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RESUMEN

Los anfibios son susceptibles a parasitosis por nematodos del género Strongyloides y
Rhabdias, por lo tanto para evitar eventos de mortalidad por altas cargas parasitarias es
necesario disponer de protocolos de desparasitacion efectivos. El objetivo de este ensayo fue
identificar el tratamiento antiparasitario de eleccion para el control de Strongyloides spp., en el
manejo ex situ de anuros mantenidos en el Centro Jambatu, Pichincha, Ecuador. Con el
propdsito de determinar la efectividad de cada protocolo antihelmintico, se realizaron conteos
de huevos fecales a través de la técnica McMaster modificada, antes y después de la
desparasitacion, con el fin de establecer la reduccion de huevos, y el limite inferior de un
intervalo de confianza del 95% (LCL). Con los datos obtenidos fue posible determinar la
susceptibilidad o resistencia antihelmintica de los parasitos de los anuros del estudio. En el
tratamiento con ivermectina a dosis de 0.4 mg/kg (tratamiento C) se obtuvo una alta reduccion
de conteo de huevos (99,13%), y no se evidencio resistencia antihelmintica (LCL 98,26%),
mientras que los tratamientos basados en fenbendazol a dosis de 100 mg/kg (tratamiento A) e
ivermectina a 0.2 mg/kg (tratamiento B) arrojaron resultados de resistencia antihelmintica
(LCL 37,96%; 79,51%). El protocolo combinado de ambos farmacos (tratamiento D) no
mostro resultados significativamente diferentes al tratamiento C, en cuanto a reducir la carga
parasitaria. Considerando los resultados obtenidos, se recomienda evaluar la resistencia
antihelmintica para el resto de la poblacion del centro, asi como emplear desparasitaciones
selectivas y buscar métodos no farmacoldgicos para el control parasitario. Ademas, son
necesarios mas estudios para estandarizar la técnica McMaster en anfibios y determinar la
carga parasitaria a la cual es necesario desparasitar a estos animales.

Palabras clave: anfibios, parasitosis, Strongyloides, Ecuador, desparasitacion, ivermectina,
fenbendazol, resistencia antihelmintica.



ABSTRACT

Amphibians are susceptible to parasitosis by nematodes of the genus Strongyloides and
Rhabdias, therefore, to avoid mortality due to high parasite loads, it is necessary to have
effective deworming protocols. The objective of this study was to identify the antiparasitic
treatment of choice for the control of Strongyloides spp., in the ex situ management of anurans
kept at the Jambatu Center, Pichincha, Ecuador. In order to determine the effectiveness of each
anthelmintic protocol, faecal egg counts were performed using the modified McMaster
technique, before and after deworming, in order to establish the faecal egg count reduction test,
and the lower limit of an interval of 95% confidence (LCL). With the data obtained, it was
possible to determine the anthelmintic susceptibility or resistance of the parasites of the anurans
in the study. In the treatment with ivermectin at a dose of 0.4 mg/kg (treatment C), a high
reduction in egg count was obtained (99.13%), and no anthelmintic resistance was evidenced
(LCL 98.26%), while the treatments based on fenbendazole at a dose of 100 mg/kg (treatment
A) and ivermectin at 0.2 mg/kg (treatment B) gave anthelmintic resistance results (LCL
37.96%; 79.51%). The combined protocol of both drugs (treatment D) did not show
significantly different results to treatment C, in terms of reducing the parasite load. Considering
the results obtained, it is recommended to evaluate anthelmintic resistance for the rest of the
population of the center, as well as to use selective deworming and to look for non-
pharmacological methods for parasite control. In addition, more studies are necessary to
standardize the McMaster technique in amphibians and determine the parasite load at which it
is necessary to deworm these animals.

