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RESUMEN of
|

Para reproducir experimentalmente el ciclo biolégico de Paramphistomum spp. sé
intentd infectar un total de 750 caracoles planorbideos (675 Drepanotrema spp.y 75
Biomphalaria spp.) y 15 Lymnaea spp. con miracidios procedentes de ejemplares
adultos del parasito extraidos desde rumenes de vacunos faenados en un Frigorifico
cercano a la ciudad de Montevideo. Al fallar las infecciones de los caracoles se
utilizaron 118 metacercarias obtenidas desde caracoles naturalmente infectados
para infectar un ovino que se mantuvo estabulado. Esta infeccién tampoco tuvo
éxito. Cincuenta ejemplares adultos del trematodo se cultivaron in-vitro durante 24
horas para realizar conteos de huevos en alicuotas para determinar que el potencial
biético ronda los 899 huevos por parasito y por dia. Cortes histolégicos de
ejemplares extraidos desde frigorifico no dieron los resultados esperados para
determinar la especie del parasito, puesto que los angulos obtenidos no permitieron
la visualizacién de todos los elementos diagnésticos. Se pudo fotografiar cercarias
dentro de los caracoles y se filmo la salida de una de ellas desde un caracol. Se
puso a punto la técnica para el mantenimiento de caracoles acuaticos en laboratorio.
Las cercarias eran de tipo anfistoma y bi-oculadas, y sobre todo la morfologia y las
medidas de las metacercarias coincidian bastante con las de Paramphistomum, lo
que permitié determinar con bastante certeza que Drepanotrema depressissimum
actua como hospedador intermediario del trematodo. A pesar de no haber podido
cumplir totalmente con los objetivos planteados, se establecen antecedentes para
futuras investigaciones para determinar efectos patogénicos de diferentes estadios
del parasito, asi como efectos terapéuticos de distintas drogas y datos
epidemiolégicos y ecologicos de los hospedadores intermediarios.



SUMMARY

In order to reproduce experimentally the biological cycle of the Paramphistomum
spp., we attempted to infect a total of 750 planorbidae snails and 15 Lymnaea spp.
with miracidia which came from adult specimens of the parasite, which has been
removed from rumens of cattle slaughtered on a meat processing plant near
Montevideo city.

As the infections of the snails failed,118 metacercarie obtained from naturally
infected snails were used to infect an ovine which was maintained stabled. This
infection was not successful either. Fifty adult specimens of the fluke were cultivated
in-vitro for 24 hours to make a count of eggs on aliquots to establish that the
biological potential is about 899 eggs by parasite and by day.

The histological cuts of the specimens removed from meat processing plants did not
give the expected results to determine which species does the parasite belongs to,
this was because the obtained angles did not allowed the visualization of all the
diagnostic elements. The cercariae could be photographed inside the snails, also the
output of one of them from a snail was filmed.

The technique for the maintainance of aquatic snails on the laboratory was tuned.
The morphology and type of movement of the cercariae obtained from two snails
naturally infected, creates a chance that it was in fact cercariae from
Paramphistomum spp, which allowed to determine with a ot of certainty that
Drepanotrema depressissimum acts as an intermediate host for the trematode.
Despite not all the objectives were totally achieved, several bases have been
established for future research to determine pathogenic effects from different stages
of the parasite as well as therapeutic effects of different drugs, also epidemiological
and ecological data of the intermediate host.



INTRODUCCION

Las parasitosis gastrointestinales de los rumiantes constituyen uno de los principales
problemas de la produccién a campo (Saumell y cols., 2005).

Dentro de los endoparasitos, las gastroenteritis verminosas se presentan como la
causa principal de pérdidas clinicas y subclinicas, en especial aquellas debidas a
nematodos, pero también las causadas por Fasciola hepatica.

Los trematodos como F. hepatica han sido bien estudiados en Uruguay,
conociéndose al detalle su biologia y epidemiologia asi como la ecologia de sus
hospederos intermediarios -Lymnaea viator y L. columella- (Acosta, 1994; Castro y
cols., 2001).

Sin embargo, el otro género de trematodo diagnosticado en Uruguay,
Paramphistomum spp. (Carballo y cols., 1981; Malfatto y cols., 1982) ha sido
relegado en su estudio, tal vez por considerarlo muy poco patégeno y por lo tanto
muy poco relevante en la economia agropecuaria (Paiva, 1994).

La enfermedad se asocia a zonas del este del pais con rotaciéon agricola-ganadera,
especialmente a rastrojos de arroz, zonas de campos llanos con mal drenaje
(Malfatto y cols., 1982). Sin embargo, estudios realizados por el Departamento de
Parasitologia de la Facultad de Veterinaria (Correa y Castro 2007) revelan una
distribuciéon geografica del parasito en todo el territorio Nacional.

Profesionales veterinarios han hecho llegar al Departamento de Parasitologia de la
Facultad de Veterinaria su preocupacién sobre cuadros sospechosos de
paramfistomiasis.

A pesar de ello se han reportado casos de muerte confirmados por necropsia por la
fase juvenil de este parasito, siendo ademas indicado como el responsable de varios
casos de diarreas importantes en terneros, cuando se han descartado otras causas
parasitarias y no parasitarias (Archivo Veterinario del Este, 2010). También hay
quienes adjudican a campo muertes por los estados adultos en animales incluso
mayores, vacas de cria y novillos, y pérdidas de produccién en ganado lechero
(Spence y cols., 1996).

Trabajos preliminares realizados por el Departamento de Parasitologia de la
Facultad de Veterinaria que han incluido tesis de grado, han revelado que podria
haber diferencias importantes sobre la ganancia de peso entre animales con el
parasito y sin él, efecto éste sumatorio de ambos estados, juveniles y adultos,
producto de infecciones naturales a campo. (Arrieche y Vinas, 2007).

