueva interpretacion para el ERP en infecciones por
estrongilidos, asociandose la disminuciéon de este periodo (<5 semanas post-tratamiento con
ivermectina) a resistencia antiparasitaria (Lyons et al., 2008; Molento et al., 2008).

No parece desatinado tratar de relacionar la contaminacion de los pastos por formas parasitarias
(carga parasitaria en los prados) con el ERP, asumiéndose que periodos largos (>9 semanas
post-tratamiento con ivermectina) aportarian no solo informacion acerca de la eficacia del
producto sobre formas inmaduras, sino que también sefialarian escasa presencia de parasitos en
el medio. Por el contrario, si el ERP adquiere valores reducidos, se podria achacar a un limitado
efecto sobre los estadios juveniles, asi como a mayor contaminacion del pasto por formas

parasitarias.

1.2.3. Racionalidad en el tratamiento: Terapias selectivas

A pesar de la disponibilidad de farmacos eficaces, existen algunos aspectos relacionados con la
desparasitacion de los caballos que podrian reducir la eficacia esperada, entre los que cabe
destacar la ausencia de analisis periodicos para comprobar si existe infeccion parasitaria y el
agente etiologico, ni para evaluar el efecto del antiparasitario; la desparasitacion solo de
individuos de elevado valor econémico, o el tratamiento Gnicamente cuando se aprecia

visualmente pérdida de la condicion corporal (Francisco et al., 2011).

La deteccién de problemas asociados al tratamiento de caballos ha servido para plantear un uso
racional de los productos antiparasitarios, que permita mantener la eficacia de estos farmacos
sin aumentar la presidn selectiva de parasitos resistentes. En esta linea, al principio se insisti6 en
establecer las épocas mas adecuadas para la aplicacién de tratamientos, concluyéndose que eran
aquellas que entrafiaban un mayor riesgo, es decir, primavera y otofio (Nielsen et al., 2007).

Con el tiempo, el concepto de terapia selectiva ha evolucionado tratando de mantener la
racionalidad del tratamiento en base al establecimiento de criterios objetivos que faciliten la
toma de decisiones, en especial acerca de cuando es necesario tratar a los caballos. No resulta
sencillo adoptar razones unanimes que sean aceptadas en todo el mundo, por lo que esta idea no
se aplica con frecuencia (Francisco et al., 2012). En general, la terapia selectiva se basa en el
establecimiento de un valor de punto de corte de los recuentos de huevos en heces, que una vez
superado sefiala la necesidad de administrar tratamiento antiparasitario. Esencialmente, se

asienta este valor en los recuentos fecales de huevos de estrongilidos, estableciéndose en 100-
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300 HPG (Elsener y Villeneuve, 2009; Nielsen et al., 2010; Francisco et al., 2012; Schneider et
al., 2014).

La explicaciéon a la variabilidad del punto de corte estriba en la ausencia de acuerdo para
establecer a partir de qué cifras de eliminacion de huevos existen problemas de salud en los
equinos, o lo que es lo mismo, la dificultad de diferenciar parasitismo de parasitosis. También
es importante tener en cuenta la posible existencia de diferencias en la susceptibilidad
considerando la raza de los animales, o el historial de tratamientos aplicados. Resulta curioso
comprobar cémo en los paises del Norte de Europa (Dinamarca, Noruega, Finlandia, Suecia) se
asignan valores de 300 HPG para considerar el tratamiento de los caballos con antiparasitarios,
porgue se relacionan con un detrimento de su salud (Nielsen et al., 2010), mientras que en el
Sur (Espafia, Portugal) se pueden alcanzar eliminaciones superiores a 500-1000 HPG sin
observarse signos clinicos (Madeira de Carvalho, 2006; Madeira de Carvalho et al., 2007;
Francisco et al., 2009a, b). Una posible explicacién a esta aparente disparidad podria
encontrarse en las grandes diferencias que han existido hasta hace algunos afios, y que aun

perduran, en las frecuencia de desparasitacion de los caballos.

1.3. Control de la fase exdgena

Un numero elevado de parésitos desarrolla en el medio una fase exdgena de su ciclo, en la cual
completan una serie de etapas hasta alcanzar la fase infectiva. Los caballos se infectan cuando al
pastar ingieren con la hierba las fases infectivas de los parasitos. En la Tabla 3 se resumen las
formas infectivas mas frecuentes. Es posible encontrar fases inmdviles, como es el caso de los
ascaridos (Parascaris spp.), y otras dotadas de movilidad como las larvas de los estrongilidos,

gue en el suelo completan las fases de larva 1 (L1), L2y L3.

Tabla 3.- Fases infectivas mas frecuentemente localizadas en el suelo.

Fase infectiva Ubicacion
Cestodos Cisticercoide Interior de &caros oribatidos
Ascéridos Larva 2 Interior de huevo
Estrongilidos Larva 3 Libre en el suelo, especies vegetales

Los estadios infectivos de los cestodos son cisticercoides inmdviles que se encuentran en el

interior de acaros oribatidos, que se encargan de procesar la materia organica (heces).

Se han indicado algunos procedimientos para tratar de disminuir la presencia de larvas de

estrongilidos en el ambiente, como la retirada manual de las heces de los caballos al menos dos



14

veces/semana, o arar la superficie del terreno para que los parasitos queden expuestos a la
accion directa de la radiacion ultravioleta y sean destruidos (

2009). Medidas como rotacion de pastos, higiene, o disminuir la densidad de animales, son
Optimas para un buen control.

En las Gltimas décadas se ha desarrollado un nimero importante de investigaciones acerca de la
posibilidad del control bioldgico de las fases infectivas de ciertos parasitos que se encuentran en

el suelo.