Key words: amphibians, parasitosis, Strongyloides, Ecuador, deworming, ivermectin,
fenbendazole, anthelmintic resistance.
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INTRODUCCION

Los anfibios se dividen en 3 ordenes: Anura, Caudata y Gymnophiona (Arif, 2019). Se
estima que en el mundo existen 8126 especies de este grupo de vertebrados, y de acuerdo al
mas reciente reporte de Ortega-Andrade et al. (2021) en el Ecuador existen 635 especies. No
obstante, en las ltimas décadas sus poblaciones han disminuido debido a varias causas como
la introduccién de especies invasoras, la pérdida de habitats y enfermedades emergentes
(Hallinger et al., 2020). Entre las estrategias que han surgido frente a esta pérdida de
biodiversidad se encuentra la creacion de proyectos de conservacion y crianza ex situ, en los
cuales se manifiesta la necesidad de contar con protocolos de desparasitacion que eviten la

mortalidad de anfibios y la trasmision de zoonosis (Hallinger et al., 2020)

Entre los parasitos mas comunes se encuentran: protozoarios, acantocefalos,
pentastdmidos, nematodos, cestodos y trematodos (Arif, 2019; Hallinger et al., 2020). Estos
parasitos por lo general son inocuos en anfibios; sin embargo, los trematodos enquistados y
migrantes asi como los céstodos y nematodos filamentosos se consideran parasitos patdgenos
(Malago, 2019). En varios estudios se ha observado que los nematodos del género Rhabdias y
Strongyloides causan fuertes parasitosis en los anfibios, llegando incluso a provocar altas tasas

de mortalidad (Eustace et al., 2018; Malago, 2019).

Los Strongyloides spp. son parasitos gastrointestinales generalmente especie-
especificos que tienen un ciclo de vida directo (Viney & Lok, 2015), y que producen la muerte
del hospedador por enteropatia por pérdida de proteinas (Densmore & Green, 2007). Los
adultos hembras que se encuentran en la mucosa intestinal producen huevos que con el tiempo
eclosionan en larvas que migran por el lumen, ambos estadios infectantes son eliminados en
las heces (Patterson-Kane et al., 2001). Las larvas liberadas ingresan a un nuevo huésped por

via oral o cutanea, mientras que los huevos pueden ser ingeridos directamente (Viney & Lok,
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2015). Las parasitosis generadas por estos nematodos usualmente son tratadas con

antihelminticos como los benzimidazoles y la ivermectina (Viney & Lok, 2015).

Los benzimidazoles son un grupo de antiparasitarios cuyo mecanismo de accion
consiste en interferir con el metabolismo energético dentro del paréasito (Fesseha et al., 2020).
Un ejemplo de este grupo es el fenbendazol que también inhibe la produccién de huevos en
los parasitos (Panarella, 2002). Su via de administracion es oral y en anfibios se recomiendan
las siguientes dosis: 10 mg/kg dosis unica, 50 mg/kg por 3-5 dias y 100 mg/kg cada 10-14-21
dias (Smith, 2007). Sin embargo, la administracion por esta via es casi imposible en especies
muy pequefias o de movilidad agil (Letcher & Glade, 1992). Hasta ahora en anfibios no se han

reportado casos de toxicidad por fenbendazol (Bianchi et al., 2014).

Por otro lado, la ivermectina es una lactona macrociclica que aumenta la permeabilidad
ionica de las membranas celulares nerviosas y musculares, provocando paralisis y muerte
helmintica (Fesseha et al., 2020). En anfibios se puede aplicar por via topica considerando la
alta permeabilidad de su piel (Llewelyn et al., 2016), y algunas de las dosis recomendadas son:
0.2-0.4 mg/kg y 2 mg/kg como dosis Unica (Smith, 2007). No obstante, en anuros se han
reportado varios casos de intoxicacion con ivermectina, cuya signologia se presentd con:

ataxia, reflejos reducidos o ausentes, insensibilidad e hidroceloma (Clayton et al., 2013).

A través del conteo de huevos con la técnica McMaster se determina la carga parasitaria
de Strongyloides spp. (Fesseha et al., 2020). Adicionalmente realizando conteos pre y post
desparasitacion es posible calcular el porcentaje de reduccion de conteo de huevos (Seyoum,
Demessie, et al., 2017). Este ultimo parametro permite establecer la eficacia antiparasitaria de
un farmaco para un grupo especifico de animales (Young et al., 2000), es decir, se detectan los
casos de resistencia antihelmintica, la cual se genera por el frecuente uso del farmaco y/o por

un inadecuado sistema de manejo (Seyoum et al., 2017).
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Desde el 2011 el Centro Jambatu de Investigacion y Conservacion de Anfibios se
encarga de generar conocimiento sobre este grupo taxondémico y de reproducir poblaciones
genéticamente viables (AFP Espafiol, 2020). A partir del afio 2016 se evidencid la presencia
de Strongyloides spp. en los frotis fecales de los anfibios de este centro, y actualmente este es
el mayor problema de nematodiasis. Debido a las condiciones de manejo ex situ las larvas de
estos nematodos se acumulan facilmente causando reinfestaciones (Eustace et al., 2018),
ademas de que, debido a factores extrinsecos e intrinsecos las cargas parasitarias individuales

aumentan (Arif, 2019).

