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RESUMEN

Se ha llevado a cabo un estudio con un total de 28 cerdos de raza Ibérica, con el fin de deter-
minar el grado y el modo de interaccién entre Ascaris suum y Metastrongylus apri cuando son
inoculados simulténeamente en condiciones experimentales. Desde el punto de vista clinico, varios
de los animales infectados con M. apri presentaron sintomatologia respiratoria, siendo mds pre-
coz (dias 11-15 postinfeccién) e intensa en los animales con infeccién simple que los de infeccién
mixta (dia 21 postinfeccién). Desde el punto de vista parasitolégico, los animales con infeccién sim-
ple presentaron mayor numero de formas larvarias y adultos, tanto de A. suum como de M. apri
en los diversos érganos analizados. Estos resultados demuestran el efecto antagénico que ejerce
una especie sobre la ofra, posiblemente debido a la mayor respuesta orgénica del hospedador en
fases tempranas de la infeccién, y que podria ser una de las razones de la sobredispersién de mu-

chas parasitosis observadas en condiciones naturales.

ABSTRACT

A study has been carried out with twenty-eight Iberian pigs, in order to determine the interaction
between Ascaris suum and Metastrongylus apri in experimental conditions. Respecting the clinical
results, the animals only infected with M. apri presented earlier and more intense respiratory
symptoms (day 11-15 postinfection) than animals with mixed infection (day 21 postinfection). The
parasitological results showed that animals with single infection had great number of larvae and
adult parasites (A. suum and/or M. apri) than animals with concomitant infection. These results de-
monstrate the antagonic effect between the two parasites, probably due to a higher organic res-
ponse of the pig in early time of infection. This fact also could explain the sobredispersion of the pa-

rasitosis observed in natural conditions.
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INTRODUCCION

0s animales que viven en sistemas
de explotacién extensivos estan
sujetos a infecciones por una amplia
gama de parasitos. El cerdo ibérico
es un ejemplo perfecto de este sis-
tema de vida en las dehesas del
oeste y sur de Espana y alimentado
en parte con bellotas y pasto. Sin
embargo, este manejo extensivo
favorece la infeccion por distintos pardsitos como
Metastrongylus apri (figura 1) al tener facil acceso a
su hospedador intermediario: la lombriz de tierra
(figura 2). Por otro lado, la prevalencia del parasito
intestinal Ascaris suum (figura 3) en el cerdo ibérico es
muy elevada, encontrandose alrededor del 37% en la
region extremena (Pérez-Martin, 1991). En este con-
texto, Garcia-Vallejo, en 1999 encontré que de 675
cerdos Ibéricos analizados, el 17,7% presentaban
infeccién de una sola especie, mientras que el 32,7%
fueron infectados por dos géneras distintos y mas del
40% por tres 0 mas géneros de parasitos. A pesar de
esto, la coexistencia de distintos parasitos en un

Figura 1. Lesiones caracteristicas debido @ la infeccion por
Metastrongylus apri en el cerdo.

mismo hospedador, ha sido ignorada por los parasité-
logos a lo largo de la historia, pero actualmente se ha
aceptado que estas infecciones mixtas son la regla y no
la excepcion (Roberts, 1940; Buck, 1978; Ajayi, 1988,
Roepstorff, 1989; Petney y Andrews, 1998; Cox,
2001).
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Los estudios experimentales con
infecciones mixtas han demostrado que la carga de
uno o de los dos parasitos puede aumentar, disminuir o
puede favorecer la multiplicacién de uno de ellos y dis-
minuir la del otro (Colmes, 1972, Christensen, 1997 y
Cox, 2001). Estos parasitos pueden pertenecer a géne-
ros o especies relacionadas filogenéticamente (Dash,
1981; Christensen, 1997; Dobson y Barnes, 1995) o
entre especies no relacionadas viviendo en los mismos
6rganos de un hospedador (Campbell, 1977; Klooster-
man y Frankena, 1988). La mayoria de los estudios en
parasitaciones concomitantes entre los helmintos se
han centrado en ratones, hamsters, vacuno y ovino
(Borgsteede, 1981, Dash, 1981; Reineke, 1982; Chris-
tensen, 1987; Satrija y Nansen, 1993; Dobson y Barnes,
1995; Cox, 2001), mientras que hay pocos trabajos que
se han centrado en infecciones mixtas del cerdo. En
1999, Helwigh examin6é en cerdo las interacciones
entre A. suum y Oesophagostomum dentatum, indi-
cando el bajo nivel de interaccion entre las dos especies
de parasitos investigados.