1.3.1. Hongos parasiticidas como agentes preventivos de infeccion

Desde hace muchos afios se conoce que en condiciones normales, en el medio existe un
equilibrio entre diferentes organismos, entre los que se encuentran virus, bacterias, hongos y
parasitos. Entre las numerosas especies de hongos del suelo, algunas son capaces de desarrollar
actividad antagonista sobre ciertas fases de algunos parasitos, con objeto de obtener carbono y
nitrogeno (Arias et al., 2012b). Como se resume en la Tabla 4, algunas especies son
filamentosas y desarrollan hifas que se adhieren a la cubierta de huevos de parasitos, penetran y
destruyen el embridn interno, y se denominan ovicidas. Otras elaboran hifas en las que se
intercalan anillos o trampas, en las que quedan retenidas las fases mdviles (larvas) de

nematodos como estrongilidos, Ancylostoma... (Fig. 5).

Actividad Especie

Mucor circinelloides
Pochonia chlamydosporia
Ovicida Paecilomyces lilacinus
Verticillium chlamydosporium
Trichoderma atrobrunneum

Duddingtonia flagrans
Larvicida Arthrobotrys oligospora
Monacrosporium thaumasium

En base a que algunos de estos hongos filamentosos se pueden propagar en laboratorio, se han

utilizado algunas especies en pruebas in vivo e in vitro.



15

Fig. 5.- Algunos hongos filamentosos se adhieren a la cubierta de huevos de parasitos, penetran en
su interior y lo destruyen (izda.); otras especies elaborarn trampas en su micelio, en las que quedan
atrapadas larvas de algunos nematodos (dcha.).

a) Ensayos con hongos parasiticidas

La mayoria de los ensayos en caballos se han orientado al control de nematodos estrongilidos, y
por ello se han empleado especies larvicidas. Los primeros estudios se realizaron en Dinamarca,
y consistieron en la incorporacion de clamidosporas a muestras de heces de caballos parasitados
por ciatostominos (Bird y Herd, 1995). Se emplearon tres dosis de 1, 10 y 100 esporas de
Arthrobotrys oligospora y Duddingtonia flagrans por huevo por gramo de heces, y después de 8
dias, con 1 espora los porcentajes de reduccion de L3 resultaron de 40,5% y 32,1% para A.
oligospora y D. flagrans, con 10 esporas fueron de 87,4% y 90,5%, y con 100 de 95,8% y
93,9%.

El analisis del efecto de la adicion directa de tres dosis de clamidosporas de D. flagrans (0,1,
0,2, 0,4y 0,8 x 10°/ 100 g heces) sobre las heces de caballos Pura Raza Galega que eliminaban
huevos de ciatostominos, revel6d que el porcentaje de reduccion de L3 oscilaba entre el 91 y el

97% (Paz-Silva et al., 2011), concluyéndose que este efecto era dénsito-dependiente.

En un ensayo in vitro en placas Petri con D. flagrans se demostré una reduccion del 93,64% de
L3 de ciatostominos de caballos (Braga et al., 2009a). Mas adelante, al afiadir L3 de
Strongyloides westeri a las placas Petri previamente sembradas con D. flagrans,
Monacrosporium thaumasium y A. robusta, se consiguio disminuir los recuentos de L3 en un
80,4%, 79% y 72,8%, respectivamente (Araujo et al., 2010). Al repetir el ensayo con las heces
de asnos que recibieron por via oral esporas de D. flagrans y M. thaumasium, se obtuvieron
unos porcentajes de reduccion de las larvas de S. westeri del 62,7-85,3% y 76,7- 92,2%,
respectivamente (Araujo et al., 2012).
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Después de elaborar en el laboratorio pellets de alginato sddico con micelio de D. flagrans y M.
thaumasium, y porporcionarselos a caballos, Tavela et al. (2013) recogieron las heces y las
colocaron en placas Petri, a las que afiadieron a continuacion 1000 L3. Los resultados mostraron

una reduccion superior al 80% en los recuentos larvarios.

Larsen et al. (1995) demostraron que las clamidosporas de D. flagrans eran capaces de
sobrevivir al paso por el tracto digestivo de los caballos, y salir en las heces, sin perder la
capacidad de desarrollar el micelio. A continuacion, Wolstrup et al. (1996) comprobaron que D.
flagrans presentaba mejores porcentajes de supervivencia en las heces de caballos que A.
oligospora, sefialando la idoneidad de la primera para desarrollar experimentos en los que las

esporas se afiadian al alimento, para asegurar su presencia en las heces.

Una vez demostrada la utilidad de D. flagrans, se llevaron a cabo algunas pruebas de campo,
basadas en la administracién de clamidosporas en premezcla alimentaria fabricada de manera
artesanal (Larsen et al., 1996). De este modo, se consiguié reducir la presencia de L3 en el
suelo, y el riesgo de reinfeccion para los caballos. Fernandez et al. (1999) desarrollaron una
prueba que consistié en la administracion de 10° clamidosporas de D. flagrans/Kg p.v. a un
grupo de caballos, y observaron que al mantener las heces en el laboratorio la reduccion de las
L3 en los coprocultivos era del 98,4%. Cuando las heces se mantenian en un prado para que
soportaran las condiciones naturales, la infectividad se redujo en 85,8-99,4%. A partir de este
momento, en todos los ensayos con caballos se procedié a dosificar las esporas en funcién del
peso vivo de los caballos, al igual que si se tratase de farmacos antiparasitarios. Mas
recientemente, Buzatti et al. (2015) ensayaron tres dosis de 1,5x10° 3x10° y 6x10°
clamidosporas de D. flagrans/Kg p.v., y observaron que se reducia de forma significativa el

recuento de L3 de ciatostominos a partir de las 72 horas de la ingestion de las esporas.

Son escasos los estudios en condiciones de campo, ante la ausencia de informacién acerca de la
utilidad de D. flagrans en areas de climas calidos, Baudena et al. (2000) mezclaron las heces de
un caballo desparasitado y alimentado con una dosis de 2x10° clamidosporas de D. flagrans/Kg
p.v., con las heces de caballos parasitados por ciatostominos, y las depositaron en un prado. De
este modo demostraron que la presencia de D. flagrans disminuia los recuentos de L3 en un 66-
99%.