Pero a pesar de ello, aun no se ha podido determinar cual es el efecto real de la
parasitosis por adultos o por juveniles. Para ello deberian realizarse infecciones
experimentales bajo condiciones controladas. Pero esto no ha sido posible puesto
que nadie en Uruguay ha podido reproducir experimentalmente el ciclo biolégico de
este trematodo. Tanto es asi, que solo se reconoce una especie de caracol
planorbideo (Drepanotrema anatinum) responsable de actuar como hospedador
intermediario (Paiva, 1994). Sin embargo, se sospecha que otros géneros de
caracoles pueden también oficiar como hospedadores larvarios, aunque varios
intentos llevados a cabo en el pasado han resultado infructuosos, incluso con la
especie D. anatinum (Castro, comunicacién personal).

Uno de los inconvenientes mas acuciantes es que estos caracoles también ofician
como hospederos de otros anfistémidos (como Paramphistomum spp.) de animales
silvestres, y si bien se logra obtener cercarias y metacercarias, éstas no prosperan a



adultos cuando se les da a ingerir a los rumiantes, puesto que no son su hospedero
natural.

Por todo esto creemos que conocer y reproducir el ciclo biolégico de
Paramphistomum spp. en Uruguay llevara no solo a un adelanto en el conocimiento
bioldgico basico, si no también a un mejor conocimiento de las pautas patogénicas,
epidemioldgicas y de control de este parasito.



REVISION BIBLIOGRAFICA

La paramfistomiasis es una enfermedad ocasionada por la infeccion de Trematodos
pertenecientes al suborden Paramphistomata, familia Paramphistomidae. Esta
enfermedad también es denominada por la literatura especializada como
Anfistomiosis. A su vez se encuentran dentro de este suborden dos grandes familias,
Paramphistomidae y Gastrothylacidae, siendo parasitos de rumen y reticulo de
rumiantes, la mayoria de los parasitos en su estado adulto viven en los pre
estébmagos.

Es importante diferenciar las infecciones por estados adultos que normalmente no
causan enfermedad clinica de las enteritis parasitarias agudas o paramfistomiasis
intestinal, que cursa con alta morbilidad y mortalidad debida a la migracion de
estados juveniles del parasito que se manifiesta con mas prevalencia en animales
joévenes o adultos sin inmunidad previa (Paiva 1994).

El ciclo del Paramphistomum spp. involucra obligatoriamente a un caracol como
hospedador intermediario, en general de la familia Planorbidae, familia representada
por tres géneros y 10 especies en nuestro pais (Scarabino 2004). Se ha encontrado
Drepanotrema anatinum como hospedador de P. leydeni (Paiva, 1994) y cercarias
presumiblemente de Paramphistomum spp. en Drepanotrema depressissimum y
Antillorbis nordestensis (Castro, Comunicacion personal).

La paramfistomiasis tiene una distribucion cosmopolita, existiendo areas endémicas
en todos los continentes, presentandose con mas frecuencia en climas calidos
(Mauro Alvarez y Ramajo Martin, 2002).

Para la OMS, se trata de una enfermedad emergente puesto que se increment6 el
conocimiento de su extension. En los ultimos afos se ha diagnosticado en paises
europeos como ltalia, Francia o Espafa, y americanos como México y Argentina
(Paz Silva, 2006).

En Uruguay los primeros casos de paramfistomiasis fueron diagnosticados en la
decada del '70 en bovinos de departamentos del este y noreste del pais, asociados
con campos de arroceras (Carballo y cols.,, 1981; Malfatto y cols., 1982).
Posteriormente se ha informado de brotes de esta enfermedad en departamentos
del centro vy litoral oeste, ya en otros sistemas de produccién (campos naturales y
praderas) y también en ovinos (Freyre y cols., 1989; Rimbaud y cols., 1999).

Correa y Castro (2007) determinaron mediante analisis coprolégicos una alta
prevalecia de Paramphistomum spp. en establecimientos de todo el pais, llegando a
la conclusién de que en los departamentos al norte del Rio Negro la prevalecia fue
igual o superior al 70%, con un pico del 94,1% en los departamentos de Artigas y
Salto combinados.

En el mes de junio del 2010 se present6 un brote de paramfistomiasis
(Paramphistomum spp.) en un predio ganadero de campos bajos en la 62 seccion de
Rocha, paraje Estero de Pelotas. En este brote enfermaron 150 y murieron 30 de un
total de 900 terneros Hereford de 6 a 8 meses de edad, entre los meses de mayo y
julio. En el mes de octubre de este mismo afio se presenté también un foco en un
predio ganadero de campos bajos en la misma seccional de Rocha, paraje Garzén.
En el presente foco enfermaron y murieron 2 animales de un total de 250 novillos
hereford de 12 a 13 meses de edad. Los animales presentaban abundante diarrea
de varios dias de evolucion, deshidratacion y manifiesta pérdida de estado corporal.
A la necropsia, las principales lesiones se encontraron en duodeno que tenia la
mucosa marcadamente edematosa, hiperémica y con muitiples pliegues de aspecto
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cerebroide; el contenido era muco catarral con miriada de larvas' de4
Paramphistomum spp. de color blanco o rosado, de 1-2 mm de largo. (Archivo
Veterinario del Este 2010, 2011)

Este patrén indicaria que se trata de una parasitosis en plena expansion, siendo
probable que su importancia este siendo subestimada (Paiva 1994).

Taxonomia“

El parasito pertenece al Phylum Plathelmintos (cuerpo aplanado en sentido dorso
ventral, simetria bilateral), Subphylum Cercomeria, Superclase Cercomeridea, Clase
Trematoda (sin divisiones o segmentos), Subclase Digenea (por tener dos ciclos
reproductivos), Orden Paramphistomiformes, Suborden Paramphistomata,
Superfamilia Paramphistomoidea, Familia Paramphistomidae (forma cénica),
Subfamilia Paramphistominae, Género Paramphistomum spp. (Travassos y cols.,
1969)

Morfologia

El género Paramphistomum comprende trematodos de cuerpo poco aplanado,
moderadamente pequefios, conicos, ovales, piriformes.

Los parasitos adultos miden 5 -13 mm de largo y 2 - 5 mm de ancho. En el extremo
posterior, el acetabulo o ventosa ventral pose un marcado desarrollo muscular que le
permite fijarse a la pared ruminal. Una pequefa ventosa oral en el extremo anterior
rodea la boca

Carece de aparato circulatorio y respiratorio. Sin embargo tiene muy desarrollado el
aparato muscular y los érganos reproductores.