Si dentro del manejo de anfibios en cautiverio se desparasita habitualmente y se realizan
limpiezas periddicas de sus recintos, las cargas parasitarias son controlables (Eustace et al.,
2018). Actualmente, en el Centro Jambatu regularmente se limpian los terrarios y contenedores
plasticos, y anualmente todos los ejemplares son desparasitados con ivermectina a 0.2 mg/kg
con repeticién a los 7 dias, o fenbendazol a 100 mg/kg durante 3 dias seguidos y si es necesario
se repite una semana después. Este Ultimo protocolo se emplea en individuos debiles, en etapas

juveniles y en especies donde se han observado efectos adversos al aplicar ivermectina.

El propdsito de esta investigacion fue identificar el tratamiento de eleccion para el
control de Strongyloides spp., en el manejo ex situ de anuros mantenidos en el Centro Jambatu.
La pregunta de investigacion se basé en si el efecto antiparasitario de diferentes protocolos es
semejante 0 no. Bajo esta premisa se plantearon dos hipétesis. La primera hipétesis alternativa
sefiala que existe diferencia significativa en la reduccion de conteo de huevos de Strongyloides
spp. en los grupos tratados con los diferentes protocolos antiparasitarios. Mientras que la
segunda hipotesis alternativa sugiere que existe resistencia antihelmintica para ivermectina y/o

fenbendazol en los nematodos gastrointestinales de los anuros del estudio.
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METODOLOGIA

El experimento se llevo a cabo en el Centro Jambatu de Investigacion y Conservacion

de Anfibios, localizado en el Valle de los Chillos, Pichincha, Ecuador.

1. Se escogieron grupos de anuros con antecedentes de parasitosis, y que no se habian
desparasitado en los ultimos 3 meses. Ademas, se considerd que la especie tuviera un peso
minimo de 5 gramos y que fueran individuos de especies de movilidad lenta. De este modo,

se seleccionaron las siguientes especies:
a) Gastrotheca lojana
b) Cruziohyla craspedopus
c) Gastrotheca testudinea
d) Gastrotheca turnerorum

2. Debido a que el estudio fue intencionado, no se realizo un calculo muestral. Se escogi6 el
numero de grupos segun los parametros mencionados, y de acuerdo con el tiempo

establecido para la realizacion del estudio.

3. Se prepararon los contenedores de plastico que sirvieron como recintos para los anuros del
estudio. Una vez lavadas las tinas se colocé papel toalla hUmedo como sustrato en varias

capas Y las tapas de las tinas se perforaron para permitir la entrada de aire.

4. Se instalaron los contenedores en la habitacion de cuarentena, y a cada grupo se colocé en

una tina separada.
5. Se aplicd la siguiente técnica modificada de conteo de huevos McMaster:

a. Como primer punto fue necesaria la preparacion del fluido de flotacion en base a nitrato

de sodio con una densidad especifica de 1.18, ya que esta solucion es la adecuada para la
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flotacion de los huevos de Strongyloides spp. (Ballweber et al., 2014). En este caso se

mezclaron 100 gramos de nitrato de sodio con 250 ml de agua destilada.

b. A continuacion, las heces frescas (de menos de 24 horas post evacuacién) fueron

recolectadas con una espatula de las tinas del grupo a evaluar, y se pesaron en conjunto.

c. El fluido de flotacion preparado se colocé de tal forma que la mezcla qued6 en una

proporcidn de 1 g heces:10 ml fluido; y se la agitd con la espatula hasta homogenizarla.
d. La mezcla fecal se filtrd por un colador.

e. Con ayuda de una pipeta de Pasteur se tomaron muestras del filtrado para llenar las dos
camaras del dispositivo McMaster, y se dejé reposar 5 minutos para que floten los huevos
(Ballweber et al., 2014). Puesto que en algunos muestreos la cantidad de heces recolectadas

fue reducida solamente se pudo completar una camara.