En vista de los excelentes resultados obtenidos mediante la administracién oral de
clamidosporas de D. flagrans, se consider6 la posibilidad de facilitar este procedimiento a los
propietarios/cuidadores de los caballos (Tabla 5). En esta linea, Braga et al. (2009b) prepararon
en el laboratorio pellets de alginato sédico con micelio del hongo larvicida, y administraron a un

grupo de caballos 1 g/10 Kg p.v./semana durante seis meses. Mediante andlisis coprologicos
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comprobaron una reduccion significativa en los recuentos fecales de huevos de ciatostominos,
asi como de L3 en muestras de hierba. Este efecto beneficioso se corrobord con un incremento
en la ganancia de peso de los equinos, de modo que los autores concluyeron que la preparacion
de pellets con micelio de D. flagrans constituia una herramienta muy atil para reducir la
presencia de ciatostominos en &reas tropicales como el sureste de Brasil. En un ensayo posterior
conducido en la misma region, Araujo et al. (2010) sefialaron de nuevo que D. flagrans y M.
thaumasium sobrevivian al tracto digestivo sin experimentar cambios en su capacidad predadora
de L3 de Strongyloides westeri. Sin embargo, en otro estudio desarrollado en el sur de Brasil se
lograron unos resultados un poco diferentes, puesto que a pesar de que mediante la
administracion oral de una dosis de 1x10° clamidosporas de D. flagrans a un grupo de potros se
consiguié disminuir la presencia de larvas L3 en el suelo, esto no se reflejé en los valores
fecales de eliminacion de huevos de ciatostominos, y no se obtuvieron diferencias en relacion

con el grupo testigo (De Almeida et al., 2012).

Tabla 5.- Ensayos de vehiculacion de esporas de hongos ovicidas.

Fernandez et al. (1999) Adsorbidas en cereales
Saguiés et al. (2011) En bloques minerales

Sagues et al. (2011) En bolos de liberacién controlada

Braga et al. (2009)

Casillas-Aguilar et al.(2007) Pellets caseros

Arias et al. (2012a) Solucién acuosa sobre el suelo

Arias et al. (2012b) Premezcla alimentaria

Cortifas et al. (2015)
Hernandez et al. (2016) Pellets nutricionales industriales
Arroyo et al. (2016

Gallardo (2016) Pan rallado

Almendros (2016) Gelatina de agar de algas

Se han ensayado otras formulaciones en equinos, como la elaboracion de premezclas
alimentarias de soluciones acuosas de esporas de D. flagrans. En el parque zoologico “Marcelle
Natureza”, se desparasitaron con ivermectina + praziquantel, cebras, asnos y burros africanos.
Durante el afio siguiente al tratamiento se les administr6 una premezcla preparada con
concentrado alimenticio a la que se afiadieron 2x10° clamidosporas D. flagrans/Kg p.v., y se
observaron unos valores de reduccion fecal del recuento de huevos de estrongilidos (FECR) que
oscilaron entre el 52% y el 95% (Arias et al., 2012c).
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Més recientemente, Hernandez et al. (2016) llevaron a cabo un ensayo que consistio en la
fabricacion de concentrado comercial con esporas de M. circinelloides y D. flagrans. Con esta
estrategia consiguieron que un grupo de caballos en pastoreo continuo no necesitase tratamiento

antiparasitario frente a estrongilidos durante un periodo de 60 semanas.

Resulta especialmente notable el esfuerzo realizado en los Gltimos afios en la bdsqueda de
formulaciones que faciliten la distribucion de esporas entre animales de diferentes especies,
aspecto clave para asegurar su utilizacion. El principal objetivo ha constituido en evitar
incrementar el trabajo a desarrollar por propietarios/criadores, que ha llevado a la formulacién
en diferentes preparados alimenticios (Tabla 5). Gran parte de estas formulaciones se han
elaborado de forma manual, en el laboratorio, y son escasos los ensayos con productos
obtenidos en fabrica (Cortifas et al., 2015; Arroyo et al., 2016; Hernandez et al., 2016). En la
Fig. 6 se recoge un breve resumen de la comparacion de algunas de las formulaciones de

esporas de hongos parasiticidas, en el que se destacan las principales ventajas e inconvenientes.

Bolos liberacion controlada ..
. . Adsorcion cereales
Concentrado Gelatina marina

. Pan rallado
Bloques minerales

Ventajas:

Ventajas: Muy buena
aceptacion.

Ventajas:

Facilidad de

. ., Buena aceptacion.
administracion.

Fig. 6.- Ventajas e inconvenientes de diversas formulaciones con esporas de hongos parasiticidas.




2. OBJETIVOS

1.- Desarrollar una estrategia para el control integrado de nematodos de caballos en pastoreo.

2.- Evaluar la eficacia de un procedimiento de control integrado de nematodos.

3.- Determinar el grado de aplicabilidad de la estrategia disefiada.
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3. MATERIAL y METODOS

En el presente estudio se disefid una pauta para el control integrado de parasitos en caballos,
basada en el analisis de heces, y en consecuencia en la administracién de tratamiento
farmacoldgico convencional (tratamiento curativo) y esporas de los hongos parasiticidas Mucor

circinelloides y Duddingtonia flagrans (tratamiento preventivo).

En el disefio inicial se preveia la utilizacion de caballos de dos centros, localizados en Ortigueira
(A Corufia) y Castro Riberas de Lea (Lugo). Sin embargo, a los cuatro meses se decidio
finalizar la experiencia en Ortigueira, porque no nos aseguraban el cumplimiento del protocolo

establecido.

