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Nematodirus spathiger EGGS AND INFECTIVE LARVAE (L3)
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RESUMEN

Se obtuvo una suspensión conteniendo el extracto proteico total de Bacillus
thuringiensis de las variedades kurstaki HD-1, thompsoni HD-542, neoleonensis T-24-
001, israeliensis HD-500 e israeliensis WHO-2013-9 y se determinó la concentración
(mg/ml) de cada variedad por el método de Biuret. La actividad nematicida se evaluó en
placas de Petri enfrentando huevos y larvas (L3) infectivas de Nematodirus spathiger
contra la suspensión del extracto proteico total (1.2 ml), considerando cinco tratamientos
(variedades) y 10 repeticiones. El grupo control solo contenía nematodos. Las placas de
Petri se incubaron a 25 °C por 24, 48 y 72 h. La variedad kurstaki HD-1 en una concentra-
ción de 5.042 mg/ml fue la variedad con mayor eficiencia antihelmíntica en los tres tiem-
pos de incubación, obteniendo una mortalidad de 44.7% en huevos y 45.6% en larvas. El
extracto proteico total de B. thuringiensis variedad kurstaki HD-1 contiene las toxinas
nematicidas que pudieran ser empleadas para el futuro en pruebas in vivo con animales
infectados experimentalmente con N. spathiger.
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ABSTRACT

A suspension containing the total protein extract of Bacillus thuringiensis of five
strains (kurstaki HD-1, thompsoni HD-542, neoleonensis T-24-001, israeliensis HD-500
and israeliensis WHO-2013-9) was obtained. The concentration (mg/ml) of each strain
was determined by the Biuret method. The nematicidal activity was evaluated in Petri
plates facing eggs and infective larvae (L3) of Nematodirus spathiger against the
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suspension of total protein extract (1.2 ml). Five treatments (strains) and 10 repetitions
were used. The control group contained only the nematodes. The Petri dishes were
incubated at 25 °C for 24, 48 and 72 h. Kurstaki HD-1 strain in a concentration of 5.042
mg/ml showed the best anthelmintic efficiency in the three incubation times, obtaining
44.7% mortality in eggs and 45.6% in larva. The total protein extract of B. thuringiensis
kurstaki HD-1 contains the nematicidal toxins that could be used for future in vivo
experimentally infected animals with N. spathiger.
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INTRODUCCIÓN

La ganadería en los Andes peruanos
constituye una importante fuente de ingresos
económicos a la población rural; sin embar-
go, el parasitismo gastrointestinal afecta el
rendimiento productivo de los animales, dis-
minuyendo la producción lechera, cárnica y
de lana, siendo su tratamiento costoso y, en
algunas ocasiones, ineficaz.

De los nematodos gastrointestinales en
estado adulto hallados en el tracto
gastrointestinal de ovinos, la especie
Nematodirus spathiger se encuentra pre-
sente en el 55.1% de los casos, frente a otros
nematodos como Bunostomum trigono-
cephalum (24.8%), Trichuris ovis (12.7%),
Chabertia ovina (5.9%) y Oesophagos-
tomun venulosum (1%) (Gómez, 1984). N.
spathiger se le encuentra tanto en el periodo
lluvioso como en el seco, principalmente de-
bido a que la larva infectiva se desarrolla den-
tro del huevo, lo cual le confiere una mayor
resistencia a los factores adversos del medio
ambiente. Además su eclosión es favorecida
por estímulos térmicos (enfriamiento y ca-
lentamiento) existentes en las regiones alto
andinas (Leguía y Casas, 1999).

El parasitismo gastrointestinal es trata-
do en la actualidad mediante el control quími-
co, que, dependiendo de la frecuencia y dosis
empleada, los parásitos puedes generar re-
sistencia a los antiparasitarios (Rojas, 2004).
Asimismo, estos fármacos pueden dejar re-
siduos en leche o carne que es destinada al

consumo humano. Además, los problemas
derivados del uso de fármacos pueden afec-
tar la producción de alimentos orgánicos
(Márquez, 2008). Estos inconvenientes mer-
man la rentabilidad de la ganadería y, por lo
tanto, afectan la calidad de vida de los gana-
deros (Mendoza, 2000).