Los testiculos son bilobulados y se situan en posicién posterior diagonal u horizontal.
El ovario esta en lugar medio o submedio delante o detras de los testiculos. La
abertura genital se encuentra en el primer tercio del cuerpo, a veces sin ventosa.

El cuerpo esta recubierto por un tegumento espinoso con papilas distribuidas por
todo el cuerpo. El aparato digestivo carece de ano, pero posee un poro excretor, el
cual es la apertura del ciego y empieza con una abertura oral. El aparato excretor
presenta simetria bilateral y es de tipo protonefridial. Existen células flamigeras
situadas al final de lo tubulos colectores, los cuales desembocan en dos conductos
excretores que vierten en una vesicula excretora que se abre al exterior mediante un
nefridioporo. Este se sitia en el extremo posterior del cuerpo.

La ultraestructura e histoquimica del tracto digestivo y sistema linfatico y
protonefridial de las fases juveniles, asi como los tipos y desarrolio de la faringe y
eso6fago son determinantes para la caracterizacion morfolégica especifica.

Los parasitos adultos poseen un sistema nervioso central compuesto por dos
agrupaciones ganglionares (ganglios) cerebroides situados a ambos lados de Ia
faringe y unidas entre si. Tres pares de cordones longitudinales nacen en dicha
unién. Ademas existe una serie de plexos nerviosos que inervan los distintos
organos (Muro Alvarez y Ramajo Martin, 2002).
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Los huevos miden 112-175 micras por 74-100 micras, presentan una célula
embrionaria de posicion central, un opérculo, y un caracteristico color gris plateado,
(Paiva 1994).

Se han identificado asertivamente dos especies de Paramphistomum en Uruguay: P.
cervi y P. ichikawai (Freyre, 1987), aunque también se ha mencionado la existencia
de al menos una tercera especie, P. leydeni (Paiva 1994), y se presenta como
altamente probable la existencia de otras especies (Freyre, 1987).

Epidemiologia

Para la presentacion de paramfistomiasis debe coincidir la presencia de los
hospedadores intermediario y definitivo, junto a condiciones medioambientales de
temperatura y humedad adecuadas, las cuales influyen en el desarrollo de
miracidios y multiplicacién de caracoles.

La capacidad de adaptacién del hospedador intermediario a variaciones ecoldgicas,
también condiciona la aparicion de enfermedad. Algunos géneros de planérbidos
(como Bullinus, presente en Africa o Biomphalaria en América y Africa), se
desarrollan en aguas con baja circulacién y salinidad moderada.

La enfermedad siempre se asocia a campos arroceros, pero el laboratorio Regional
Este (DILAVE - Uruguay), diagnosticé que también se puede presentar en campos
bajos o altos en los que haya presente depésitos de agua, los que al empastarse se
transformen en excelente habitat para los caracoles (Paiva 1994).

El patron epizootiolégico para la aparicion de casos clinicos en diferentes paises
tiende a repetirse durante los meses mas secos (Boray, 1959), lo cual puede ser
explicado teniendo en cuenta varios factores. En primer lugar, en los meses calidos
y lluviosos los caracoles se ‘reproducen y se infectan con miracidios con facilidad,
ademas de que se hallan en mayor numero caracoles inmaduros, que son mas
susceptibles a la infeccion (Horak, 1967). Asi, con temperatura y humedad
apropiadas, el ciclo se realiza en un periodo corto, los caracoles se dispersan con
mayor facilidad y se halla menor cantidad de metacercarias por unidad de superficie.
Con abundancia de vegetacion, los animales solo se acercan a areas humedas
cuando necesitan beber. Este conjunto de factores redunda en una “dilucién” de
organismos infectantes con produccién de cuadros leves y asintomaticos y en
muchos casos generando asi una suerte de “inmunizacion” en los animales
expuestos.

En los meses secos, el pasto verde crece solo en los bajos, rodeando las zonas
donde los animales beben y zonas mas anegadizas, asi, las poblaciones de
caracoles se ven concentradas a sectores de menor superficie y la probabilidad de
ingestiébn de metacercarias se multiplica varias veces (Horak, 1967).

Sanabria, en Argentina, dice “durante los meses frios, los caracoles se entierran y
disminuyen su actividad manteniéndose como reserva de cercarias. Cuando regresa
el tiempo calido, se reinicia el ciclo y la multiplicacién del parasito en los caracoles”
No queda claro si se refiere a caracoles planorbidos o a caracoles lymneidos.
(Sanabria 2007).

En Uruguay, Malffato y cols. (1982) comentan que la enfermedad se presenta a fines
del verano y principios de otofio.

Entre fines de primavera a principios del verano, se inicia la mayor liberacién de
cercarias, y aunque inicialmente pueda no presentar mayor riesgo para los animales,
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la acumulacién progresiva de metacercarias podria incrementar las tasas de
infeccion conforme la temporada avanza. Asi los cuadros clinicos pueden aparecer
entre 2 y 4 meses después, aproximadamente entre mediados y fines de otofo
(Sanabria 2007).

Los caracoles planérbidos (hospedadores intermediarios) son acuaticos. Tienen
mayor capacidad de adaptacién y ocupan habitat mas diversos que los del género
Lymnaea spp. (Radostits y cols., 2002).

El desarrollo del caracol se ve afectado por debajo de los 15°C, la capacidad que
tienen estos caracoles para estivar es un factor muy importante en la epidemiologia,
ya que una vez que vuelvan las condiciones Optimas ambientales comienzan
inmediatamente su desarrolio y reproduccion (Paiva1994).

Un punto importante en la epidemiologia son las metacercarias (forma infectante
para el hospedador definitivo), éstas pueden sobrevivir por largos periodos en
pasturas humedas préximo a tajamares, represas, canales de agua o campos
inundados por el cultivo de arroz (Paiva 1994).

Es una enfermedad que puede afectar a vacunos y ovinos, asi como especies
silvestres (Muro Alvarez y Ramajo Martin, 2002) siendo mas susceptibles animales
jovenes que pastorean en pasturas previamente contaminadas por adultos, ya que
los animales adultos presentan resistencia pero continuan eliminando huevos (Paiva
1994).