3.1. Caballos

Entre los meses de junio de 2016 y mayo de 2017, se tomaron muestras individuales de heces
directamente del recto de 12 caballos adultos Pura Raza Galega (PRG) y cruces que se
mantienen en pastoreo continuo en dos prados de aproximadamente 2 Ha en la Granja “Gayoso
Castro”, situada en el municipio de Castro Riberas de Lea (43° 15 83°” N, 7° 05° 0”* O), que
dista 19 Km de la capital de la provincia. Se trata de un centro propiedad de la Diputacion
Provincial de Lugo, con la que el Grupo de Investigacion COPAR mantiene un convenio de
colaboracion cientifica desde hace méas de diez afios.

Fig. 7.- El presente estudio se llevd a cabo con caballos mantenidos en dos prados pertenecientes a la
Diputacion Provincial de Lugo.
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Los prados cuentan con un refugio para que se cobijen los caballos, comederos y bebederos.

Ademaés de hacerlo directamente del pasto (febrero-junio y octubre-diciembre), los equinos se

alimentan ad libitum con heno proporcionado periddicamente, y reciben concentrado

alimentario en pellets los martes y los viernes de cada semana.

3.2. Produccion de esporas de hongos parasiticidas y elaboracién de gelatinas

En primer lugar se prepararon placas (Petri) madre con gelatina comestible (Fig. 8), que se

sembraron con un inserto obtenido de otra placa madre de M. circinelloides o D. flagrans, y se

mantuvieron a temperatura ambiente hasta su empleo.

Fig. 8.- Placa madre con M. circinelloides.

Tabla 6.- Composicion del medio empleado para el
crecimiento de esporas de hongos parasiticidas.

H,O 1L
Trigo 125¢g
Caldo de pollo 500 mL
FhrAPS 0.423 mg

Para la obtencidon de cantidades elevadas de
esporas de M. circinelloides y D. flagrans,
se emple6 el medio de cultivo liquido
COPFr, compuesto a base de sales
minerales, trigo 'y una proteina
recombinante del tegumento del trematodo

Fasciola hepatica (FhrAPS), al que se

afiadié una preparacion comercial de caldo de pollo (Tabla 6).
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Se procedio a la preparacion de volumenes de 8

[

L en bidones de policarbonato de 15 L, que se
esterilizaron a continuacién en autoclave a
121°C y 16 min. Una vez enfriado hasta
alcanzar la temperatura ambiente, el medio se
dispuso en botellas de plastico de 500 mL (Fig.

9), proporcionadas por el establecimiento

Fig. 9.-Cultivo de M circinelloides en medio liquido. | hostelero ~ “Hostal ~Brios” (Lugo). Estos

recipientes se reutilizaron una vez tras lavarlos en lavavajillas y mantenerlos bajo luz

ultravioleta durante 30-60 min.

En cada botella se agregaron 150 mL de medio de cultivo y se dividieron en dos lotes; en el
Laboratorio del Grupo COPAR (GI-2120; USC) de la Facultade de Veterinaria de Lugo, en la
mitad de los recipientes se colocO un inserto de aproximadamente 4x4 cm extraido de placas
madre (Petri) con gelatina comestible y esporas de M. circinelloides; en el Laboratorio de
Aislamiento de Hongos de la Granja “Gayoso Castro” (Diputacion Provincial de Lugo), se
afiadio un inserto con esporas de D. flagrans a la otra mitad de botellas con medio de cultivo.
Transcurrido un periodo de 30-60 dias a temperatura ambiente, se procedid al recuento de
esporas en las botellas, recogiéndose a tal fin 30 uL de medio de cada botella, colocandolos
entre un porta y un cubre de vidrio, y examinandolos bajo microscopio dptico a 40X (Fig. 10).

‘Fig. 10.- Zigospora de M. circinelloides con esporas (izda.) y clamidosporas de
D. flagrans (dcha.)

De este modo, se seleccionaron todos los recipientes que alcanzaban una concentracién minima
de 10° esporas de M. circinelloides y 10° de D. flagrans, cuyo contenido se mezclé en garrafas
de 5 L. A continuacion se vertid el medio con esporas de ambos hongos parasiticidas en frascos
Erlenmeyer, colocando 200 mL del medio con 5 g de una mezcla de avena, melaza y gelatina
previamente esterilizadas en autoclave. Este medio se someti6 a la accion de microondas
durante 30 seg. Transcurrido este tiempo, se rellenaron moldes pasteleros de silicona o metal,

gue se mantuvieron en nevera a 4°C durante 1 hora aproximadamente. Posteriormente, las
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gelatinas se colocaron en cajas de pléastico que permanecieron en refrigeracion durante un

periodo méximo de 2 semanas (Fig. 11).

Fig. 11.- Las gelatinas se preparan en moldes, y se conservan en cajas de bléstico en refrigeracion,
durante un periodo maximo de 15 dias.

Mediante el recuento de esporas en cada una de estas porciones sefialadas, se comprobd la

presencia de > 3x10° esporas M. circinelloides + D. flagrans / gelatina a los 30 dias.

3.2.1. Grado de aceptacion de gelatina con esporas de hongos parasiticidas

Se emplearon 57 caballos de la provincia de Lugo, que nunca reciben premios, y raras veces
suplemento. La prueba consistio en administrar una gelatina a cada individuo (Fig. 12), y
cronometrar el tiempo que tardaban en ingerirla, recogiéndose los datos generados. Estos

resultados se muestran en la tabla 8.

=N

Fig. 12.- Aunque en la mayoria de los casos las gelatinas se proporcionaron enteras (izda.), a
veces resultd necesario trocearlas y mezclarlas con concentrado (dcha.).
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3.3. Protocolo de control parasitario en los caballos

En junio de 2016 se administré a todos los caballos un tratamiento a base de ivermectina topica,
que consistié en la aplicacion de una dosis de 50 mL Noromectin® / Kg. p.v. en su dorso. (Fig.
13)

Fig. 13.- En el presente trabajo se administraron dos tratamientos antiparasitarios, a
base de ivermectina tépica (izda.) y oxibendazol en granulado (dcha.).

