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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue
evaluar los efectos de seis cepas de Bacillus
thuringiensis sobre la motilidad de cestodos de
Dipylidium caninum in vitro. Una concentracion
de 10mg/ml de esporas y cristales de la cepa
GP526 Bacillus thuringiensis redujo la motilidad
de Dipylidium caninum en 100% partir de las 9
horas posteriores a la incubacién in vitro en
comparacién con el grupo control (P<0.05). Se
concluye que la cepa GP526 de B. thuringiensis
inhibe la motilidad de D. caninum. Una
aplicacion practica de estos resultados, podria
centrarse en el diseho de farmacos que
contengan toxinas de B. thuringiensis y sean
empleadas como antihelminticos de amplio
espectro en especies animales de compafia
como el perro.
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the
effects of six strains of Bacillus thuringiensis on
the motility of cestodes of Dipylidium caninum in
vitro. Ten mg/ml of spores and crystals of GP526
Bacillus  thuringiensis  strain decreased
Dipylidium caninum motility 100%, nine hours
after in vitro incubation in comparison with the
control group (P<0.05). It was concluded that
GP526 Bacillus thuringiensis strain inhibits
motility in Dipylidium caninum. One practical
application from these results could be the
development of drugs containing toxins of
Bacillus thuringiensis used as broad spectrum
anthelmintics in company animal species like
dogs.

Keywords: Dipylidium caninum, Bacillus
thuringiensis, Biological control.
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INTRODUCCION

La Dipilidiasis es una enfermedad
parasitaria causada por un céstodo adulto
que infecta al perro, gato, y carnivoros
silvestres (Molina et al., 2003); ademas en
ocasiones es capaz de infectar al humano,
por lo que tiene importancia en salud
publica (Bowman, 2004). A nivel mundial se
ha referido que existen humanos infectados
con Dipylidium caninum (D. caninum), al
respecto es importante considerar que el
perro convive de una manera cercana con
el hombre y sobre todo con nifios, que son
los que tienen mayores posibilidades de
infectarse (Bowman, 2004; Molina et al.,
2003).

En su estado adulto D. caninum
tiene cuerpo aplanado dorsoventralmente,
de color blanco amarillento o gris claro y
para su estudio morfoldgico se puede dividir
en tres regiones: escolex, cuello, vy
proglétidos; los cuales segun su estado de
desarrollo se clasifican en inmaduros,
maduros y gravidos (Quiroz, 2003;
Bowman, 2004). El céstodo adulto puede
llegar a medir varios centimetros,
alcanzando una longitud de hasta 50cm
(Hendrix, 1998)

Los céstodos no poseen aparato
digestivo, por lo que su alimentacion se
realiza a través de su tegumento, o también
llamada pared corporal (Hendrix, 1998), por
un proceso de absorcion del material
semidigerido que se localiza en el habitat
intestinal del huésped, del cual extraen los
nutrientes necesarios para sobrevivir y
reproducirse, el céstodo D. caninum es un
parasito hermafrodita (Bowman, 2004).

En diversos paises como Espafia se
han referido frecuencias que van desde el
25% hasta un 38% de (Martinez-Carrasco
et al., 2007). En la Republica Checa, en el
periodo 1998-2000, se refirio que la
frecuencia de D. caninum fue de 0.7% de 26
perros detectados como positivos a
parasitos gastrointestinales (Dubna et al.,
2007).
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En Alemania, se determiné que la
frecuencia en examenes coprolégicos para
D. caninum practicados a perros y gatos fue
de 0.4% y 0.1% respectivamente, de un
total de 8438 caninos y 3167 felinos
(Barutzki y Schaper, 2003). En la Republica
de Iran, en 83 perros analizados en las
provincias de Azarbaijan, Kordestan vy
Kermanshah, ubicadas al Oeste de Iran; la
frecuencia de D. caninum fue de 38.5%
(Dalimi et al., 2006). En China, se ha
observado una frecuencia de D. caninum
del 1%, de un total de 371 perros
examinados (Budke et al., 2005).

En el Sur de Africa en colectas de
muestras de sangre, heces, corazon,
pulmones, y tracto gastrointestinal completo
de 63 perros destinados a la eutanasia. Se
concluyé que el céstodo mas comun fue D.
caninum, con una frecuencia de 44%
(Minnaar et al., 2002).