f. Por Gltimo, el dispositivo fue colocado bajo el microscopio, y se realiz6 el conteo de

huevos usando el lente objetivo 10x y el lente ocular 10x (Vadlejch et al., 2011).
6. Se uso la formula propuesta por Ballweber et al. (2014) para calcular la cantidad de huevos

por gramo (HPG):

upG = " x 7
015" m

n: numero total de huevos en una camara/promedio de huevos de las dos camaras
V: volumen de la muestra fecal homogenizada (g heces + ml fluido flotacién)
m: peso de las heces en gramos

7. Como grupo control (grupo 0) se escogio a 8 ranas de la especie G. lojana. Con los conteos
realizados en este grupo se evidencio la varianza entre ellos (grafico 1), por lo cual a partir

del grupo 4 se realizaron 3 conteos previos a la desparasitacion (Anexo C).
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8. El grupo control no recibi¢ tratamiento antiparasitario hasta la mitad del ensayo, sin
embargo, por la alta carga parasitaria observada en los conteos presentados en el gréafico 1,

se decidi6 incluirlo en uno de los tratamientos antiparasitarios.

9. A cada grupo se administré uno de los siguientes tratamientos antiparasitarios, con

repeticion una semana despueés:

Tratamiento | Farmaco Via de administracion | Dosis Duracion

B Ivermectina Topica* 0.2 mg/kg 1 dia

C Ivermectina Tépica* 0.4 mg/kg 1 dia

D Fenbendazol + | Oral + Tdpica* 100 mg/kg + | 3 dias + 1 dia
Ivermectina 0. 2 mg/kg

* en la parte proximal ventral de cualquiera de las extremidades posteriores.
Estas dosis y frecuencias son en base a Carpenter & Marion (2018) y Smith (2007).

10.  Paraevaluar la carga parasitaria post tratamiento se realizaron 2 conteos con la técnica

McMaster modificada entre los dias 10 y 14 post desparasitacion (Coles et al., 1992).

11.  Todos los datos y promedios obtenidos fueron tabulados en Microsoft Excel, y los

calculos necesarios fueron realizados en el mismo programa.
12.  Se calculé el test de reduccion de conteo de huevos (TRCH) de la siguiente manera:

% TRCH = HPG pre tratamiento — HPG post tratamiento 100
’ B HPG pre tratamiento

(Fesseha et al., 2020)

13.  Se promedio el porcentaje del TRCH de cada grupo segun el tratamiento administrado

y con estos datos se realizé la prueba de X2 comparando los tratamientos en pares (tabla 1).
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La prueba de X2 acepta distribuciones no normales, generalmente obtenidas en un
estudio experimental, y permite evaluar hipotesis de relacion entre dos variables categéricas

(Hernandez et al., 2014). En este caso se manejo un margen de error de 0.05.

14.  Para determinar la eficacia de los farmacos se realizé Bootstrapping con n=500 en los
tratamientos A, B y C. Y con estos datos se determiné el limite inferior de un intervalo de
confianza del 95% (LCL 95%). Este calculo no fue posible realizarlo con el tratamiento D

ya que solo se contaba con un dato.

15.  Seaplicaron los criterios establecidos por de la Asociacion Mundial para el Avance de

la Parasitologia Veterinaria para la deteccion de resistencia antihelmintica:
TRCH < 95%*/90% "y LCL 95% < 90%= Resistencia antihelmintica
TRCH < 95%*/90% ™ 6 LCL 95% < 90%= Sospecha de resistencia antihelmintica
TRCH > 95%*/90% "y LCL 95% > 90%= Susceptibilidad antihelmintica
*Aplicado para ivermectina, *Aplicado para fenbendazol
(Cernea et al., 2015; Coles et al., 1992)

16.  Con los resultados estadisticos, se realizd una busqueda bibliografica con el navegador
Google Chrome en las bases de datos de: Google Scholar, PubMed y en la base digital de la
Universidad San Francisco de Quito. Para ingresar a la Gltima base de datos se lo hizo
usando el usuario y contrasefia de estudiante de la USFQ. No se aplicé filtros de fecha, y se

utiliz6 bibliografia en inglés, espafiol y portugués.

17. Al tener la informacion recolectada se procedi6 a discutir los resultados y hallazgos

importantes.

18.  Se utiliz6 el gestor de referencias bibliograficas Mendeley durante todo el proceso de

escritura del informe final.
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RESULTADOS

En el diagrama 1 se especifican los grupos seleccionados para recibir cada tratamiento,

asi como la especie de anfibio y el nimero de individuos de cada grupo.