Posteriormente, en el mes de noviembre se administré de nuevo a todos los caballos una dosis

oral de 50 mg de oxibendazol en granulado (Oxibendaziven®) / Kg p.v.

Con el fin de proceder al desarrollo del estudio se establecieron dos grupos de caballos:

G-E: 5 equinos (4 caballos y 1 yegua) mantenidos en el prado 1, que cada martes y
viernes se suplementan con 1,5 Kg de concentrado en pellets para caballos
(Forequus®). (Fig. 14) Ademéas, desde el momento de la Gltima desparasitacion
con oxibendazol y hasta el mes de mayo de 2017, cada individuo recibié al
mismo tiempo que el concentrado, una gelatina que contenia una cantidad

minima de 10° esporas de M. circinelloides y de D. flagrans.

G-T: 7 equinos (2 caballos y 5 yeguas) que se alimentaban en el prado 2, y ademas
recibian dos veces/semana (martes y viernes) 1,5 Kg del mismo concentrado
que los caballos del grupo G-E (Fig. 14)
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Fig. 14.- Enel presente estudio se epleron 12 aballos ue se dividieron en dos grupos,
G-E (alimentados con gelatinas con esporas) y G-T (sin gelatinas).

3.4. Evaluacion de la eficacia del control parasitario

3.4.1. Técnicas coprologicas

Para conocer el efecto de las medidas de control parasitario, se tomaron heces directamente del
recto de cada caballo (y evitar asi la contaminacién con larvas de nematodos de vida libre), que
se analizaron mediante las técnicas coprolégicas de flotacion con solucion salina saturada,
sedimentacién y migracion larvaria. Las muestras han de procesarse con prontitud, y si no es
posible, se han de conservar refrigeradas para evitar que continlie la evolucion de las formas

parasitarias y esto dificulte su identificacion.

a) Flotacion: técnica basada en el empleo de soluciones de alta densidad (recomendandose la
solucion saturada de NaCl) para la deteccion de huevos de cestodos y nematodos
gastrointestinales. Consiste en emulsionar 3 g de heces en 42 mL de agua hasta su completa
disolucidn, filtrar por un tamiz de 150 um de didmetro de poro, y centrifugar el filtrado en tubos
de 12 mL a 1500 rpm durante 10 min. Descartado el sobrenadante, el sedimento se
homogeneiza con solucion salina saturada (p= 1,20 g/dL) y se rellenan las dos celdillas de una
camara McMaster, para visualizar con la ayuda del microscopio la parte alta de la camara en
donde se encontraran los huevos. Es importante recordar que el tiempo del procesado a la hora

del recuento en la cdmara ha de ser breve porque la solucién salina deforma los huevos.

b) Sedimentacion: indicada para el diagnostico de trematodos. Se disuelven 3 g de heces en un
volumen de agua (sin precisar), se filtra a través de una malla de 150 um, y se recoge en copas

de decantacion de 1 L. Transcurridos 15-20 min, se tira el agua hasta ajustar el volumen a 500
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mL. Esta operacion se repite hasta dejar el volumen en 50 mL. Se procede a rellenar la cAmara

McMaster y observar bajo microscopio, enfocandose en este caso la parte inferior de la camara.

c) Coprocultivo: se aplica para conocer los géneros de nematodos gastrointestinales que pueden
encontrarse en las heces. La finalidad es favorecer el desarrollo de los huevos de nematodos
gastrointestinales estrongilados hasta L3, que se pueden identificar a nivel de género (en
ocasiones incluso de especie) mediante claves morfoldgicas (Madeira de Carvalho et al., 2007).
Se colocan 20 g de heces en una caja de plastico, provista con una tapa agujereada para facilitar
su aireacion, y se mantienen en estufa a 25°C durante 15-20 dias, humedeciéndolas con

regularidad.

d) Migracion larvaria: utilizada habitualmente para recuperar las larvas presentes en las heces,
como podria ser el caso de nematodos broncopulmonares. En el presente estudio se aplico a la
obtencion de las L3 de los coprocultivos. Se colocan 10 g de heces en un filtro de papel, que se
lleva a un embudo con un tubo de goma provisto en su extremo final de una pinza o clamp. Se
afiade agua tibia hasta humedecer completamente la materia fecal, y se recoge el fluido después
de 18-24 h; el andlisis se realiza en cAmaras de Favati.

3.4.2. Parametros de eficacia

La eficacia de los antihelminticos empleados se constaté mediante la recogida de heces en el
momento de la desparasitacién, y a los 15 dias post-tratamiento, siguiendo las indicaciones de la

WAAVP (Kaplan 2004), que como se ha mencionado, se basa en la estimacion del FECR:

FECR (%)= [1 — (HPGdia 15 / HPG dia 0)] x 100

(HPG: recuento de huevos por gramo de heces)

En base a los resultados de los analisis de heces, se calcul6 el porcentaje de reduccion de

caballos positivos por coprologia (RCP):

RCP (%)= [1 — (CPdia 15 / CP dia 0)] x 100

(CP: niimero de caballos positivos por coprologia)
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Estas formulas se aplicaron también con frecuencia mensual para conocer las variaciones de las

cifras de eliminacion de huevos en los dos grupos, y el porcentaje de positividad en los caballos.

Finalmente, se determind el periodo de reaparicion de huevos en heces o ERP, definido como la
semana después de la desparasitacion de un équido, en la que el FECR alcanza valores
inferiores al 90% (con un intervalo de confianza del 95%) (Nielsen et al., 2013).

3.5. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron mediante ANOVA, con el paquete estadistico SPSS

version 20.0. Se consider6 que las diferencias eran significativas cuando P< 0,05.

Todos los datos se analizaron con el test de Kolmogorov-Smirnov para saber si seguian una
distribucion normal o no. También se aplicé un test de homogeneidad de varianzas, para saber si

habia diferencias entre estos parametros.