El conocimiento de la epidemiologia lleva a establecer y optimizar las medidas de
manejo y de control, tales como dosificaciones estratégicas y pastoreos oportunos
con categorias susceptibles y resistentes si las hubiere.

Ciclo biologico

Los rumiantes se infectan por via oral al ingerir la forma quistica de los
Paramphistomidae, denominada metacercaria. En el duodeno se desenquistan,
fijandose en la submucosa, donde generan inflamacién y edema. Migran al rumen
donde aicanzan la madurez sexual e inician la liberacién de huevos, los que salen
del hospedador a través de las heces (Guzman y Hernandez., 1992).
Paramphistomum spp. presenta un ciclo de vida complejo, puesto que el parasito
pasa por varios estadios de desarrollo que se cumplen en diferentes especies
hospedadoras.
Los huevos proceden de la reproduccion sexual de los parasitos adultos y su
desarrollo embrionario se inicia cuando caen en un ambiente humedo; en uno de sus
extremos poseen un opérculo, por el que sale el miracidio luego de 14 a 16 dias.
Este es el estadio larvario mas joven. Su cuerpo ciliado facilita el desplazamiento en
el agua, hasta encontrar el caracol hospedador. Cuando encuentra al molusco entra
por su cavidad respiratoria y a través de la epidermis; si no logra colonizario antes
de las 4 horas, muere en un periodo de 24 horas.
En el caracol, el miracidio se transforma en esporocisto y se ubica en el
hepatopancreas del molusco. Los esporocistos son semejantes a un saco con
células germinales y presentan un poro de nacimiento por donde emergen
generaciones subsecuentes de redias que son observadas a los 14 dias
aproximadamente, éstas miden 1,2 x 0,5 mm de tamafio, las cuales migran a través
de la hemolinfa y 6rganos del caracol. Estas se liberan y forman redias hijas a los 20
a 28 dias aproximadamente (Muro Alvarez y Ramajo Martin, 2002; Paiva, 1994)
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Las redias producen cercarias. Las redias de segunda, tercera y cuarta generacion
continuan el mismo camino que las de primera generacién y prosiguen difundiendo
cercarias por alrededor de un ano (Paiva 1994).

Las cercarias tienen el cuerpo pigmentado y opaco, poseen dos érganos
fotorreceptores (manchas oculares). Estas tienen fototropismo positivo al amarillo
fosforescente. Presentan una cola mas larga que el cuerpo la cual le sirve para
propulsarse fuera del caracol. Salen del caracol 43 a 48 dias después de la
exposicion al miracidio. y, cuando lo hacen, nadan hacia la superficie del agua. La
cercaria pierde la cola al entrar en contacto con una superficie, como hojas, tallos y
raices de plantas, en las que se adhiere; se cubre de capas hasta transformase en
un quiste denominado metacercaria (Lopez, y cols., 2008) Esta es la forma
infectante para los mamiferos, que se caracteriza por su resistencia a las
condiciones ambientales hasta 12 semanas, y miden unas 250pm (Dinnik y Dinnik
1954).

Los rumiantes se infectan al ingerir plantas contaminadas con metacercarias, éstas
se desenquistan en el duodeno, fijandose durante algun tiempo a la mucosa sin
producir alteraciones en casos de infecciones débiles. En infecciones masivas el
desarrollo de la larva se retarda, pudiendo permanecer en el duodeno durante
meses, lo cual prolonga el curso de la enfermedad (Muro Alvarez y Ramajo Martin,
2002). El proceso irrita las mucosas, desencadenando una descamacion que obliga
a los parasitos a penetrar en la submucosa, en donde generan inflamaciéon y edema.
A partir de la 6-8 semana regresan al abomaso y posteriormente al rumen, donde se
asientan definitivamente entre las papilas para madurar sexualmente 3-4 semanas
después y se observan como granulos de forma conica y color rojizo. Esta etapa en
el ciclo de vida de los parasitos se caracteriza por la liberacién de huevos, los cuales
salen del hospedador a través de las heces (Guzman, Hernandez, 1992).

El periodo pre-patente medio para las diversas especies se ha estimado entre los
96-130 dias para bovinos y 96-107 dias para rumiantes menores. La vida media en
los hospedadores definitivos puede prolongarse hasta los 4 anos. (Muro Alvarez y
Ramajo Martin, 2002).

Infecciones previas en animales adultos provocan un grado de inmunidad capaz de
proteger contra infecciones posteriores. Esta inmunidad es parcial en rumiantes
menores y completa en ganado vacuno. Factores que influyen en la inmunidad son
entre otros, niumero de metacercarias ingeridas, asi como la presencia de vermes
adultos en el rumen independientemente del numero de los mismos (Muro Alvarez y
Ramajo Martin, 2002).

Patogenia, Lesiones y Signos clinicos

La enfermedad clinica aparece dependiendo de la susceptibilidad del hospedador y
sb6lo cuando hay enormes cantidades de parasitos inmaduros en duodeno y
abomaso, los que migran produciendo una enteritis aguda (Cruz, 2001).

Una vez que las larvas se desenquistan, se fijan a la mucosa penetrando en la
pared. Este proceso origina la estrangulacion de pequefias secciones de la mucosa
provocando hemorragias, necrosis y erosion de las vellosidades; las lesiones que
quedan una vez que el parasito se desprende son del diametro del acetabulo, se
expone de esta manera el estrato vascular, produciendo un aumento de la funcién
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secretora y reduccion de la capacidad de absorcion perdiendo de esta manera
electrolitos y proteinas (Sanabria, 2007). Este conjunto de lesiones causa trastornos
intestinales con pérdida de apetito, que puede llegar a la anorexia completa, que
junto a la enteritis aguda y pérdida del estado corporal lleva a la caquexia y muerte
del animal (Paiva, 1994).

La mayoria de los casos clinicos cursa con disminucién de la proteina plasmatica y
calcio ligado a la albumina, caida de la volemia, aumento del hematocrito y
leucopenia. A causa de la disminucién de las proteinas se produce edemas.
generalizados los cuales se manifiestan como hidrotérax, ascitis, hidropericardio,
edema de mesenterio, edema submandibular y edema pulmonar siendo éste causa
de muerte (Muro Alvarez y Ramajo Martin, 2002; Paiva 1994).