Diagrama 1. Distribucién de los grupos de anuros en los tratamientos antiparasitarios

Grupo 1
Gastrotheca
lojana

8 individuos

Grupo 4
Gastrotheca
lojana
11 individuos

Ti

ratamiento C

Grupo 2
Gastrotheca
lojana
9 individuos

Grupo 0*
Gastrotheca
lojana
Capnol 8 individuos
Cruziohyla
craspedopus
8 individuos

Grupo 7

Gastrotheca
turnerorum
8 individuos

Grupo 5
Gastrotheca
lojana

Grupo 6 11 individuos

Gastrotheca
testudinea
8 individuos

En el grafico 1 se muestran los conteos realizados en el grupo control. Son notables las

variaciones entre cada conteo, el primer conteo arrojé el resultado mas alto de 7297 HPG,

mientras que el segundo mostré el mas bajo siendo de 2970 HPG. Los siguientes conteos

mostraron resultados mas semejantes entre ellos, pero todos sobre los 3000 HPG.

8000

Huevos por gramo (HPG)
] - =)
= = =
= = =
= = =

7297

4767

297 3630 3930

1 2 3 4 5
Numero de conteo

Grafico 1. Huevos por gramo (HPG) en los conteos del grupo control (grupo 0)
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En el anexo D se muestra los promedios obtenidos de los conteos previos a la
desparasitacion (HPG inicial) para cada grupo, asi como de los conteos posteriores a la
desparasitacion (HPG final). Ademas, se expone el resultado del test de reduccion de conteo
de huevos en porcentaje (TRCH %), con estos datos grupales se obtuvo el promedio

correspondiente a cada tratamiento.

En el grafico 2, se evidencia que los grupos que estuvieron bajo el tratamiento A
presentaron la menor reduccion de conteo de huevos, siendo 67,25%. Mientras que usando el
tratamiento D se observé la mayor reduccion porcentual siendo del 100%. Por otro lado, los
grupos en los que se puso a prueba el tratamiento B y C presentaron una moderada-elevada

reduccion de conteos de huevos.

120
100 88,01
80 67,25
60
40
20
0

99,13 100,00

Promedio TRCH (%)

A B C D
Tratamiento

Grafico 2. Promedio del test de reduccion de conteo de huevos (TRCH %) de los grupos

de cada tratamiento antiparasitario.

Los resultados de la prueba de chi cuadrado se observan en la tabla 1, solamente en las
comparaciones entre el tratamiento A frente al C y D se obtuvo una diferencia significativa
(p<0.05). El resto de comparaciones no fueron significativamente diferentes, es decir que la

reduccion de conteo de huevos fecales del 100% obtenida con el tratamiento D no difiere
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significativamente que la obtenida al aplicar el tratamiento C o B. No obstante, el tratamiento

A no es significativamente diferente al B.

Tabla 1. Resultado p value de la prueba X? comparando los diferentes tratamientos

Tratamiento A B C D
A |
B 0,095712 | --—---
C 0,013457 0416308 | -
D 0,011328 0,381811 0,950716

p value< 0.05 indica diferencia significativa

Finalmente, con la metodologia de este ensayo y usando los criterios internacionales de
resistencia antihelmintica en veterinaria, se determind que los parasitos gastrointestinales de
las ranas del estudio solamente son susceptibles al tratamiento C basado en la administracion
de ivermectina a una dosis de 0.4 mg/kg (tabla 2). Por el contrario, para el tratamiento Ay B

muestran evidente resistencia antihelmintica.

Tabla 2. Determinacion de la resistencia o no resistencia al tratamiento antihelmintico

de los parasitos gastrointestinales de los grupos de anuros del ensayo.

Tratamiento LCL 95% Resultado

C 98,26 N
LCL: limite inferior del intervalo de confianza, R: resistente, N: no resistente
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DISCUSION

El objetivo de este estudio fue comprobar cuél es el tratamiento antiparasitario mas
adecuado en un grupo de anuros del centro Jambatu expuestos a diferentes farmacos y dosis,
para esto se aplico una técnica modificada de conteo de huevos McMaster. Al emplearla antes
y después de la desparasitacion fue posible realizar el test de reduccion de conteo de huevos

(TRCH) y determinar la resistencia antihelmintica de los tratamientos antiparasitarios.