En el presente trabajo, examina-
remos la interaccién en la infeccion experimental con

Figura 2. Hospedador intermediario de Metastrongylus apri.
En este caso son lombrices de tierra del género Lombricus
terrestris en el momento en el que van a ser infectacdas por
huevos larvados del pardsito,

A. suum y M. apri, en aspectos parasitologicos, de
cerdos ibéricos infectados por estos parasitos. Esto
permitira conocer la influencia de un parasito en el
otro al principio y al final de la infeccién, comparando
dicha respuesta con la producida por infecciones
puras en parametros como la carga de larvas en higa-
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Figura 3. Tipica lesion hepatica conocida como "mancha

de leche" debido a la migracion organica de las larvas de

Ascaris suum

do y pulmén, manchas de leche en higado, carga de
adultos y eosinofilia en sangre a través del experi-
mento

MATERIAL Y METODOS

Diserio experimental

Un total de veintiocho cerdos ibé-
ricos tueron distribuidos en cuatro grupos como se des-

cribe en la tabla 1. Los cerdos del grupo 1 fueron infec-
tados con 5.000 huevos infectantes de A. suum,; el
grupo 2 recibié simultaneamente 5.000 huevos infec-
tantes de A. suum y 5.000 larvas 3 de M. apri; el grupo
3 recibio 5.000 larvas 3 de M. apri y el grupo 4 incluyé
los animales no infectados (control). Todas las infeccio-
nes fueron administradas via oral. Cuatro cerdos de cada
grupo fueron sacrificados 7 dias postinfeccién (dpi) y los
tres cerdos restantes fueron sacrificados a los 28 dpi. Las
muestras fecales fueron analizadas individualmente una
vez por semana, para determinar el establecimiento de la
infeccién y para certificar que no hubo contaminacion
cruzada entre los grupos. Las muestras de sangre tam-
bién se tomaron cada 7 dias para medir la presencia de
eosinofilos en sangre,

Animales

Veintiocho cerdos ibéricos libres
de parasitos fueron distribuidos en cuatro grupos segun
la ramara de procedencia, sexo y peso (figura 4). o
cerdos fueron criados en una granja certificada en la
gue habian sido desparasitadas las madres y se hacian
conlroles fecdles ieperidos de los anlmales para ase-
gurar que no presentaban ningun elemento de dise-
minacién. Los cerdos tenian una edad de ocho sema-
nas al principio del experimentoc y un peso corporal
medio de 11,76 + 3,11 kg. Cada grupo fue distribui-
do en corrales independientes. Se tomaron precau-
ciones suficientes para evitar la contaminacion cru-
zada entre los cerdos. En este experimento. los cer-

Numero de
, Grupo animales Infeccion
1 7 Simple
2 7 Mixta
3 s Simple .
4 7 No infectados

5000 Metastrongylus apri**

TABLA |

ESQUEMA DEL DISENO EXPERIMETAL DEL ESTUDIO EN EL QUE SE INDICAN
LOS GRUPOS EXISTENTES, NUMERO DE ANIMALES POR GRUPO, MODO Y DOSIS
‘[ DE INFECCION, ASI COMO LOS DIAS DE SACRIFICIO Y NUMERO
! DE ANIMALES SACRIFICADOS EN CADA UNO DE DICHOS DIAS

Sacrificio
(dias p.i.)