La paramfistomiasis aguda generalmente se presenta en animales jovenes menores
de 2 anos de edad, la misma se caracteriza por apatia, diarrea fétida y profusa (a
veces de tipo proyectil o en arco), que se desarrolla de 2 a 4 semanas después de la
infeccién (De Waal, 2010).

Los animales beben agua frecuentemente adoptando una postura con el hocico
sumergido durante largos periodos de tiempo a consecuencia de una grave
deshidratacion. En los animales adultos hay una disminucién de la produccion,
fundamentalmente la lactea. Los trastornos clinicos generados por los vermes
adultos fijados a la mucosa del rumen son de curso crénico, produciendo
hiperqueratosis del rumen, anemia, pérdida de peso y baja en la produccién, siendo
estos signos de menor intensidad que los originados por las fases juveniles
emigrantes (Muro Alvarez y Ramajo Martin, 2002).

Diagnéstico

El diagnéstico presuntivo se basa en una anamnesis de los antecedentes
epidemiolégicos locales y en los signos clinicos.

La presencia de hospedadores intermediarios en pastos y aguas sera un importante
factor de sospecha (Muro Alvarez y Ramajo Martin, 2002).

El diagnostico coprolégico nos permite detectar la presencia de huevos, y a la
necropsia podemos observar la existencia del parasito y asi poder establecer un
diagnéstico definitivo.

Diagnostico clinico

Las primeras manifestaciones clinicas aparecen a las dos semanas de la infeccion.
Lo que se puede observar es una diarrea fétida y profusa, anorexia, importante
pérdida de peso e incluso muerte, todo esto producido por la migracién del
parasito. En los animales adultos disminuye la produccién, especiaimente la lactea
(Muro Alvarez y Ramajo Martin, 2002).

Los trastornos clinicos provocados por los vermes adultos de este parasito fijados en
la mucosa del rumen son menores que los originados por las fases juveniles (Muro
Alvarez y Ramajo Martin, 2002).
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Diagnéstico coprologico

La deteccion de huevos de Paramphistomum spp. se puede realizar por técnicas de
sedimentacion (Happich&Boray o sedimentacion simple) al igual que las usadas
para F. hepatica. Los huevos presentan una célula embrionada de posicién central,
el opérculo y su caracteristico color gris plateado, miden entre 112-175 um por 74-
100 um (Muro Alvarez'y Ramajo Martin, 2002; Paiva, 1994; Sanabria, 2007). El
hallazgo de huevos en las materias fecales solo indica la presencia de vermes.
adultos, no de formas inmaduras.

Ocasionalmente pueden observarse las larvas en la materia fecal. Para poderlas
visualizar es necesario colectar aproximadamente 10 gr. de heces diarreicas y dejar
sedimentar en 100 - 200 ml. de agua durante 5 minutos. Se descarta el
sobrenadante y se repite la operacion, el sedimento se coloca sobre una superficie
oscura para su observaciéon. Las larvas se observan como pequefos granos de
arroz de color rosado (Paiva, 1994).

Otras pruebas

Se han empleado diferentes pruebas serologicas. Extractos antigénicos de gusanos
adultos e inmaduros y de metacercarias, pueden emplearse en pruebas
intradérmicas. También se ha usado la fijacion del complemento y pruebas de
precipitaciéon alrededor de parasitos vivos. Ultimamente la inmunofluorescencia vy el
enzimoinmunoensayo (ELISA), empleando como antigeno extracto de vermes
adultos, ofrecen resultados aceptables (Muro Alvarez y Ramajo Martin, 2002).

Diagnostico diferencial

Es importante establecer el diagnéstico diferencial fundamentalmente con
fasciolosis. Los resultados de la coprologia podrian inducir a error por la similitud de
los huevos de ambos trematodos. Por todo ello, la interpretacion de lesiones y sobre
todo el hallazgo de los trematodos durante la necroscopia resultan ser definitivos
(Muro Alvarez y Ramajo Martin, 2002).

Prevencién y Control

El control debe integrar las acciones quimioterapéuticas con la prevencion de la
entrada de los animales a los lugares poblados por hospederos intermediarios,
especialmente en las épocas que determinan los patrones locales de transmision, lo
que se puede conseguir con el establecimiento de simples barreras mecanicas o
rotacion de pasto (Dirksen y cols., 2005).

El' conocimiento epidemiolégico de la enfermedad, conduce a la utilizaciéon
estratégica de drogas, asi como a un manejo pastoril oportuno de las categorias
susceptibles (Paiva, 1994).
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Tratamiento

El tratamiento eficaz frente a los paranfistomos en el ganado vacuno exige su
diagnoéstico preciso y precoz. Existen muy pocos productos eficaces frente a los
trematodos Paramphistomidae. Hace algunos afos se postuld el empleo de
antihelminticos como el nitroxynil, pero hoy en dia el farmaco de eleccion es la
oxyclozanida, que presenta una excelente actividad sobre estos parasitos (Paz Silva,
2006).

La quimioterapia se dirige por un lado al tratamiento contra los gusanos adultos
localizados en el rumen y, por otro lado, a la actuaciéon contra brotes agudos de la
enfermedad ocasionados por los vermes jévenes (Muro Alvarez y Ramajo Martin,
2002).

Los farmacos mas empleados, asi como su indicacién se exponen en el cuadro I:

Cuadro |, “Drogas de accion paranfistomicida”

Vermes inmaduros Vermes Vermes maduros
(rumiantes menores) inmaduros (rumiantes)
(bovinos)
Hexacloroetano X
Hexaclorofeno X
Hexacloroparaxiieno X
Bitionol X X
Bitionolsulfoxido ? ? X
Niclofolan X
Niclosamida X X
Oxiclozanida sola o con X X X
levamisol
Resorantel X X X
Rafoxanide
Brotianide ? X X

Fuente: Cordero del Campillo M y Rojo FA, 2002
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Importancia de la enfermedad

Segun la OMS es una parasitosis emergente.