3.6. Resumen de las actividades realizadas y coste
Para poder llevar a cabo este estudio se acudio a la Granja “Gayoso Castro”, situada a 19 Km de

la ciudad de Lugo, tanto para proceder a la toma de muestras como para elaborar las gelatinas,

realizando 104 desplazamientos a esta localizacion, 1o que supone un coste de 751€.

El nmero de muestras de heces recogidas suman un total de 156, que se reparten en 24 de ellas
para la valoracion de los dos tratamientos farmacoldgicos (Ivermectina y Oxibendazol) y el
resto (132) para la monitorizacion del control parasitario en ambos grupos durante todos los
meses del estudio. De cada una de las muestras, se realizd flotacion, sedimentacion,
coprocultivo y una migracion, por lo tanto se realizaron 640 analisis coproldgicos. El precio
habitual para este tipo de andlisis se encuentra entre 3-6€/muestra, lo que significa que el
montante total resultaria de 1920-3840€.

Se administraron un total de 360 gelatinas al grupo G-E, gastando en su produccion 14,4 L de

medio y 1,152 Kg de gelatina. El coste directo de la obtencion de cada gelatina ascendié a 0,1€.
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4. RESULTADOS y DISCUSION

4.1. Eficacia de antiparasitarios convencionales

Mediante coprologia solo se observaron huevos de

nematodos gastrointestinales estrongilidos en las % _
heces (Fig. 15), y no se detectaron protozoos o m
cestodos. La prueba de sedimentacion resulo - 9
negativa. ; ‘iéf -

p

?:ig. 15.- Los caballos del estudio eliminaban en
las heces huevos de nematodos estrongilidos.

Al realizar coprocultivos antes de la administracion de la lactona macrociclica, en las heces de

los caballos se identificaron L3 de ciatostominos (también conocidos como pequefios

estréngilos), y la mayoria pertenecian al género Cyathostomum (Fig. 16).

4% pitatus

19% m s.l.
Cyathostomum s.I.
D

12%
ostomum s.l.
C

Fig. 16.- Los caballos en pastoreo se encontraban infectados por ciatostominos.

En la Tabla 7 se puede observar que la aplicacion topica de ivermectina en el mes de junio
resultd muy eficaz, con valores del FECR del 99-100% y del RCP del 80-100%. EIl periodo de
reaparicion de huevos (ERP) se estim6 en 2,5 meses (10 semanas), similar al detectado en

estudios desarrollados previamente en la Comunidad Auténoma Gallega (Francisco et al., 2012;




29

Hernandez et al., 2016). También se han obtenido valores del FECR del 100% al aplicar
ivermectina por via oral en pasta (Rossano et al., 2010; Sokol et al., 2015).

Con la administracion de oxibendazol en granulado en el mes de noviembre, se obtuvieron unos
valores de eficacia notables, como se deduce de la estimacion del FECR (96-98%) y RCP (60-
85%). En este caso, el ERP resultdé de 1,5 meses (6 semanas). No existen muchos estudios
acerca del efecto de este bencimidazol sobre los estrongilidos, pero Lyons et al. (2008)
sefialaron una completa inactividad (FECR= 0%). En Galicia, Francisco (2010) obtuvo una

eficacia (FECR) del 94% al utilizar otro farmaco de la misma familia, el fenbendazol.

Tabla 7.- Valores del FECR en caballos bajo control parasitario.

FECR RCP FECR RCP
99 80 100 100
90 20 99 71
65 0 74 0
62 0 73 0
63 0 55 0
96 70 98 90
62 0 75 0
21 0 2 0
18 0 2 0
26 0 0 0
15 0 0 0

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran una eficacia similar con la lactona
macrociclica (ivermectina) y con el bencimidazol (oxibendazol), pero difieren en el ERP. El
periodo que transcurre entre que los équidos ingieren las L3 de estrongilidos y la aparicion de
los huevos en las heces se denomina periodo de prepatencia, y tiene una duraciéon de 8-11
semanas (Corning, 2009). Cuando el ERP es inferior al periodo de prepatencia, se concluye que
el farmaco es eficaz frente a los parasitos adultos que se encuentran en el lumen intestinal, y

presente escasa o nula actividad contra las formas inmaduras. Profundizando en esta hipétesis,
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también se ha planteado la sospecha de resistencia a algunos antihelminticos para explicar la
aparicion de huevos en periodos inferiores a 10 semanas post-tratamiento (Larsen et al., 2011).
En base a estas consideraciones, los datos presentados en este estudio reflejan una mayor
actividad de la ivermectina tdpica sobre las larvas de los estrongilidos.

Otro aspecto a considerar es la variacion en los valores del RCP. En los dos grupos empleados
en el presente estudio, todos los équidos eliminaban huevos a los 2,5 meses del tratamiento con
ivermectina topica, en tanto que este periodo se acortd a 1,5 meses al administrar oxibendazol
(Tabla 6). De estos resultados se deduce que el grado de contaminacion por estrongilidos en
cada prado es mucho mas elevado después del tratamiento de los équidos con el bencimidazol,
contribuyendo a incrementar el riesgo de infeccidon cuando pastan. Teniendo en cuenta que el
régimen era de pastoreo continuo porque los équidos siempre se mantuvieron en el mismo
prado, esto supone un grave problema, que refuerza la necesidad de disponer de medidas para el

control de las formas parasitarias que se encuentran en el suelo.

4.2. Grado de aceptacion de las gelatinas

En la Tabla 8 se resumen los datos obtenidos al ofrecer las gelatinas con esporas de M.
circinelloides y D. flagrans a équidos de la provincia de Lugo. Dos de cada tres ingirieron la
gelatina en menos de 5 segundos, y la mayoria (tres de cada cuatro ) lo hicieron empleando
menos de 30 s. Resultd necesario trocearla en el 10% de los casos, y solamente el 7% de los

équidos se negaron a ingerir la gelatina.