Cantidad de
parasitos

5090 Ascaris suum* 7&;4}. 28 (n=3)

5000 Ascaris suum* 7 (n=4), 28 (n=3)

5000 Metastrongylus apri**

7 (n=4), 28 (n=3)

Control 7 {n=4), 28 (n=3)

“ La infeccion con A. suum se produjo con huevos infectantes después de tres meses en cultivo in vitro.
" La infeccién con M. apri se produjo tras digestién artificial de lombrices infectadas con larvas 3.
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Figura 4. Detalle de las instalaciones y de los cerdos ibéri
cos vtilizados para el desarrollo del estudio

dos tenian acceso libre al agua y recibian una racion
estandar de alimento segun su peso corporal. Los ani-
males fueron observados diariamente para comprobar
signos clinicos de parasitacion

Material infectante

Los huevos de A. suum fueron
recogidos de los uteros de hembras adultas obtenidas
de un matadero local. Estos huevos maduraron duran-
te dos meses en 100 ml de NaOH 0,1N a 20°C a la
maxima concentracién de 20.000 huevos por ml y
aireados diariamente. La infectividad de los huevos
fue probada en un cerdo ibérico de ocho semanas, en
el que un 34% de los huevos inoculados fueron recu-
perados como larvas migratorias en el pulmén 7 dias
postinoculacién. Las larvas 3 infectantes de M apri
fueron obtenidas mediante la digestion artificial de
lombrices rojas (Eisenia foetida) previamente infecta-
das con huevos de adultos de M. apri y criadas en una
caja de madera durante dos meses después de la
infeccion

Carga parasitaria en pulmoén
e intestino y manchas de leche
en higado

La carga larvaria en el pulmoén
fue determinada, en primer lugar, mediante la utiliza-
cion de un 25% del tejido pulmonar utilizando el
método de Baermann a 25°C durante 24 horas. Segui-
damente, este trozo de tejido se sometié a digestion
con pepsina y HCl como describi¢ Serrano, 1992, para
recuperar restos de larvas de A. suum que no fueron
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recogidas previamente. El mismo método fue estable-
cido para recoger las larvas migratorias en el higado
Las larvas migratorias de M. apri [ueron primeramente
aisladas del 50% del pulmoén mediante lavados bron-
coalveolares con 300 ml de suero salino fisiologico a
4°C, Posteriormente, los bronguios y los bronquiolos
se abrieron cuidadosamente y la luz se lavo con 200 ml
de suero salino. Este material se filtré con tamices de
125 y 63 um y el contenido se recogid en placas de
petri. Las lesiones hepaticas fueron registradas
mediante el recuento de las manchas de leche en la
superficie del higado en los dias 7 y 28 postinfeccion.
El contenido del intestino delgado, del intestino grue-
so y del ciego fue examinado por separado para regis-
trar la presencia de parasitos intestinales macroscopi-
cos. El contenido junto a los lavados de las muestras
fueron filtrados por tres filtros de 2, 0,125, 0,063 mm,
respectivamente y se examindé a continuacién por
separado para recoger los parasitos que hubiera en el
intestino.

Adultos de M. apri en pulmoén

Los bronquios y bronquiolos de los
pulmones se abrieron cuidadosamente y la luz fue lavada
con suero salino para recoger los parasitos visibles. Los
especimenes aislados se contaron y se mantuvieron en
etanol al 70% con glicerol.

Contaje de huevos en heces

El contaje de huevos en heces se
llevd a cabo mediante el uso de la técnica McMaster
modificada descrita por Roepstorff y Nansen (1998).