Los inconvenientes ocasionados por el
control químico han replanteado el uso de los
antiparasitarios, renovando el interés por la
búsqueda de alternativas ecológicamente via-
bles, sustentables y sin riesgos para la salud
humana. Entre ellos se encuentra el control
biológico, que consiste en utilizar organismos
vivos con el objeto de controlar las poblacio-
nes de otro organismo (Lecuona, 1995).

Existe una gama de poblaciones de or-
ganismos que han sido reportadas como an-
tagonistas de nematodos, desde invertebra-
dos hasta bacterias y hongos, siendo consi-
deradas como posibles agentes potenciales
de control de estos parásitos. Estos agentes
han despertado un gran interés en la ciencia
con la finalidad de buscar mecanismos via-
bles que permitan realizar un control efectivo
de los parásitos gastrointestinales en rumian-
tes (Herrera et al., 2004).

De los organismos reportados, la bac-
teria Bacillus thuringiensis ha sido desarro-
llada como un excelente agente biocontrolador
de enfermedades causadas principalmente
por insectos a cultivos de agrícolas de impor-
tancia (Lecuona, 1995). Para el caso de los
nematodos, se reportan variedades de B.
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thuringiensis que tienen actividad letal frente
a los estadios de vida libre, como son los hue-
vos y las larvas de nematodos (López et al.,
2002).

En el presente estudio realizado en
Ayacucho, Perú, se evaluó la actividad
nematicida in vitro del extracto proteico to-
tal de Bacillus thuringiensis frente a los
estadios de vida libre de Nematodirus
spathiger, huevos y larvas L3 infectivas.

MATERIALES Y MÉTODOS

Lugar y Duración del Trabajo

El presente trabajo se realizó en el La-
boratorio de Parasitología de la Escuela de
Formación Profesional de Medicina Veteri-
naria y en el Laboratorio de Biotecnología
de la Escuela de Formación Profesional de
Biología de la Universidad Nacional de San
Cristóbal de Huamanga, Ayacucho, Perú. La
zona se encuentra a una altitud de 2764 msnm
y el estudio se llevó a cabo entre enero y
diciembre de 2011.

Infección Experimental

Se recolectaron cerca de 30 g de heces
del recto de ovinos luego del sacrificio en el
Centro de Beneficio de Quicapata. Las
muestras fueron llevadas al laboratorio para
diferenciar los huevos de Nematodirus
spathiger (150-212 x 75-108 µm) de otros
huevos de tricostrongilos, utilizando cuadros
de ayuda para la detección coprológica de
huevos de los helmintos más comunes
(Kassai, 2002). Los huevos fueron aislados
mediante el uso de dos tamices, colocados
uno debajo del otro. El superior con una cri-
ba de 200 µm de abertura que permite rete-
ner y descartar las partículas grandes de las
heces y el inferior con una criba de 53 µm de
abertura que permite retener los huevos de
N. spathiger (Kassai, 2002). Los huevos fue-
ron vertidos en un recipiente hasta sedimen-
tar y eliminar el sobrenadante.

Si bien existe la posibilidad de quedar
retenidos huevos de otras especies de
nematodos, las larvas resultantes morirían
luego del prolongado periodo de incubación a
temperatura ambiente (18 °C) y humedad
variable, incluyendo periodos breves de de-
secación (Herrera et al., 2004).

El material sedimentado fue incubado
por dos meses a temperatura ambiente (18 °C)
hasta la obtención de larvas L3 infectivas de
N. spathiger.

El cultivo fue colocado en el aparato de
Baerman (Herrera et al., 2004) para liberar
las larvas. Estas fueron administradas, vía oral,
a un ovino joven (cinco meses de edad)
desparasitado 20 días antes. Se empleó una
dosis infectiva de 65 larvas L3. Posteriormen-
te, en el día 28 posinfección se inició la reco-
lección de muestras de heces para la obten-
ción de los huevos y larvas L3 infectivas.