Las frecuencias referidas
anteriormente demuestran que el céstodo
adulto se encuentra distribuido en varios
paises del mundo y que su frecuencia esta
entre 0.1 a un 44%.

Para México, especificamente en el
estado de Yucatan, en 150 perros callejeros
capturados de diversas partes de la Ciudad
de Mérida, al realizar las respectivas
necropsias se refiri6 que la prevalencia de
D. caninum fue de 52%, y que en forma
general las infecciones con dicho parasito
tienen asociacién con otras parasitosis
(Rodriguez-Vivas et al., 1996), por otra
parte; en Querétaro en 201 perros
sacrificados en el periodo Mayo-Septiembre
de 2000, se refiere que la frecuencia de
céstodos fue de 58.2% dentro de los cuales
D. caninum estuvo presente en un 54.7%, y
que las hembras se infectaron en mayor
proporcion que los machos (Fernandez y
Canto, 2002).

En la Ciudad de Meéxico, en un
estudio llevado a cabo en 120 perros, se
encontraron parasitos en 102 perros (85%),
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dentro de los cuales el céstodo mas
frecuente fue D. caninum, encontrandose en
72 perros, con una frecuencia del 60%
(Eguia et al., 2005).

Las frecuencias existentes justifican
el estudiar a este céstodo ya que afecta a
animales de compafia y desde luego como
ya se mencion6 al humano.

Con el propodsito de controlar a D.
caninum se han instituido tratamientos que
consisten en el empleo de farmacos como
el Prazicuantel en solucion tépica, el cual
presentd una eficacia del 100% contra D.
caninum en gatos (Charles et al., 2005).

Es importante considerar que la
pulga, al ser el huésped que aloja a la fase
de cisticercoide ha sido controlada con
diversos métodos, que involucran desde
medidas generales de higiene, el empleo de
collares anti pulgas y hasta el uso de
farmacos (McTier et al., 2000).

Tomando en cuenta la posibilidad de
que D. caninum pueda desarrollar
resistencia en un futuro a los productos
quimicos ya existentes utilizados para su
control, o bien; que hoy en dia ya se haya
llevado a cabo tal proceso sin que se
encuentre documentado, se planted el uso
de toxinas de Bacillus thuringiensis (B.
thuringiensis) para llevar a cabo un control
biolégico alternativo de dicha parasitosis.

B. thuringiensis es una bacteria
Gram  positiva, formadora de esporas,
aerobia estricta y ubicua, pues se ha aislado
de distintos sistemas como agua, suelo,
insectos muertos, hojas de plantas,
telaranas, entre otros; la cual es empleada
para el control de plagas que afectan a
cultivos (Schnepf et al., 1998).

La actividad entomopatdgena que B.
thuringiensis posee se debe a la presencia
de inclusiones proteinicas que pueden ser
distinguidas como cristales, las cuales
tienen propiedades insecticidas (Bravo et
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al., 1998, Yu et al., 2000), por tal motivo es
de gran ayuda la caracterizacion de cepas
de B. thuringiensis para entender el papel
de dicha bacteria en el ambiente y la
distribuciéon de genes; ya que desde la
primera clonacién de un gen Cry (Schnepfy
Whiteley, 1981), mas de 400 genes Cry han
sido caracterizados, por lo cual; las
proteinas que B. thuringiensis produce son
un método de los mas exitosos para llevar a
cabo un control biolégico de plagas
agricolas (Schnepf, 1995; Federici, 2005).

Los genes de las proteinas
insecticidas Cry son clasificados en grupos
de cryl a cry28 y los grupos de proteinas
Cyten cytl y cyt2 (Yu et al., 2000). Dichas
proteinas son sintetizadas como protoxinas
inactivadas de alrededor de 130 kDa (Bravo
et al., 2002), después de ser ingeridas por
un insecto susceptible, las proteinas Cry se
disuelven en el intestino del insecto donde
la mayoria de éstas son activadas por las
proteasas intestinales (Letowski et al.,
2005).