Eosindfilos

El nimero de eosindfilos en sangre
periférica fue determinado por contaje manual de 100
células blancas en cuatro preparaciones distintas del
mismo animal

Cdlculos y andlisis estadisticos

Las diferencias entre grupos se
analizaron mediante el analisis de la varianza (ANOVA) y
después se hicieron comparaciones de pares de grupos
utilizando el test multiple de Ryan-Einot-Gabriel-Welsch
(Day & Quinn 1989) utilizando un nivel de significacion
de p< 0,05. La correlacion entre las distintas variables se
estimé mediante el coeficiente de correlacién linear de
Pearson. Todos los calculos se recogieron en una tabla de
SPSS 11-0 de software,
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RESULTADOS
Evaluacién clinica de los cerdos

Los animales que fueron infecta-
dos con A. suum (grupo 1) o los animales del grupo
control (grupo 4) no presentaron signos clinicos duran-
te todo el experimento. Uno de los cerdos que recibio
infeccion mixta de A. suum y M. apri presentd claros
sintomas respiratorios el dia 21 postinfeccién, especial-
mente al comer o hacer un poco de ejercicio. Los sinto-
mas respiratorios mas intensos (disnea, congestion,
hipersecrecion nasal, etc.) fueron observados en dos
cerdos infectados con M. apri (grupo 3). Estos sintomas
comenzaron los dias 11-15 postinfeccion y fueron
observados durante todo el experimento, sobre todo en
el momento en el que comian o hacian algo de ejerci-
ci0. Los cerdos tuvieron una ganancia media de peso de
5,6 +1,8kg(grupo 1),4,9 = 1,0kg (grupo 2), 5,3+ 1,8
kg (grupo 3) y 5.1 + 0,9 kg (grupo 4) en el dia 28 pos-
tinfeccion, pero no se encontraron diterencias significa-
tivas en la ganancia en peso entre grupos.

Resultados parasitolégicos

El contaje de larvas de A. suum vy
M. apri en el pulmén el dia 7 postinfeccion se repre-
senta en la figura 5A y 5B, respectivamente. El name-
ro de larvas migratorias de A. suum recogidas el dia 7
postinteccion fue mayor en animales que recibieron
infeccion simple de A. suum (1057 = 511,6) que los
cerdos que recibieron infeccién mixta por ambos para-
sitos (958,7 + 569,2). Sin embargo, las diferencias no
fueron estadisticamente significativas. Resultados simi-
lares se encontraron en el contaje de larvas migratorias
de M. apri en el pulmén el dia 7 postinfeccién, donde
los animales con infeccion simple tenian mas cantidad
de larvas de M. apri que los cerdos del grupo 2 con
infeccion mixta no existiendo diferencias estadistica-
mente significativas (p = 0,07). Respecto al nimero de
larvas de A. suum encontradas en el intestino (delga-
do y grueso) el dia 28 postinfeccién, los animales con
infecciéon simple (grupo 1) tenian significativamente
mayor nimero que aquellos que recibieron infeccién
mixta (grupo 2). El nimero de manchas de leche los
dias 7 y 28 postinfeccién se muestran en la figura 6A
y 6B, respectivamente. Las diferencias estadisticamen-
te significativas se encontraron en el niumero de man-
chas de leche el dia 7 postinfeccion, entre el grupo 1
y el grupo 3 (infeccion simple con A. suum y M. apri,
respectivamente) y los cerdos del grupo 2 (infeccién
mixta). Los animales con infeccion mixta tenian 219 %
145,4 manchas de leche como media en los contajes

del higado, mientras que el grupo 1 tenia 30,25 %
14,4 y el grupo 3 tenia 37,5 = 69,7. El nUmero de
manchas de leche el dia 28 postinfeccion, alcanzé el
valor mas alto en animales que solo fueron infectados
con A. suum (39,33 + 489) pero no hubo diferencias
significativas con el nimero de manchas de leche en
cerdos de los grupos 2 y 3. El nimero de adultos de M.
apri recogidos en pulmon el dia 28 postinfeccién se
presenta en la figura 7. Hubo un ndmero significativa-
mente alto de parasitos adultos en los animales del
grupo 3 que recibié infeccién simple (1190 = 482 .03)
comparado con los cerdos que recibieron infeccién
mixta (376 £ 157,1). El nimero de parasitos adultos
tue correlacionado con el contaje de huevos en heces
(r = 0.88; p< 0,01). No hubo huevos de A. suum en
heces en ninguno de los cerdos y se observaron huevos
de M. apri solamente el dia 28 pastinfeccion en ambos
grupos 2 y 3. Los cerdos con infeccién simple presenta-
ron un mayor numero de huevos por gramo de heces
(440 + 491,5) que los animales con infeccién mixta del
grupo 2 (26,67 = 11,5), pero aquellas diferencias no
fueron estadisticamente significativas.