En la busqueda realizada no se identificd literatura publicada sobre la técnica McMaster
en anfibios, sin embargo, la técnica usada en este estudio se adapto para analizar una cantidad
de heces incluso menor a 1 gramo. El problema es que mientras menor cantidad de heces es
examinada, la estimacion de los huevos por gramos (HPG) es menos precisa (Vadlejch et al.,
2011). Con el fin de disminuir esta variacion se aumentd el niamero de replicas y se utilizé un

factor de dilucion 1:10 (Vadlejch et al., 2011),

En anfibios es recomendable utilizar un contenedor limpio con papel himedo como
recinto durante el muestreo de las heces, ya que en el terrario se puede dar contaminacion por
otros organismos (Hoegeman, 1999), Esto no se implement6 en el grupo 6 puesto que los
individuos no se alimentaron en las tinas, y por consiguiente se los mantuvo en su terrario para
obtener muestras fecales. No obstante, el conteo de huevos no arrojo un resultado alarmante
(ver Anexo C). Pero se debe considerar que segun los registros del centro, los individuos
mantenidos en las tinas suelen tener mayor carga parasitaria y altas tasas de mortalidad en
comparacion a los que viven en terrarios, probablemente por la diferencia en la frecuencia de

limpieza.

En estudios donde se calcule la reduccion porcentual de conteo de huevos, se
recomienda tener un grupo control para observar los cambios naturales de aparicion de huevos

en muestrales fecales (Coles et al., 1992). En este estudio se contaba con un grupo control, pero
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este presentd mas de 2900 HPG (grafico 1) de Strongyloides spp., con esta carga parasitaria se
puede suponer un muerte probable de los individuos, por esto el grupo fue incluido en uno de

los tratamientos.

Los resultados de reduccion de conteo de huevos presentados en el grafico 2 permiten
observar que con el uso del tratamiento A, se produce la menor reduccion de la carga
parasitaria. En estudios realizados en otras especies se ha reportado una elevada presencia de
huevos luego de la desparasitacion con benzimidazoles, lo cual se asocia a resistencia
antihelmintica (Fesseha et al., 2020). Ademas, es necesario considerar que este tratamiento fue
el Unico frente al cual hubo diferencias significativas en las comparaciones de TRCH (tabla 1).
Todo esto se relaciona a la existencia de resistencia antihelmintica evidenciada en la tabla 2.

En definitiva, este no seria el tratamiento de eleccién en el caso de estos anuros.

En un caso reportado de estrongiloidiasis en ranas Hyla andersonii se administro
fenbendazol oral a dosis de 27 mg/kg y estas murieron debido a nematodiasis (Troan et al.,
2021); es decir que esta dosis fue sumamente baja como para disminuir la parasitosis. Se alude
que los individuos que no responden a las dosis terapéuticas de fenbendazol si suelen responder
ante dosis/frecuencias mas altas (Carrington et al., 2011) debido a la rapida generacion de
resistencia antihelmintica (Cox, 2004). En cambio, en otro ensayo se desparasitd sapos Bufo
houstonensis con fenbendazol a 290-580 mg/kg en polvo sobre grillos de alimentacién por 3

dias, y se redujo significativamente la carga parasitaria (Bianchi et al., 2014).

Por otro lado, al utilizar protocolos con ivermectina se considero el riesgo de toxicidad
y por ello se escogid dosis bajas y una via menos invasiva: 0.2 y 0.4 mg/kg por via topica. Cabe
mencionar que, en el Acuario Nacional de Baltimore, se reportd una intoxicacion masiva de
dendrobétidos con 0.2 mg/kg PO por una presunta sobredosificacion (Clayton et al., 2013;

Hahn et al., 2014) y lo mismo ocurrio en sapos Incilius alvarius (Helmick et al., 2018). En este
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estudio no se observaron efectos adversos a ivermectina en ninguno de los individuos, esto

refuerza la decision de desparasitar por via topica en lugar de via oral.