Por otra parte, B. thuringiensis
produce un gran numero de componentes
extracelulares, tales como fosfolipasas,
proteasas, quitinasas, y otras toxinas, tales
como las B-exotoxinas, y proteinas S-layer,
que pueden contribuir para su
patogenicidad (Pena et al., 2006).

La idea de emplear toxinas de B.
thuringiensis,  especificamente como
método de control en parasitos ha sido ya
llevada a cabo con el objetivo de afectar a
nematodos como Caenorhabditis elegans,
Pristionchus pacificus, Distolabrellus veechi,
Panagrellus  redivivus,  Nippostrongylus
brasiliensis, Acrobeloides sp., y dichos
resultados sobre los nematodos fueron
similares a lo referido para insectos (Wei et
al., 2003).

Se observé que la proteina Cry5B de
B. thuringiensis mostro efectividad en contra
del nematodo hematéfago de humanos
Ancylostoma ceylanicum de forma in vitro e
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in vivo, disminuyendo el desarrollo de larvas
y una reduccion en la excrecién de huevos
por parte de las hembras adultas (Cappello
et al., 2006).

Las toxinas que B. thuringiensis
produce son ampliamente utilizadas como
control biolégico (Schnepf et al., 1998), ya
que tienen la ventaja de ser inocuas para
los humanos, vertebrados, plantas, y
ademas son altamente biodegradables
(Gémez et al.,, 2001); por tal motivo, B.
thuringiensis  pudiera ser el candidato
idéneo para realizar un control biolégico
debido a su baja toxicidad en los mamiferos
(Siegel, 2001), y de ésta manera permitir su
uso para el control de distintas parasitosis
de los animales domésticos.

MATERIALES Y METODOS

A) Obtencion del céstodo adulto de D.
caninum

Para la obtencién del céstodo adulto
se acudié al Centro de Control Canino de la
Delegacion Tlahuac ubicado en el D.F., una
vez que el personal autorizado y capacitado
sacrific6 a los perros callejeros que son
capturados, se procedid6 a obtener los
intestinos delgados de cada uno de los
perros mediante un corte transversal,
ademas se llevo a cabo del registro del
sexo de cada animal.

Los intestinos fueron ligados en cada
uno de los extremos, colocados en bolsas
de plastico y se identificaron con un nimero
progresivo, y el material biolégico fue
trasladado a temperatura ambiente al
Campo Experimental de Desarrollo e
Investigacién Agropecuaria (CEDIA), para la
recuperacion del parasito, la cual consistio
en diseccionar cada intestino delgado de
manera individual y realizar la inspeccion
correspondiente.

Los céstodos adultos de D. caninum
fueron colocados en cajas de Petri con 30
ml de solucion salina fisiolégica al momento
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de ser recuperados de los intestinos, una
vez que se obtuvieron todos los céstodos;
fueron lavados y depositados en cajas de
Petri con 15 ml de solucién salina fisiologica
al 0.9% (PiSA) para llevar a cabo la
formacion de los distintos grupos.

B) Obtencién de
thuringiensis

las cepas de B.

Las cepas se obtuvieron de la
coleccion de B. thuringiensis del Laboratorio
de Parasitologia Vegetal del Centro de
Investigaciones Bioldgicas de la UAEM,
dichas cepas fueron:

GP123 aislada de un cadaver de larva de
escarabajo (Epilachna varivestis).

GP139 aislada de un cadaver de mosquita
blanca (Bemisia tabaci).

GP491 aislada de un cadaver de un acaro
(Tetranichus sp.).

GP525 aislada de un cadaver de nematodo
fitoparasito (Meloydogine sp.).

GP526 aislada de otro cadaver de
nematodo fitoparasito (Meloydogine sp.).
GP543 aislada de un cadaver de garrapata
(Rhipicephalus boophilus microplus).

Ademas de evaluarse dos cepas
obtenidas de la coleccion de B. thuringiensis
del Instituto de Biotecnologia de Ia
Universidad Nacional Autbnoma de México,
las cuales fueron proporcionadas por la Dra.
Alejandra Bravo de la Parra (IB16 e IB61) y
que han mostrado tener efectividad en
contra de nematodos.