El porcentaje de cosindfilos que
se observé durante el experimento se muestra en la
figura 8. Todos los cerdos tenian una media de 1,26 +
1,4% de eosindfilos al principio del experimento Fl dia
7 postinfeccién el porcentaje de eosindfilos fue aumen-
tando en los animales con infeccion mixta (7 + 5,6%)
comparado con el resto de grupos. pero estas diferen-
cias no fueron estadisticamente significativas. El maxi-
mo porcentaje de eosindfilos se alcanzd el dia 14 pos-
tinfeccién en todos los grupos. El grupo 1 (infeccian
simple con A. suum) alcanz6 el maximo de 17,7 +
7,6%, mostrando diferencias estadisticamente signifi-
cativas respecto a los animales del grupo 2 (10 £ 4,6%)
y grupo 3 (6,3 £ 1,5%). Hubo una disminucion progre-
siva de eosindfilos en todos los grupos infectados
desde el dia 14 postinfeccion hasta el final del experi-
mento.

Discusion

Se ha realizado un estudio para
comprobar el tipo de interaccion existente entre dos
de los parasitos mas frecuentes e importantes en el
porcino ibérico, cuando infectan simultaneamente en
dicha especie animal. Segun nuestros estudios, se ha
demostrado que en infecciones mixtas, llegan a pul-
mon un menor numero de larvas migratorias de A.
suum y de M. apri que en infecciones simples. Esto
puede ser debido a que ambos parasitos interaccio-
nen entre si antagénicamente, es decir, interfieren el
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Figura 5A y 5B, NUmero de larvas de Ascaris suum (A] y de Metastrongylus apri (B) encontradas en el puimdn al dia 7

poshinteccion en cada uno de 1os grupos de estudio.

uno sobre el otro de tal manera que disminuyen las
posibilidades de supervivencia de los dos parasitos.
Existen varias teorias para poder explicar este feno-
mena. Las larvas de A. suum penetran la mucosa
intestinal a través del intestino grueso (revisado por
Jungersen, 2002) y, si bien aln se desconoce el lugar
exacto por el que migran las larvas de M. apri en el
intestino, podria pensarse que ambos géneros podrian

“luchar” por los mismos lugares de migracion y/o por
los mismos recursos nutricionales (Holmes, 1973)
durante su fase migratoria. Otra teoria ya postulada
por otros autores (Christensen et al., 1987) seria que
una especie podria producir productos toxicos meta-
bélicos para la segunda y/o viceversa. Por ultimo,
podrian existir factores inmunomediados que desen-
cadenaran inmunidad cruzada en el hospedador, de
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Figura 6A y éB. NUmeroc de manchas de leche aparecidas en el higado ol dia 7 [(A] y dia 28 [B] en cada uno de los grupos
de estudio.

tal forma que una respuesta inmune desarrollada por
el hospedador frente a una especie parasita, podria
ser efectiva contra la sequnda. Desgraciadamente, no
tenemos resultados concluyentes que permitan deter-
minar la veracidad de cada una de dichas teorias, si
bien el antagonismo observado entre A. suum y M.
apri en el porcino ibérico podria deberse incluso a la
suma de todas ellas.

=1

2B Revisio de lo Asociocion de Porcinocultura Cientifico === Cuadernos Cient

En la bibliogratia no hemos
encontrado trabajos que se basen en el estudio de la
interaccion entre parasitos pulmonares v gastrointesti-
nales en la especie porcina, si bien, varios autores han
estudiado dichas interacciones en la especie ovina y
bovina. Asi, Kloosterman y Frankena (1988) determina-
ron gue existe un alto grado de resistencia contra para-
sitos del pulmén (Dyctiocaulus viviparus) en animales
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Figura 7. Numero medio de adultos de Metastrongylus apri localizados en los bronquios y bronquiolos de los pulmones en
los animales experimentales de cada uno de los grupos de estudio.