Huevos de Nematodirus spathiger

Las muestras de heces (400 g) colecta-
das del ovino infectado experimentalmente
fueron almacenadas a 4 ºC hasta su empleo.
Las muestras fueron homogenizadas con
agua destilada en un mortero y colocadas en
recipientes de polietileno de 9 L de capaci-
dad. La suspensión resultante fue filtrada a
través de un tamiz, dejándose sedimentar por
10 min, para luego eliminar el sobrenadante.

Al sedimento obtenido se le adicionó
una solución saturada de azúcar (1280 g de
azúcar rubia en 1000 ml de agua destilada)
en un recipiente de polietileno de forma cilín-
drica de 1000 ml de capacidad, en forma len-
ta y evitando la formación de burbujas. Se
colocó una lámina de polietileno flexible en
contacto con la suspensión durante 30 min,
permitiendo que los huevos del nematodo se
dirijan hacia la superficie y se adhieran a lá-
mina.

La lámina conteniendo los huevos se
colocó en posición vertical en otro recipiente
de polietileno y se lavó con agua destilada -
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para separar los huevos y dejarlos en la sus-
pensión. Esta se almacenó hasta su empleo a
4 ºC (adaptado de López et al., 2002 y Leguía
y Casas, 1999). La modificación de la técni-
ca consistió en el uso de una mayor cantidad
de heces y, por lo tanto, en el uso de mayor
volumen de las soluciones y recipientes de
mayor capacidad.

Larvas L3 de Nematodirus spathiger

Muestras de heces (400 g) colectadas
del ovino infectado experimentalmente fue-
ron homogenizadas con agua en un mortero.
Se dejó macerar hasta su fluidificación y se les
depositó en recipientes de polietileno de 9 L.

La suspensión se pasó a través de una
malla, para retener las partículas grandes. Se
dejó sedimentar eliminándose el sobrenadante,
y el sedimento se transfirió a recipientes de
polietileno con forma cuboide (13 cm de lar-
go, 10 cm de ancho y 6 cm de altura) para su
incubación por dos meses a temperatura
ambiente (18 °C) y humedad. El coprocultivo
se dejó secar hasta la eliminación del exceso
de humedad por 24 h y luego se procedió a
realizar el método de Baerman, es decir la
migración larvaria (Herrera et al., 2004), don-
de se colocó el material de cultivo envuelto
en gasas de algodón y se sumergió en agua
tibia, se dejó reposar por 24 h y se colectaron
las larvas infectivas (adaptado de Leguía y
Casas, 1999).

Extracto Proteico Total de B. thuringien-
sis

Se emplearon cinco variedades de B.
thuringiensis del cepario del Laboratorio de
Microbiología Ambiental y Biotecnología de
la Universidad Nacional Mayor de San Mar-
cos, Lima.

- kurstaki HD-1
- israeliensis WHO-2013-9
- israeliensis HD-500
- thompsoni HD-542
- neoleonensis T-24-001

Las variedades fueron reactivadas ino-
culando tres asadas del cultivo bacteriano en
100 ml de caldo Luria Bertani (LB) e incuba-
do por 72 h a 30 ºC en una incubadora de
agitación orbital (80 rpm), hasta la formación
de cristales y esporas en 72 h.

Luego se sembró una asada a dos pla-
cas de Petri conteniendo Agar LB y se incu-
bó por 24 h a 30 ºC. Se inoculó a 200 ml de
caldo suplementado con leche peptonizada,
incubándose por 72 h a 30 ºC en una incuba-
dora de agitación orbital (130 rpm), hasta que
se produzca la autolisis. Una vez autolizado
el cultivo (1062 g), se centrifugó a 10 500 g,
el sedimento bacteriano se lavó por tres ve-
ces con agua destilada y se resuspendió en
solución de buffer fosfato (PBS) 0.01 M, pH
8.0, obteniéndose 35 ml de suspensión conte-
niendo esporas y cristales parasporales.

A fin de inhibir la actividad de las
proteasas, se añadió 1 µl de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (1 mM) por cada mililitro
de la suspensión conteniendo esporas y cris-
tales parasporales.

Las muestras fueron solubilizadas por
adición de 1 µl de 2-mercaptoetanol (10 mM)
por cada mililitro de la suspensión, con el ob-
jetivo de separar las cadenas polipeptídicas
unidas por puentes disulfuro. Se incubaron a
37 ºC por 4 h, luego las muestras (10-500 g)
fueron centrifugadas a 10 500 g durante 40
min a 4 ºC.