Tabla 8.- Grado de aceptacion de gelatinas con esporas de hongos ovicidas entre

caballos (n=57).

Tiempo N %

<5s 38 67

5-30s 6 11

30s-1min 3 5

Hubo que trocearlo 6 10

Rehuso 4 7
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Estas observaciones sefialan que la gelatina elaborada en el presente estudio resulta altamente
apetecible para los équidos, lo que asegurard que estos animales la ingieran sin problema,
facilitando asi la administracién de una cantidad adecuada de esporas de hongos parasiticidas
que han de actuar sobre los parésitos en las heces.

4.3. Cinética de eliminacion de huevos de estrongilidos

En la Figura 17 se representan las variaciones mensuales de los recuentos fecales de huevos de
estrongilidos. Como se mencioné anteriormente, después de la administracion de ivermectina
topica no se detectaron huevos en las heces de los dos grupos de équidos; a partir del mes de
agosto aumentaron los valores de eliminacion, y en septiembre se alcanzaron cifras superiores a

los 300 HPG (huevos por gramo de heces).
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Fig. 17.- Variaciones mensuales de los recuentos de huevos de estrongilidos en heces de caballos
en pastoreo continuo. (*: diferencias estadisticamente significativas).

En el mes de noviembre se obtuvieron recuentos de 600 HPG en el grupo G-T, y de 350 HPG
en el G-E, motivo que nos llevé a considerar la aplicacion de antiparasitario de nuevo (Fig. 13).

Se escogio el oxibendazol a fin de rotar el principio activo. A pesar de que la eficacia también
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fue elevada, en el G-T se obtuvieron recuentos superiores a 600 HPG después de 2,5 meses, y al
final del ensayo (mayo, 2017) en torno a 800 HPG, datos que sefialan la necesidad de

administrar nuevos tratamientos a estos individuos.

Los équidos del grupo G-E, a partir de noviembre
recibieron cada martes y viernes gelatinas con esporas de
M. circinelloides y D. flagrans (Fig. 18). Se comprobé que
en enero aumentaron los recuentos fecales de huevos de
estrongilidos, hasta alcanzar valores medios alrededor de
280 HPG hasta el final del estudio. Tres de los équidos de

este grupo presentaron tasas de eliminacion de huevos

superiores a 300 HPG. ]
Fig. 18.- Equidos del G-E ingiriendo
gelatinas con esporas parasiticidas.

Al observar que los datos de eliminacion fecal de huevos

no se ajustaban a una distribucién normal (Z= 2,057, P= 0,001; Kolmogorov-Smirnov), y que
las varianzas no eran homogéneas (F= 10,048, P= 0,002; Levene), se aplicd la prueba no
paramétrica “U” de Mann-Whitney para establecer diferencias entre los dos grupos,
obteniéndose diferencias estadisticamente significativas en el conjunto del estudio (U= -2,599,
P= 0,009). Teniendo en cuenta que se aplicaron dos antihelminticos diferentes en junio y
noviembre, se dividio el estudio en estas dos etapas, observando que en el primer semestre
(junio-noviembre) las diferencias no eran significativas (U= -1,107, P= 0,268), al contrario que
en el segundo semestre (diciembre-mayo), en el que se administraron las gelatinas a los équidos
del G-E (U=-2,851, P=0,004). Estas diferencias se establecieron en los meses de marzo, abril y
mayo del segundo semestre (Fig. 13).

Los resultados del presente estudio coinciden, en parte, con los obtenidos por Hernandez et al.
(2016) en caballos en pastoreo continuo suplementados con pellets nutricionales elaborados de
forma industrial con esporas de M. circinelloides y D. flagrans, aunque en este caso solo uno de
los équidos superaba la mencionada tasas de eliminacion. La aparente disparidad que se observa
entre ambos ensayos podria deberse a la diferente frecuencia de administracion de esporas
observada, asi como a su formulacion. En la presente investigacion, las gelatinas se
administraron dos veces/semana, martes y viernes, en tanto que en el trabajo de Hernandez et al.
(2016) los équidos recibian diariamente 2,5 kg de concentrado alimentario (pellet) con esporas
de los hongos parasiticidas (a una concentracion de 2.10° esporas de cada especie/kg
concentrado), lo que equivale a una cantidad diaria de 5-10° esporas. Las gelatinas se preparan

con 40 mL de un medio con una concentracion media de 10* esporas/mL, que significan 4-10°
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esporas/dia. De este modo, se estima que la cantidad diaria de esporas recibidas por los équidos

del G-E es 12,5 veces inferior a la del estudio mencionado.

Teniendo en cuenta que las gelatinas se administraron dos veces/semana, al comparar ambas
investigaciones resulta que en el presente estudio los équidos recibieron 8-10° esporas/semana,
por 35-10° esporas/semana en la investigacion con pellets, es decir, existe una diferencia de
43,75 cada semana.0

30 um |

. o e

Fig. 19.- Esporas de M. circinelloides (izda.) y D. flagrans (dcha.) en las heces de los
équidos del grupo G-E, que les fueron administradas mediante gelatinas.

Los datos obtenidos mediante la administracién de gelatinas con esporas de hongos parasiticidas
a équidos en pastoreo continuo confirman que esta formulacién también es muy apropiada para
asegurar su presencia en las heces de los equinos (Fig. 19), de modo que constituyen otro
procedimiento muy interesante para desarrollar actividades orientadas a la prevencion de

infecciones por nematodos estrongilidos en animales.

Como se indico previamente en la Tabla 5, el descubrimiento de que las esporas de algunos
hongos filamentosos tenian la capacidad de resistir el paso a través del tracto gastrointestinal sin
experimentar alteraciones (Araujo et al., 2004), impuls6 la realizacion de diferentes
formulaciones para conseguir que en la materia fecal de los animales infectados se pongan en
contacto los huevos de parasitos con sus antagonistas naturales, en este caso algunas especies de
hongos saprofitos. En los ultimos afios, se han realizado notables esfuerzos para garantizar este
control biolégico, examinando en especial nuevas vias de dispersion practicas y comodas, que
no aumenten el trabajo de cuidadores/criadores.