C) Produccién de proteinas

Las cepas de B. thuringiensis se
tienen guardadas en glicerol al 60 % y a -4
°C. Se tomé una asada de cultivo y se estriod
en medio Luria Bertoni sdlido, y se dejo
crecer por 24 h a 28 °C para reactivar la
cepa, enseguida se tomd una asada y se
sembré nuevamente en medio sélido y se
dejo esporular a durante 72 h a 27 °C. Se
procedio a recuperar el cultivo en 1.0 ml de
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agua estéril con una asa bacteriolégica y se
le agrego un inhibidor de proteasas, el cual
fue fenil metanosulfonil fluoruro (PMSF), a
una concentracion final de 100 mM, para
que no se degradara la proteina.

Posteriormente se cuantificé el
contenido de proteina total por medio de la
Técnica de Bradford (Bradford, 1976), se
evalud 1-10mg de proteina total.

D) Evaluacion de motilidad

La prueba de motilidad se llevo a
cabo mediante observacion directa con una
lampara y una lupa en todos los grupos
cada hora, durante 12 h. La evaluacién
fue realizada por tres operadores distintos y
los datos obtenidos fueron registrados en
una bitacora para su posterior analisis.

E) Ensayo In vitro para determinar la
cepaaemplear

Se realizdé un ensayo preliminar para
evaluar la toxicidad de las cepas candidatas
GP123, GP139, GP491, GP525, GP526,
GP543, IB16 e IB61, a una concentracion
de 1 y 10 mg de proteina total/ml, ademas
de un grupo testigo (sin proteina). Para éste
ensayo se muestrearon 45 perros y para
cada cepa se emplearon cinco segmentos
de Dipylidium caninum.

F) Evaluacion de distintas
concentraciones de proteina de la cepa
GP526

De las ocho cepas evaluadas, la
cepa GP526 mostré mayor actividad, por lo
que se  selecciond para realizar
evaluaciones posteriores.

Para evaluar la cepa GP526 se
obtuvieron 371 céstodos adultos, de un total
de 229 perros adultos muestreados, en
todos los casos se emplearon céstodos que
tuvieran motilidad, con el nuamero de
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parasitos obtenidos se llevaron a cabo cinco
bioensayos en los cuales se formaron los
siguientes grupos.

G) Experimento 1

1) EIl primer Bioensayo estuvo constituido
por las dosis de 2, 1.5, 1, 0.5 y 0.25
mg/ml de la cepa GP526 de B.
thuringiensis.

Para cada dosis se empled un total de
42 segmentos de D. caninum que
cuando menos midieran 3cm y en
todos los casos presentaran motilidad
al inicio de los experimentos, el
numero total de los parasitos
empleados para cada dosis fueron
obtenidos de cinco muestreos.

Para los bioensayos se emplearon
cajas de Petri estériles y desechables
de 100x15. En cada caja se colocaron
los segmentos y después se le agrego
las esporas y la proteina para cada
dosis, posteriormente se aforé con
solucion salina Fisiologica a un
volumen final de 20 ml. La motilidad se
evalud a las 0 y 12 h, post incubacion,
y ademas de manera simultdnea se
fijaron segmentos de D. caninum con
formalina amortiguada al 10 %.

2) El segundo grupo fue empleado como
testigo y se destinaron un total de 42
segmentos de D. caninum que
cumplian con las condiciones descritas
para el primer grupo y en los cinco
Bioensayos se incluy6 este grupo. Asi
mismo, también se evalu6 la motilidad
y se llevé a cabo el proceso de fijacion
ya mencionado en el grupo 1.

3) En el tercer grupo, se llevaron a cabo
los mismos procedimientos descritos
para el grupo dos, pero con la variante
de ser tratados con el principio activo
comercial (Pyrantel/Oxantel) a una
dosis de una tableta en 20 ml de
solucion salina fisiolégica.
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Los resultados experimentales se
analizaron con una prueba de Z para la
diferencia entre dos proporciones (Wayne,
2006).

H) Experimento 2

a) El primer grupo fue conformado por 20
segmentos del céstodo D. caninum con 10
mg/ml de la cepa GP526 y 20 ml de
solucion salina fisioldgica, este experimento
se llevé a cabo por duplicado.

b) El segundo grupo fue el testigo, en el
cual se colocaron 20 segmentos de D.
caninum con solo 20 ml de solucién salina
fisiologica.

c) En el tercer grupo se emplearon 20
segmentos de D. caninum a los cuales se
les administré el principio activo comercial

(Pyrantel/Oxantel) a una dosis de una
tableta en 20 ml de solucidon salina
fisiologica.