El sobrenadante conteniendo las proteí-
nas fue procesado por el método de Biuret
para determinar su concentración (adaptado
de López et al., 2002). En la modificación de
la técnica se sustituye el medio de cultivo SP
por caldo suplementado con leche
peptonizada para la obtención de esporas y
cristales parasporales. Asimismo, en el análi-
sis del contenido proteico, se sustituyó el mé-
todo Bradford (electroforesis) (López et al.,
2002) por el método Biuret cuantitativo.



513Rev Inv Vet Perú 2015; 26(3): 509-518

Control biológico de estadios libres de nematodos gastrointestinales

Conteo de Nematodos

El número total de huevos y larvas de
N. spathiger se determinó mediante la ob-
servación al microscopio de un volumen de
1.2 ml de la suspensión, tanto de huevos como
de larvas (adaptado de López et al., 2002),
siendo la modificación de la técnica el incre-
mento del volumen de la suspensión a obser-
var en el microscopio, de 5 µl a 1.2 ml.

Efecto Ovicida y Larvicida in vitro

En una placa de Petri de 6 cm de diá-
metro se depositó 1.2 ml de una suspensión
que contiene huevos o larvas de N. spathiger
y 1.2 ml de la muestra de proteína purificada
de B. thuringiensis. Se realizaron 10 repeti-
ciones y adicionalmente 10 placas de Petri
conteniendo solo huevos o larvas para el con-
trol. Las placas de Petri con los preparados
se incubaron a 24, 48 y 72 h a 25 ºC. La ob-
servación se realizó bajo un microscopio usan-
do el objetivo 4X, documentándose el núme-
ro de huevos y larvas afectadas por las toxi-
nas de B. thuringiensis.

Los huevos de N. spathiger del grupo
control debían presentar un desarrollo em-
brionario normal, en tanto que los huevos ex-
puestos al extracto proteico total de B.
thuringiensis, en caso fueran afectados de-
bían haber detenido el desarrollo embriona-
rio. En forma similar, las larvas L3 infectivas
del grupo control debían encontrarse en mo-
vimiento y aquellas expuestas al extracto pro-
teico total debían estar inmóviles, casi en po-
sición de línea recta o curva (López et al.,
2002).

El porcentaje de mortalidad corregida
(MC) de la toxina del B. thuringiensis se
estimó usando la fórmula siguiente: MC = (%A
– %B)/(100 - %B) x 100, donde %A es la
mortalidad de huevos y larvas frente al ex-
tracto proteico de cada una de las cinco va-
riedades de B. thuringiensis empleadas, %B
es la mortalidad testigo registrado de huevos
y larvas (Lecuona, 1995; Cundía, 2009).

Análisis Estadístico

Se empleó un diseño completamente
randomizado con 5 tratamientos y 10 repeti-
ciones (una placa de Petri por repetición) y
un grupo control. Los datos se analizaron
mediante un análisis de varianza y la compa-
ración de promedios de actividad nematicida
mediante la prueba de Tukey (p<0.05).

La relación funcional entre la concen-
tración del extracto proteico total de B.
thuringiensis y la actividad nematicida se
evaluó mediante una regresión lineal.

RESULTADOS

Como resultado de la incubación de los
huevos y larvas L3 infectivas, en el grupo
control se pudo observar un desarrollo em-
brionario normal en el interior de los huevos
y movimiento de tipo ondulante y en espiral
continuo en el caso de las larvas (Fig. 1a,b).
En contraste, los huevos expuestos al extracto
proteico total de B. thuringiensis detuvieron
el desarrollo embrionario y las larvas estaban
inmóviles en posición de línea recta o curva
(Fig. 1c,d).

La actividad ovicida del extracto pro-
teico total de B. thuringiensis se observa en
el Cuadro 1. La variedad kurstaki HD-1 pre-
sentó la mayor actividad ovicida de las cinco
variedades en estudio, obteniéndose 22.5, 29.0
y 44.7% de mortalidad corregida de huevos
a las 24, 48 y 72 h de exposición respectiva-
mente; seguida de la variedad thompsoni
HD-542 con 29.3% a las 72 h de exposición.
En contraste, se observa una baja actividad
ovicida con las otras tres variedades.