Es de distribucion mundial, pero de escasa importancia veterinaria, excepto la forma
intestinal aguda que es importante en areas de clima tropical y subtropical (Kassai,
2002).

Atendiendo a la definicién de la OMS, se trata de una enfermedad emergente puesto
que se ha incrementado el conocimiento de su extension, en los ultimos anos se ha
diagnosticado en diferentes paises europeos como lItalia, Francia o Espafa, y
americanos como México o Argentina, donde ademas se ha comprobado que la
prevalencia de paranfistomosis ha aumentado en los ultimos anos, obteniéndose
porcentajes que oscilan entre el 11% y el 40%. Es necesario destacar que en
Francia, durante el periodo 1990-1999, la prevalencia de paranfistomosis pasé6 del
5,2% al 44,7% (Paz Silva, 2006).

Se han descripto varias especies de trematodos Paramphistomidae, entre los que
destacan los géneros Paramphistomum (P. cervi, P. ichikawi, o P. microbothrium),
Cotylophoron, Gigantocotyle y Calicophoron. La especie mas habitual en Europa es
Calicophoron daubneyi, que en Espafa se ha descrito en el noroeste (Diaz y cols.,
2006).

En México, se reportaron infestaciones experimentales de Paramphistomum cervi en
3 de las 5 especies de caracoles del género Lymnaea presentes en ese pais
(Castro-Trejo L, 1990). Los autores mencionan la baja ocurrencia de parasitosis en
oveja (Quiroz y Ochoa, 1972) y en ganado. También se hace referencia a que
durante 1965, se atribuyeron 64 muertes de vacunos en Sudafrica a
Paramphistomum (Horak, 1967) (Castro-Trejo L., 1990).

La paramfistomiasis es una parasitosis poco estudiada y durante los UGltimos afos su
presentacion se ha visto incrementada en diferentes paises europeos y en América
Latina (Rodriguez Izaguirre, 2011).

18



OBJETIVOS

Objetivo general

Reproducir experimentalmente el ciclo bioldgico de Paramphistomum spp.
Objetivos especificos

Confirmar el periodo prepatente de Paramphistomum spp.

Identificar la o las especies de caracoles planorbideos actuantes como
hospedadores intermediarios.

Estimar el potencial bidtico del parasito.
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MATERIALES Y METODOS
Obtencion de caracoles infectados naturalmente

Para la recoleccién de caracoles se concurrié a dos establecimientos rurales en el
departamento de Rocha:
Establecimiento 1 - Estancia “El Ceibo” del Sr. Juan Verdier ubicado en la 62
seccional policial, 33° 30" latitud Sur, 53° 45 longitud Oeste, a una distancia de 53
Km. de la ciudad Lascano y a 67 Km. del pueblo Cebollati. Consta de una superficie
total de 1320 ha de pastoreo compuesta por campo natural, nunca fue arada para el
cultivo de arroz. Son campos bajos, anegadizos, de bafiado. Es una explotacién que
se dedica a la recria, el productor compra terneros y los cria para su posterior venta.
Desde el afio 2009 el productor envia materia fecal de los vacunos al laboratorio de
Parasitologia de la Facultad de Veterinaria para la realizacion de analisis
coproparasitarios como base de un programa de control parasitario. En base a estos
datos ha sido comprobada la presencia de Paramphistomum spp.
Establecimiento 2 - “La Pantanosa” del Dr. Miguel Riet Correa, ubicado en la décima
seccional policial, 34° 27" latitud Sur, 54° 20" longitud Oeste, a 4 Km. de la ciudad de
Rocha. Consta de una superficie de 260 ha de campo mejorado, dedicado a la
invernada de ganado vacuno. No tiene antecedentes de infeccién por trematodos,
por lo que no se sabe su estatus sanitario a este respecto.
La recoleccion de caracoles se realizé con tamices en los lugares anegados y con
pasto y luego éstos fueron acondicionados en recipientes debidamente rotulados y
transportados al Laboratorio de Parasitologia.
Este procedimiento se realizé en cuatro oportunidades diferentes y en épocas
diferentes del afio en el Establecimiento 1:

e Primera recoleccién 13 de febrero de 2010.

e Segunda recoleccién 12 de marzo de 2010

e Tercera recoleccién 28 de agosto de 2010

e Cuarta recoleccion 18 de setiembre de 2010
Al establecimiento 2 se concurrié una vez, el 3 de Abril de 2011.

Una vez en el laboratorio, los ejemplares colectados se clasificaron y separaron
genéricamente bajo lupa binocular en base a la descripcién realizada por Paraense
(1975).

Una vez descartados los ejemplares muertos, los caracoles vivos se dividieron en 7
recipientes, de manera de poder revisar un recipiente por dia. Asi, cada caracol fue
revisado una vez por semana durante 6 semanas para comprobar la presencia de
infeccion por redias/cercarias. Al no comprobarse infeccion el ejemplar volvia al
recipiente original. Si algun individuo presentaba infeccién, se lo separaba en cajas
de petri individualmente colocandole en la misma papel plastico amarillo y se le
observaba diariamente para determinar salida de cercarias o enquistamiento de las
mismas en el papel. ‘

Los caracoles positivos se mantuvieron de la manera anteriormente mencionada
hasta que no se pudo evidenciar mas metacercarias. Las metacercarias obtenidas
enquistadas en el papel se mantuvieron en recipientes con agua y en heladera a 4°C
hasta su posterior utilizacion para infeccion artificial.



Obtencion de caracoles para infeccion artificial

Los caracoles que no manifestaron infecciéon al cabo de 6 semanas de observacion
se los considero “libre de infeccion” y se los mantuvo en condiciones ambientales
similares a las de su habitat, realizando el mantenimiento adecuado, como el cambio
del agua, proporcionandole alimento y realizando la inspecciébn mediante
microscopia de la vitalidad observando el movimiento de su corazén, desechando
asi los que iban muriendo. ‘

A los que lograban sobrevivir se los midié descartando los ejemplares cuyo diametro
fuera menor a 4mm y mayor a 7mm para el género Drepanotrema, y a los mayores
de 12mm para el género Biomphalaria. Finalmente se obtuvieron 135 ejemplares del
género Drepanotrema y 15 del género Biomphalaria que fueron acondicionados de a
5 ejemplares en cada una de 30 cajas de Petri.