Los resultados  obtenidos se

analizaron con la prueba de Z para la
diferencia entre dos proporciones (Wayne,
2006).

RESULTADOS Y DISCUSION
Experimento 1

Se evaluaron las concentraciones
de 2, 1.5, 1, 0.5y 0.25 mg/ml de la cepa
GP526, el testigo y el tratamiento comercial,
y se observo que unicamente el tratamiento
comercial presentd la capacidad de reducir
de manera significativa el numero de
parasitos D. caninum con motilidad, siendo
capaz de reducir a cero la motilidad 12 h
pos incubacién. Se presenta un resumen de
cinco ensayos llevados a cabo, en los que
se empleo un numero total de 42 parasitos
por grupo (Cuadro 1).
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Experimento 2

Al incrementar la concentracion de
la cepa GP526 de B. thuringiensis y
compararla con el grupo testigo y comercial,
se observa que la concentracion de 10
mg/ml, es capaz de reducir de manera
similar la motilidad en relacién al tratamiento
comercial, sin embargo, el tratamiento
comercial lo lleva acabo 5 h post-
incubacion, en tanto que el tratamiento con
la toxina es capaz de llevarlo a cabo hasta
las 9 h (Figura 1).

En el presente estudio se observd
que la cepa GP526 de B. thuringiensis
inhibié al 100% la motilidad del céstodo D.
caninum de manera in vitro, este hallazgo
coincide con un trabajo previo en el que 6
nematodos  distintos mostraron  ser
susceptibles a proteinas de B. thuringiensis,
empleando los criterios de disminucion de la
motilidad, disminuciéon en el crecimiento y
cambios en la coloracion de los parasitos
(Wei et al., 2003).

La utilidad de <cepas de B.
thuringiensis en contra de nematodos de
importancia veterinaria ha sido ya evaluada
de manera in vitro en los géneros
Haemonchus contortus, Trichostrongylus
colubriformis, y Ostertagia circumcincta, en
los cuales se observaron efectos larvicidas
y toxicidad al estadio en la fase adulta
(Kotze et al.,, 2005). Las observaciones
emanadas de este estudio con D. caninum
indican que la proteina producida por la
cepa GP526 de B. thuringiensis posee un
efecto negativo sobre el céstodo adulto al
inhibir su viabilidad.

Los resultados obtenidos en el
presente estudio confirman lo ya descrito
para el nematodo Haemonchus contortus,
ya que las proteinas de la cepa GP526 de
B. thuringiensis inhibieron al 100% la
motilidad del céstodo adulto D. caninum en
un tiempo de 9 horas de manera in vitro.

En otro estudio se llevo a cabo la
caracterizacion de la actividad
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antihelmintica in vitro de la proteina
recombinante purificada Cry5B de B.
thuringiensis en contra de Ancylostoma
ceylanicum, un parasito gastrointestinal
hematofago de humanos, el cual mostré
una toxicidad significativa en la fase adulta
(Cappello et al., 2006), estas observaciones
coinciden con el efecto observado en la
inhibicion de la motilidad en D. caninum con
la cepa GP526.

La efectividad del 100% para inhibir
la motilidad observada en el presente
estudio puede ser atribuida a la manera que
tienen los céstodos de nutrirse (Hendrix,
1998) ya que a diferencia de los nematodos,
éstos lo llevan a cabo por todo el
tegumento, por lo que la superficie de
absorcion de la proteina podria ser mayor y
mas accesible en este sitio anatomico.

Otro factor importante es que la cepa
empleada en este estudio fue asilada de un
cadaver perteneciente a un nematodo por lo
que probablemente sea la razén o eso
presente un mayor grado de patogenicidad
para D. caninum.

Durante muchos afos se han
utilizado tratamientos quimicos con la
finalidad de controlar las diversas
parasitosis de los animales domésticos,
entre ellos se encuentran las lactonas
macrociclicas y los benzimidazoles, los
cuales han mostrado una efectividad de
100% en algunos casos (Entrocasso et al.,
2008; Demeler et al., 2009) y en otros han
provocado resistencia (Howell et al., 2008;
Kumsa y Abebe, 2008).