El extracto proteico total de la variedad
kurstaki HD-1 presentó la mayor actividad
larvicida (Cuadro 2), obteniéndose 27.2, 41.9
y 45.6% de mortalidad corregida de larvas
L3 infectivas a las 24, 48 y 72 h de exposi-
ción respectivamente. La segunda actividad
larvicida corresponde a thompsoni HD-542
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Cuadro 1. Porcentaje de mortalidad corregida de huevos de Nematodirus spathiger frente 
al extracto proteico total de cinco variedades de Bacillus thuringiensis 

 
Variedad 24 horas 48 horas 72 horas 
kurstaki HD-1 22.5 a 29.0 a 44.7 a 
thompsoni HD-542 11.6 b 25.5 b 29.3 b 
neoleonensis T-24-001 5.3 c 12.4 c 19.6 c 
israeliensis HD-500 3.6 d 13.1 c 16.9 d 
israeliensis WHO-2013-9 4.3 cd 9.5 d 11.2 e 
Control 0.0 e 0.0 e 0.0 f 

a,b,c,d,e Superíndices diferentes dentro de columnas indica diferencia estadística (p<0.05)  

Cuadro 2. Porcentaje de mortalidad corregida de larvas L3 infectivas de Nematodirus 
spathiger frente al extracto proteico total de cinco variedades de Bacillus 
thuringiensis 

 
Variedad 24 horas 48 horas  72 horas 
kurstaki HD-1 27.2 a 41.9 a 45.6 a 
thompsoni HD-542 11.5 b 18.2 b 20.7 b 
israeliensis HD-500 1.9 c 11.0 c 11.9 c 
neoleonensis T-24-001 0.4 cd 3.3 d 6.4 d 
israeliensis WHO-2013-9 2.0 c 4.1 d 4.7 de 
Grupo control 0.0 d 0.0 d 0.0 e 

a,b,c,d,e Superíndices diferentes dentro de columnas indica diferencia estadística (p<0.05) 

con 20.7% a las 72 h de exposición. Tal y
como sucedió con la actividad ovicida, se
observó una baja actividad larvicida con las
variedades restantes de B. thuringiensis.

La concentración proteica del extracto
proteico total de las cinco variedades de B.
thuringiensis se muestra en el Cuadro 3. La
variedad kurstaki HD-1 presentó la mayor
concentración proteica (5.042 mg/ml), segui-
da de las variedades thompsoni HD-542,
israelensis WHO-2013-9 y israelensis HD-
500. La variedad neoleonensis T-24-001 pre-
sentó la menor concentración (2.256 mg/ml).

En la Fig. 2 se observa el análisis de la
relación funcional entre la concentración
proteica del extracto proteico total de B.
thuringiensis (mg/ml) y la actividad
nematicida (ovicida y larvicida), mediante
regresión lineal.

DISCUSIÓN

El control biológico en el Perú está orien-
tado al control de plagas agrícolas, siendo los
entes rectores del mercado de control bioló-
gico el Servicio Nacional de Sanidad Agraria
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Figura 1. a) Huevo de Nematodirus spathiger en el grupo control con normal desarrollo em-
brionario a 72 h de incubación a 25 °C; b) Movimiento de tipo ondulante y en espiral
continuo de la larva L3 infectiva de N. spathiger en el grupo control a 72 h de incubación
a 25 °C; c) Huevo de N. spathiger muerto, resultado de la exposición al extracto
proteico total de Bacillus thuringiensis; d) Larva L3 infectiva de N. spathiger muer-
ta, resultado de la exposición al extracto proteico total de B. thuringiensis

Cuadro 3. Valores de absorvancia y concentración (mg/ml) obtenidos mediante la curva de 
calibración con ovoalbúmina 

 
Sobrenadante conteniendo el 
extracto proteico total Absorvancia Concentración proteica 

(mg/ml) 
kurstaki HD-1 0.266 5.042 
thompsoni HD-542 0.168 3.172 
israeliensis HD-500 0.160 3.019 
israeliensis WHO-2013-9 0.163 3.076 
neoleonensis T-24-001 0.120 2.256 
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(SENASA) y el Instituto Nacional de Inno-
vación Agraria (INIA), mediante el Progra-
ma Nacional de Control Biológico, como lo
señala Duarte (2012) en el análisis sobre el
control biológico para apoyar las exportacio-
nes agrícolas no tradicionales en Perú.