% eosinofilos

Figura 8. Evolucion semanal del porcentaje de eosindfilos sanguineos sobre el fotal de células blancas en cada uno de los

grupos experimentales.
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que habian sido previamente infectados con parasitos
gastrointestinales (Ostertagia ostertagi, Cooperia onco-
phora) pero no viceversa. En el cerdo, se han realizado
estudios basados en infecciones concomitantes entre
parasitos gastrointestinales (Helwigh et al., 1999) como
A. suum y Oesophagostomum dentatum, encontrando
una interaccion antagonista entre ambos, similar a la
encontrada por nosotros, de tal modo que cerdos que
han sido infectados previamente con A. suum tuvieron
menor numero de huevos en heces de O. dentatum y de
menor tamano que los que habian sido infectados solo
con Oesophagostomum.

A pesar de esta interacciéon anta-
gonica, en nuestros estudios hemos observado una
respuesta sinérgica en cuanto al numero de manchas
de leche en higado al dia 7 postinfeccion, ya que la
infeccién concomitante desembocd en un mayor
numero de manchas de leche gue la infeccion simple.
Estos datos son concordantes con los observados por
Helwigh et al. (1999), que mostraron también un
mayor numero de manchas de leche en animales con
infeccién mixta por A. suum y O. dentatum que con
infeccion simple, pero no con los estudios de Helwigh
y Bogh (1998) quienes demostraron que animales pre-
viamente infectados con Schistosoma japonicum y
retadns con A. suum tuvieron menor ndmero de man-
chas de leche que los intectados solamente con A,
suum. La explicacion de nuestros resultados es que
existe una mayor respuesta organica del animal ltenle
a la migracién de las larvas de A. suum y/o M. apri
cuando son administrados conjuntamente que es la
responsable de la aparicion de las manchas de leche
(Roneus, 1966; Eriksen, 1981).

Precisamente, esa mayor respues-
ta organica del animal en fases tempranas cuando exis-
te infeccién concomitante parece ser la causante de
que, en fases mas avanzadas, se encuentren menor
numero de adultos y larvas de M. apri en pulmén y
menor numero de larvas de A. suum en pulmaén e intes-
tino, en dicha infecciéon mixta que en infeccion simple.
No obstante, esta hipotesis debe ser estudiada mas en
profundidad mediante el estudio de la respuesta inmu-
ne especifica y cruzada entre ambos parasitos a lo largo
del estudio.

La interacciéon antagonica obser-
vada en la infeccion mixta, también provocé que un
menor numero de animales presentaran sintomatolo-
gia respiratoria que los de infeccién simple por M. apri.
Como ya han comentado otros autores (Christensen et
al., 1987), existen multitud de limitaciones para poder

extrapolar los resultados obtenidos en condiciones
experimentales, con lo que ocurre en el poliparasitis-
mo natural. Este hecho, junto con la influencia que
multitud de factores ecolégicos ejercen sobre el patrén
de las infecciones naturales mixtas, hacen que sea muy
dificil predecir las consecuencias de infecciones conco-
mitanles en condiciones naturales. No obstante, el
efecto antagénico entre ambos parasitos, coincidente
con otros estudios de similares caracteristicas en otras
especies, asl como el hecho de que las infecciones mix-
tas representan la norma en la naturaleza y no la
excepuiln, hacen posible postular que dichn efecto
sea una de las razones por las que generalmente se
observa una sobredispersion de las parasitosis en la
naturdlezd.

En resumen, podriamos indicar
que nueslivs resultados han mostrade una interaccion
antagonica entre M. gpri y A. suwm cuando son suminis
trados simultdaneamente a cerdos ibéricos en condiciones
experimentales.
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