No se ha referido resistencia para
las toxinas que B. thuringiensis sintetiza en
parasitos de importancia veterinaria, por lo
que estrategias de control basadas en el
empleo de B. thuringiensis son una opcion
viable y util para poder llevar a cabo un
control biolégico o como tratamientos
alternativos con las drogas terapéuticas ya
existentes para evitar generar resistencia
(Encalada-Mena et al.,, 2008; Montalvo-
Aguilar et al., 2006).
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En este estudio se observd que las
proteinas totales de la cepa GP526
empleadas a una concentracién de 10
mg/ml mostraron una efectividad similar al
producto comercial (Pyrantel/Oxantel), ya
que ambos tratamientos disminuyeron al
100% la motilidad del céstodo D. caninum,
sin embargo el principio activo comercial
causo este efecto a las 5 horas post
incubacién y la cepa GP526 a las 9 horas.

Con la proteina Cry5B se ha tratado
al nematodo Caenorhabditis elegans y se

observaron a nivel intestinal cambios
morfologicos tales como formacién de
vacuolas en las células intestinales,

constricciones a lo largo del intestino y
degeneracién intestinal evidente (Marroquin
et al., 2000). Lo que concuerda con los
hallazgos obtenidos en el presente estudio
ya que la toxina de B. thuringiensis de la
cepa GP526 a wuna concentracion
de10mg/ml fue capaz de alterar Ia
morfologia de D. caninum al disminuir el
grosor del tegumento en cestodos adultos a
las 9 horas post incubacion.

CONCLUSIONES

Cabe mencionar que este estudio es
pionero en evaluar las potencialidades de
B. thuringiensis para el control de los
céstodos. Futuras investigaciones seran
necesarias para valorar el efecto in vivo que
las proteinas puedan tener en perros
parasitados, con el fin de evaluar la
disminucion de la parasitosis y el efecto que
las toxinas pudieran tener sobre los
animales tratados con B. thuringiensis. Asi
mismo seran necesarios estudios que
involucren biologia molecular para
caracterizar los mecanismos de accién que
las toxinas de B. thuringiensis tiene sobre D.
caninum.

Una de las aplicaciones practicas de
los resultados obtenidos en el presente
estudio podria centrarse en el disefio de
farmacos que contengan proteinas de B.
thuringiensis y sean empleadas como
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antihelminticos de amplio espectro en
especies animales de compafiia como el
perro.

Tomando en cuenta los resultados
obtenidos en el presente estudio se
concluye que una concentracion de 10
mg/ml de esporas y cristales de la cepa

GP526 de B. thuringiensis reduce la
motilidad del céstodo D. caninum en un 100
% a partir de las 9 horas posteriores a la
incubacién de forma in vitro, ademas de
disminuir el grosor del tegumento y que
estos efectos son comparables a los
inducidos con el tratamiento comercial
(Pyrantel/Oxantel).

Cuadro 1. Promedios obtenidos de la evaluacién de motilidad in vitro de céstodos de D.
caninum con distintas concentraciones de la cepa GP526 de B. thuringiensis.

_ Concentraciones de toxina de la cepa GP526 (mg/ml) Pyrantel -
Tiempo : Oxantel
Testigo
(horas) 2 15 1 05 0.25 7.5
mg/ml
0 8.4% 8.4% 8.4%" 8.4%" 8.4% 8.4% 8.4%"
12 2.6% 2.2% 2.8% 2.2% 2.2% 4.2 0°2
Las literales indican diferencia (P<0.05) entre tratamientos.
Los numeros indican diferencia (P<0.05) entre horas en cada tratamiento.
Prueba de Z.
120
o
©
T 100
=
o
£ 30 -
-
3
w 60 - —4—GP526
o
'ﬁ == Testigo
E 40
g_ Pyrantel/Oxantel
S 201
e b
0 -
I 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Horas de observacion

Figura 1. Motilidad in vitro de céstodos de D. caninum tratados con una concentracién de
10 mg/ml de esporas y cristales de la cepa GP526 de B. thuringiensis.
Las literales indican diferencia estadistica (P<0.05) entre tratamientos. Prueba de Z.
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