En general las lactonas macrociclicas tienen un alto nivel de eficacia antihelmintica
(Cernea et al., 2015). En una Leiopelma archeyi con nematodosis nasal se aplicé moxidectina
a 0.4 mg/kg oral e intranasal, y se logré una recuperacion exitosa (Shaw et al., 2011). Ademas,
en Rhinella marina con infestacion de Rhabdias, se uso ivermectina a dosis de 0.2 mg/kg de
forma parenteral en el saco linfatico dorsal y los conteos de larvas en heces disminuyeron
rapidamente (Finnerty et al., 2018). Ahora bien, en este estudio a dosis de 0.2 mg/kg ya se
evidencio resistencia antihelmintica, no asi a una dosis de 0.4 mg/kg a la que los parasitos de

estos anuros aln son susceptibles (tabla 2), y por ello se obtuvo una TRCH de 99,13%.

El tratamiento D mostro una TRCH del 100%, aunque se debe considerar que solamente
se analiz6 un grupo. En un estudio de dendrobatidos con estrongilos intestinales se administrd
fenbendazol a 100 mg/kg y 4 dias después se afiadié ivermectina a 266-373 ug/kg, pero no se
evaluo la reduccion de la carga parasitaria (Nichols et al., 2001). Aunque se pudiera asegurar
la eliminacion total de paréasitos utilizando este tratamiento, se debe considerar que su TRCH
no es diferente significativamente al tratamiento C (tabla 1), y que usar este protocolo
representa mayor tiempo y manipulacion de los anfibios, asi como mayor riesgo de generar

resistencia antihelmintica (Cernea et al., 2015).

Es importante acotar que la desparasitacion en conjunto con el manejo del ambiente
donde viven los anfibios son la clave para el control de parasitosis (Patterson-Kane et al., 2001).
Sobre todo, los cuidados en la higiene de los recintos son basicos con Strongyloides spp., ya
que son parasitos de dificil eliminacion cuando se usa Unicamente el tratamiento farmacoldgico

(Bianchi et al., 2014).
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En anfibios es aceptable combinar heces de varios individuos para realizar la técnica de
flotacion coprologica (Pessier & Mendelson, 2017) pero para conocer la resistencia
antihelmintica se lo deberia hacer de forma individual (Cernea et al., 2015). Por esta razén y
por el reducido numero de muestras los datos no son extrapolables. Se recomienda ocupar
técnicas que se puedan realizar de forma individual y a mayor escala, estas pueden ser:
McMaster modificado estandarizado en anfibios (en el de este estudio la sensibilidad con dos
camaras es de 37 HPG, y con una cdmara es de 73 HPG), centrifugacion y observacion directa
usando una escala de 0 al 4 (Bianchi et al., 2014), o mini-FLOTAC que tiene sensibilidad de 5

HPG pero que requiere minimo 2 gramos de heces (lanniello et al., 2020).

La principal limitante de este estudio fue el tiempo, ya que no se logré ingresar mas
grupos al ensayo para tener mas muestras en cada tratamiento, ni tampoco fue posible realizar
muestreos individuales. Otra limitante es la escasez de informacion sobre parasitologia en
anfibios, ya que no hay puntos de corte establecidos para decidir desde que HPG es
recomendable desparasitar, este seria un dato importante de determinar; asi como también es
necesario estipular el tiempo normal de reaparicion de huevos post desparasitacion en anfibios

segun cada farmaco.

A pesar de que en este ensayo se tomaron las consideraciones explicadas en la literatura
para obtener resultados precisos, se recomienda estandarizar la técnica de conteo de huevos
McMaster en anfibios ya que se ha demostrado que cualquier modificacion influye de
sobremanera en los resultados (Ballweber et al., 2014). Dentro de esta estandarizacion se
deberia incluir el nimero de conteos adecuados. Ademas, para proximos estudios se
recomienda realizar una eleccién adecuada del grupo control considerando la posible

mortalidad.
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Por otro lado, considerando que en los individuos del estudio se evidencio resistencia
antihelmintica para el tratamiento A y B, se sugiere comprobar estos datos para el resto de
ejemplares del centro. Ademas, se recomienda realizar desparasitaciones selectivas, es decir
basadas en examenes coprologicos que demuestren cuales individuos requieren ser
desparasitados. Seria ideal usar otros farmacos que también han presentado buenos resultados
en nematodiasis de anfibios para evitar un uso excesivo de ivermectina, pues esto aumentaria
su probabilidad de generar resistencia. Por ultimo, se recomienda buscar alternativas al control

farmacoldgico de parasitosis.
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CONCLUSIONES

El tratamiento C arrojo la mayor reduccién de conteo de huevos (99,13%) que es
diferente significativamente frente al tratamiento A (67,25%), pero no frente al tratamiento D
(100%). Ademas, se demostré que los parasitos de estos anuros no presentan resistencia
antihelmintica frente a ivermectina 0.4 mg/kg ya que el limite menor del intervalo de confianza

de 95% fue de 98,26%. Por lo cual este seria el tratamiento de eleccidn en estos anuros.