Este procedimiento se repitié6 en cada una de las cinco recolecciones de caracoles.
A la ultima recolecciéon se le agregaron 10 ejemplares de Lymnea viator y 5 de
L.columella cedidos por el Lic. Oscar Castro.

Obtencion de Paramphistomum adultos y huevos

Para obtener huevos de Paramphistomum spp. se realizaron salidas a frigorifico con
el fin de extraer ejemplares adultos del parasito desde el rumen de animales
faenados.

Se concurri6 al Frigorifico Carrasco en el Departamento de Canelones los dias 15 de
Marzo y 9 de abril de 2010 y 9 de mayo de 2011, y al Frigorifico Copayan ubicado en
el Departamento de Rocha, los dias 30 de Setiembre y 20 de octubre de 2010. En la
seccién “mondongueria”, a donde llegaban los rimenes de los bovinos faenados, se
recogieron ejemplares vivos de Paramphistomum spp. adultos. Estos se obtenian
con pinzas de diseccion desde la mucosa del rumen donde estaban adheridos en
grupos. Luego fueron colocados en recipientes plasticos de 100 ml de capacidad con
tapa rosca con suero fisiologico tibio a una temperatura de 32°C. Estos recipientes
fueron colocados en cajas conservadoras para su traslado hasta el laboratorio de
parasitologia.

Una vez en el laboratorio se procedié al lavado de los ejemplares con solucién
fisiolégica tibia por sedimentacion y extraccion de sobrenadante. Cincuenta parasitos
fueron colocados de a 10 ejemplares mayores de 10 mm en cada uno de 5 tubos de
centrifuga de 50 ml de capacidad y colocados en estufa a 32°C durante 24 hs. para
que se produzca el desove.

El resto de los ejemplares fueron divididos en cinco frascos plasticos con tapa rosca
de 100 ml de capacidad y colocados en estufa a 32°C. durante 24 hs con el mismo
proposito.

Con el fin de determinar la especie de Paramphistomum spp fueron llevados a la
Catedra de Anatomia Patolégica de la Facultad de Veterinaria, 50 ejemplares
acondicionados en formol en un frasco de 100 ml para realizar cortes histolégicos.
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Obtencion de miracidios

Una vez transcurridas las 24 hs de incubacién de los ejemplares generales en los
frascos de 100ml se retiraron los parasitos adultos mediante filtracién y los huevos
obtenidos de esta manera se repartieron en 5 frascos de 100 ml que fueron
envueltos en papel aluminio (para evitar la luz directa y prevenir la eclosién
prematura de algunos miracidios) y colocados en estufa a 26°C durante 14 dias.
Transcurrido ese tiempo los frascos se desenvolvieron y destaparon; el contenido
fue vertido en cajas de Petri y éstas expuestas a la luz directa para estimular la
eclosion de los miracidios.

Infeccion de los caracoles

Para cada una de las. cinco recolecciones se realizaron tres procedimientos de
infeccién diferentes.
En la primera y segunda oportunidad se infectaron 150 caracoles previamente
distribuidos en 30 cajas de petri con 10 miracidios por caja. Estos eran obtenidos
mediante pipeteado directamente desde las cajas donde habian sido cultivados y
eclosionados.
En la tercera oportunidad se infectaron 150 caracoles previamente distribuidos
uniformemente en 30 cajas de petri. En este caso la infeccién de los caracoles se
realiz6 con diferentes cantidades de miracidios por caja distribuidas de la siguiente
manera: - 6 cajas con 10 miracidios cada una

- 6 cajas con 20 miracidios cada una

- 6 cajas con 30 miracidios cada una

- 6 cajas con 40 miracidios cada una

-6 cajas con infeccién masiva
En la cuarta y quinta oportunidad los 150 caracoles fueron infectados en forma
masiva.
Los 10 ejemplares de Lymnaea viator fueron distribuidos en 2 cajas de 5 ejemplares
cada una y los 5 ejemplares de L.columnella se colocaron en una caja de Petri. A
cada una de las 3 cajas se le agreg6 25 miracidios de manera de intentar producir
una infeccion controlada.
En cada una de las cinco oportunidades las cajas fueron observadas bajo lupa
durante las primeras 3 hs. post infecciéon. Las cajas se mantuvieron durante 45 dias
a temperatura de laboratorio, renovando el agua dia por medio y alimentando los
caracoles diariamente; semanalmente se le agregaba conchilla molida de caracol
como fuente de calcio.
Desde los 10 dias post infeccion y hasta los 45 dias se observaban diariamente en
busca de elementos que evidenciaran que algun caracol estuviera infectado.
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Infecciéon de hospedero definitivo

Para la realizacion de esta tesis se consto con la aprobacion previa de la comision
de bio ética.

Un ovino macho cruza Corriedale, diente de leche, procedente del campo
experimental N° 1, Migues, de la Facultad de Veterinaria fue alojado en un box del
laboratorio N° 3.de Parasitologia, alimentado con fardo de alfalfa y agua ad libitum.
En el campo experimental N°1, Migues, de la Facultad de Veterinaria no se ha
comprobado la presencia de Trematodos en rumiantes.

Al ingresar se le realizé6 un examen coprologico por técnica de Mc.Master para la
cuantificacion de huevos fecales (HPG) y se le administr6 un antihelmintico de
amplio espectro (levamisol, Ripercol, ®, Fort Dodge).

El animal se mantuvo en estas condiciones durante un mes.

Previo a la infeccion también se le realizd analisis coprolégico por técnica de
sedimentacion de Happich y Boray para comprobar que estuviera libre de
trematodos adultos.

Posteriormente se procedi6 a la infeccion del ovino con 118 metacercarias obtenidas
de caracoles infectados naturalmente, mediante el uso de una sonda esofagica.
Cincuenta dias post-infeccion se comenzoé la recoleccion de materia fecal mediante
extraccion desde el recto para realizar la técnica de sedimentacién de Happich y
Boray cada 48-72 horas, a partir del dia 90 se comenzd a realizar la técnica
diariamente hasta el dia 110.