Son escasos los trabajos previamente
reportados relacionados con B. thuringie-
nsis. Prado (1995) registra el aislamiento de
esta bacteria conjuntamente con Bacillus
sphaericus en muestras de agua y suelo de
las provincias de Huamanga y Huanta,
Ayacucho, en tanto que Flores et al. (2010)
mencionan ambas bacterias en trabajos de
suelos agrícolas del Perú.

Los resultados del presente trabajo de
investigación muestran un variado nivel de
actividad nematicida in vitro del extracto pro-
teico de las cinco variedades de B.
thuringiensis frente a los huevos y larvas
L3 infectivas de N. spathiger. Estos resulta-

dos coinciden con los trabajos de Cundia
(2009) y Flores et al. (2010) sobre Anopheles
pseudopunctipennis y Culex sp, y de López
et al. (2002) frente a huevos y larvas
infectivas de Haemonchus contortus.

La actividad tóxica de B. thuringiensis
está íntimamente relacionada con la presen-
cia de las proteínas Cry; donde la actividad
nematicida se relaciona con las proteínas Cry
5, Cry 6, Cry 12, Cry 13 y Cry 14 (Shin et al.,
1995; Yadav, 2007). En este sentido Bt
Kurstaki HD-1 presenta las proteínas Cry 5,
6 y 12, Bt Thompsoni HD-542 la proteína
Cry 5, Bt Neoleonensis T-24-001 la proteína
Cry 6 y Bt Israeliensis  HD-500 y Bt
Israeliensis WHO-2013-9 la proteína Cry 14.

El extracto proteico de B. thuringiensis
contiene las toxinas solubilizadas activas, ob-
tenidas mediante la adición de 2-
mercaptoetanol (10 mM). En forma natural
y en el caso de insectos, la solubilización y

Figura 2. Comparación del porcentaje de mortalidad corregida de huevos y larvas L3 infectivas
de Nematodirus spathiger a las 72 h frente a la concentración (mg/ml) del extracto
proteico total de cinco variedades de Bacillus thuringiensis
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activación de la proteína cristalina de la bac-
teria ocurre luego de la ingestión y paso por
el tubo digestivo bajo condiciones alcalinas
del intestino medio (Lecuona, 1995). En el
caso de nematodos, el mecanismo de acción
es relativamente similar; sin embargo, no exis-
te cavidad bucal en el caso de huevos y lar-
vas de tercer estadio, lo que sugiere que la
actividad nematicida involucra la membrana
cuticular de las larvas y la cubierta de los
huevos, probablemente alterando la permeabi-
lidad de estas membranas (López et al., 2002;
Herrera et al., 2004).

La mayor actividad ovicida y larvicida
correspondió a la variedad Kurstaki HD-1
con una mortalidad corregida de 44.7 y 45.6%,
respectivamente a las 72 h de exposición.
Estos resultados se podrían comparar con el
trabajo de López et al. (2002), cuyos resulta-
dos indican una mortalidad de 99% de hue-
vos y de 90% de larvas infectivas de
Haemonchus contortus a las 48 y 72 h de
exposición, respectivamente, por efecto de
toxinas de B. thuringiensis tripsinizadas y
solubilizadas.

CONCLUSIONES

 Se encontró efecto ovicida y larvicida
contra Nematodirus spathiger en cin-
co variedades de Bacillus thuringiensis,
a las 24, 48 y 72 h de la exposición, sien-
do el mayor efecto ofrecido por Kurstaki
HD-1.

 La actividad nematicida fue muy leve,
siendo de 44.7% para la actividad ovicida
y de 45.6% para la actividad larvicida a
las 72 horas de la exposición, ofrecida
por Kurstaki HD-1.
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