En la hipotesis 1 sobre la diferencia significativa en la reduccién de conteo de huevos
entre los tratamientos, la hipotesis alternativa fue aceptada en las comparaciones entre AX Cy
A x D, mientras que para el resto de las comparaciones se aceptd la hipétesis nula. Por otro
lado, en la hipotesis 2 relacionada a la presencia de resistencia antihelmintica, se acepto la
hipdtesis alternativa en el caso del tratamiento A y B que son los protocolos antiparasitarios
que se han venido usando en el centro Jambatu, y solamente con el tratamiento C se aceptd la

hipétesis nula.

Con este ensayo se determind que el fenbendazol en los anuros del estudio presenta una
menor eficacia antihelmintica en comparacion a la ivermectina a dosis de 0.4 mg/kg. Incluso
el limite inferior del intervalo de confianza de 95% de 37,96% y el porcentaje de reduccion de
conteo de huevos de 67,25% obtenidos con el tratamiento A, indican que hay resistencia
antihelmintica. Sin embargo, son necesarios mas estudios para determinar en qué individuos

hay resistencia o si esta resistencia es generalizada en los anuros del centro Jambatu.

Aungue muchas veces se evita el uso de ivermectina por los eventos reportados y
anecddticos de toxicidad, es necesario realizar una investigacion previa sobre las dosis y via
de administracidn a utilizar para estar seguros de aplicarla en los anuros seleccionados. En este
caso, esto se confirmo a través de bibliografia y al no observar signos de toxicidad durante el

estudio en los individuos tratados con ivermectina.
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ANEXO A: IMAGENES DEL PROCEDIMIENTO DE LA TECNICA DE CONTEO
DE HUEVOS MCMASTER MODIFICADA

a. Fluido de flotacion preparado d. Filtracion de la mezcla fecal

(Nitrato de sodio SG 1.18) homogenizada

e. Llenado de las camaras McMaster y

reposo de 5 minutos

c. Mezcla fecal en proporcion 1 g de f. Observacion al microscopio con

heces: 10 ml fluido aumento total 100x
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ANEXO B: IMAGENES DE LOS HUEVOS Y LARVAS DE STRONGYLOIDES SPP.

Huevos de Strongyloides spp. en mezcla fecal del grupo control 100x

Huevos de Strongyloides spp. en mezcla fecal del grupo 5 pre- desparasitacion 100x

Huevo de Strongyloides spp. en mezcla fecal del grupo 5 post- desparasitacion 100x

Huevo y larvas de Strongyloides spp. en mezcla fecal del grupo 6 pre-desparasitacion 100x




ANEXO C: CONTEO DE HUEVOS PRE Y POST DESPARASITACION

Huevos por gramos (HPG) observados en los conteos con la técnica McMaster realizados

antes y después de la desparasitacion en cada grupo de anuros.

HPG conteo/s pre-

HPG Ller conteo post-

HPG 2do conteo post-

#Grupo | desparasitacion desparasitacion desparasitacion
0|7297/2970/4767/3630/3960 0
5 6307/1063/2090 73 37

Nota: los colores de la tabla se corresponden con los tratamientos antiparasitarios

administrados a cada grupo (ver Diagrama 1)
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ANEXO D: PROMEDIO DE LOS CONTEOS DE HUEVOS PRE Y POST
DESPARASITACION, Y REDUCCION DE CONTEO DE HUEVOS

Promedio de conteo de huevos por gramo (HPG) en cada grupo de anuros seleccionado
previo a la administracion del tratamiento antiparasitario (HPG Inicial) y 1 semana después
de finalizado el tratamiento (HPG final), y porcentaje de reduccién de conteo de huevos (R-

HPG).

#Grupo HPG Inicial HPG Final TRCH (%)
0 4525 0 100,00

5 3153 55 98,26

Nota: los colores de la tabla se corresponden con los tratamientos antiparasitarios

administrados a cada grupo (ver Diagrama 1)