Para este prop6sito, la via oral parece la mas adecuada, teniendo en cuenta que la accién de los
hongos sobre los parasitos interrumpe su desarrollo, evitando que un porcentaje importante

alcance la fase infectiva, lo que disminuye el riesgo de infeccion de los animales (Suérez, 2017).
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Como ha sido citado en la Introduccion, en estudios iniciales las esporas se proporcionaban
adsorbidas en cereales (Fernandez et al., 1999); posteriormente se sucedieron experimentos para
analizar otras formulaciones, como bloques minerales o de liberacién controlada (Sagues et al.
2011). El siguiente paso consistié en la fabricacion manual/laboratorial de pellets nutricionales
con esporas 0 micelio (Araujo et al., 2004), que afios més tarde se realizaria de forma industrial,
en una fabrica de alimentos para animales (Hernandez et al., 2016).

A la hora de considerar la administracién de esporas a équidos, es indispensable tener en cuenta
gue en muchas situaciones la alimentacion se basa mayoritariamente en el aprovechamiento de
pastos en regimenes semi-extensivos, como sucede en regiones del Noroeste Peninsular (Paz-
Silva et al., 2015). En estos casos, no es frecuente la suplementacién diaria con concentrado,
cereales, etc., lo que dificultaria la distribucion de los hongos entre los animales. En el
conocimiento de que resulta bastante comun proporcionar pan (revenido) duro a los caballos, en
un estudio reciente se determind la utilidad del pan rallado para propagar esporas de hongos
parasiticidas, que posteriormente se administraron en forma de harina de pan a caballos en
pastoreo continuo; los resultados mostraron que en las heces de los caballos disminuia la

viabilidad de las larvas L3 de estrongilidos en més de la mitad (Gallardo, 2016).

Una costumbre extendida entre los propietarios/cuidadores de caballos consiste en premiarlos
cuando se comportan del modo esperado, realizan correctamente un ejercicio, o simplemente
para manifestarles carifio y atencion. Con esta idea, Almendros (2016) desarroll6 un estudio
para propagar hongos ovicidas en productos a base de agar (procedente de algas marinas), y una
vez alcanzada una concentracion en torno a 3-10° esporas/gelatina, se administraron a équidos
en pastoreo. Esta gelatina resulté muy apetecible y palatable, y después de cinco dias de ingesta
continuada, la viabilidad de las L3 de estrongilidos en las heces disminuy6 mas del 50%. La
utilidad de este método para obtener (y proporcionar) cantidades elevadas de esporas, junto con
el grado de aceptacion entre los équidos, hacen de esta formulacion una herramienta muy
beneficiosa para desarrollar medidas preventivas basadas en el control bioldgico de paréasitos en
las heces de individuos infectados. Sin embargo, pueden surgir algunos inconvenientes, entre
los que se encuentra el periodo de tiempo que ha de transcurrir desde que se siembran las
gelatinas hasta que tienen una cantidad éptima de esporas, en torno a 30 dias a temperatura
ambiente. Durante este intervalo, es necesario extremar las precauciones no solo para conseguir
un desarrollo 6ptimo de los hongos, sino también para evitar contaminaciones por otros

microorganismos, la accion perniciosa de &caros, o incluso el derretimiento de la gelatina.

A diferencia del trabajos anteriores, en la presente investigacion se recurri6 a la fabricacion de

gelatinas con el medio de cultivo con una concentracion minima de 10° - 10° esporas/mL, que
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una vez elaboradas ya se pueden ingerir, y no hace falta esperar a que transcurra un periodo de
tiempo determinado. Ademés resulta un metodo méas econdmico debido a que se emplea
gelatina de hosteleria y no hay que asumir el elevado precio del agar-marino. Otras ventajas
(Fig. 20) consisten en que la gelatina se prepara con colageno porcino, que supone ademas un
aporte afiadido muy beneficioso de un nimero importante de aminoéacidos y de colageno. El
inconveniente de esta formulacion podria radicar en la necesidad de conservar bajo

refrigeracion.

Gelatina con colageno

Inconvenientes:

Necesidad de refrigeracion

Fig. 20.- Ventajas e inconvenientes de la nueva formulacion con hongos parasiticidas.
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5. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en el presente ensayo se concluye que:

1.- La asociacion de un tratamiento antiparasitario eficaz con la elaboracion de
gelatinas comestibles con esporas de hongos parasiticidas, ofrecen una estrategia

muy Util para el control integrado de nematodos de caballos en pastoreo.

2.- La aplicacion de un procedimiento de control integrado de nematodos hace
posible reducir la frecuencia de desparasitacion de caballos en pastoreo.

3.- Una estrategia de control integrado de nematodos basada en la administracion
de gelatinas comestibles a base de colageno es completamente asumible por los

propietarios/cuidadores de caballos.
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7. INDICE DE ABREVIATURAS

pL: Microlitros

cm: Centimetros

COPAR: Grupo de Investigacion Control Parasitario (GI-2120, USC)
dL: Decilitros

EPG: Esporas por gramo de heces

FECR: Reduccion del recuento de huevos en heces (Fecal Egg Count Reduction)
Fig.: Figura

g: Gramos

G-E: Grupo esporas

G-T: Grupo testigo

Ha: Hectareas

HPG: Huevo por gramo de heces

L: Litro

L1: Larval

L2: Larva 2

L3: Larva 3

min: Minutos

mL: Mililitros

NaCl: Cloruro sodico

p.V.: peso vivo

PRG: Pura Raza Galega

RCP: Porcentaje de reduccion de caballos positivos por coprologia

RPM: Revoluciones por minuto
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