Estimacion del potencial biotico de Paramphistomum spp.

Para estimar el potencial biético, se utilizaron los 50 ejemplares que median mas de
10 mm, se distribuyeron en § tubos (cada tubo con 10 Paramphistomum spp.) y se
incubaron por 24 hs. a 26 °C.

El contenido de los tubos se filtré para extraer los parasitos adultos y el filtrado de
cada uno se dejo sedimentar durante 20 minutos en los mismos tubos de centrifuga
con un volumen final de 50 ml. Posteriormente se homogeneiz6 el contenido de cada
tubo y se extrajeron 5 ml que fueron reconstituidos en otro tubo con 50 ml de agua
destilada. De esta dilucion se extrajeron 5 ml para cuantificar huevos. Este
procedimiento se realizd por dos veces. La estimacion del potencial biético para
cada alicuota (PBa) se realiz6 de la siguiente forma: ‘

e PBa = N°de huevos x 100 /10

Esto se realizé para cada una de las dos alicuotas de cada uno de los cinco tubos.
Para cada tubo se calculé el promedio del potencial biético (PBt).
El potencial biético final se calculé promediando los cinco PBt.
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RESULTADOS

Caracoles infectados naturalmente

Solo se obtuvieron caracoles infectados naturalmente en la segunda recoleccidén que
fue realizada en el mes de Marzo.

En la primera salida (13/2/10) se recolectaron 400 caracoles. Durante los S|gu1entes
3 dias se descartaron 73 caracoles (22.3% de mortalidad) por no presentar actividad
cardiaca o movimiento del manto. De los 327 caracoles restantes, hasta el dia 45
sobrevivieron 187 ejemplares (57,2% de sobrevida). En ninguno de ellos se registro
infeccion natural. Aproximadamente la mitad de los ejemplares muertos durante los
45 dias de mantenimiento fueron aplastados para intentar evidenciar infecciéon por
estados larvarios precoces, sin embargo no se evidencié infeccion en ninguno de
ellos.

De los 2140 caracoles recolectados en la segunda salida de campo (12/3/10)
sobrevivieron 1428 ejemplares al dia 3 (33% de mortalidad). Luego de haber
separado y eliminado los caracoles muertos, los sobrevivientes se mantuvieron
como fue descritofen Materiales y métodos. En el dia 26 de marzo, durante una
inspeccién de rutina, se encontraron metacercarias enquistadas en las paredes de
dos de las cajas de Petri. Cuando se observaron los caracoles individualmente se
encontraron dos ejemplares con presencia de cercarias migrando en su interior.
Estos caracoles infectados pertenecian al género Drepanofrema spp. Se intent6
entonces determinar la especie de los mismos, llegandose a que probablemente
pertenecieran a la especie D. depressissimum. Los caracoles fueron separados
individualmente en cajas de Petri y se les colocé papel plastico amarillo
colocandolos a partir de ese momento en estufa a 26 °C durante la noche. Durante
el dia se les agregaba agua fria para estimular la emergencia de las cercarias. Los
papeles plasticos con las metacercarias se retiraron a diario y fueron mantenidos en
recipientes con agua en heladera. Este procedimiento se repitié durante 20 dias al
cabo de los cuales se lograron obtener 118 metacercarias.

Entre el dia 20 (15/4/10) y el 25 (20/4/10) ya no se obtuvieron mas metacercarias y
los caracoles fueron aplastados para determinar si alin quedaba infecciéon residual
por algun otro estadio que no fuera visualizado bajo lupa y por transparencia. No se
encontraron estadios parasitarios de ningun tipo. De los 1426 caracoles restantes al
dia 45 sobrevivieron 898 ejemplares (63 %). Estos dos caracoles infectados
naturalmente representaron el 0,14% del total de caracoles vivos al dia tres.

En la tercera salida de campo realizada el 28/8/10 se recolectaron 2054 caracoles
de los cuales murieron al los tres dias 546 (26,5%). Los 1508 caracoles restantes
fueron mantenidos y lograron alcanzar los 45 dias de incubacién 935 caracoles
(62%). No se registraron ejemplares con infeccion natural, tanto en los
sobrevivientes como en los muertos durante el proceso.

De los 400 caracoles recolectados en la cuarta salida de campo el 18/9/10,
sobrevivieron 307 (23,25% de mortalidad) que luego de ser mantenidos vy
examinados durante 45 dias no presentaron signos de infecciéon natural. En el
proceso murieron 144 caracoles (47%).
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En la visita al segundo establecimiento (3/4/11) se recolectaron 225 caracoles de los
que murieron 38 (17%). De los 187 sobrevivientes al dia 45 no se obtuvieron signos
de infeccion. Aqui murieron 84 caracoles (45%). Estos datos se muestran resumidos
en el cuadro i

Cuadro 11, “Recoleccion de caracoles en las cinco salidas”

.:Zizz Fecha reco"lleogtg dos sobrg\:i;/jiZntes sobr;/;i}c/‘i‘:ntes sobrg:i\?izntes sobrg‘;fsiintes :;t:’:;ﬁ:i?\?;
aldia 3 aldia 3 al dia 45 al dia 45
1 13/02/2010 400 327 777 187 | 57,2 0
2 12/03/2010 2140 1428 67 898 63 2
3 28/08/2010 2054 1508 73,5 935 62 0
4 18/09/2010 400 307 76,75 163 53 0
5 03/04/2011 225 1 87 83 103 55 0

Infeccion artificial de caracoles

Ninguno de los 675 caracoles del género Drepanotrema, 75 caracoles del género
Biomphalaria, 10 caracoles de la especie Lymnaea viatory 5 de la especie Lymnaea
columella resulté infectado en ninguna de las cinco oportunidades en que se
enfrentaron a los miracidios, independientemente del nimero de formas infectantes
a las que fueron expuestos. Los miracidios se desplazaron de forma normal,
llegando incluso a tocar los caracoles, pero nunca pudo evidenciarse penetracion.
Los caracoles estaban en buenas condiciones y se movieron normalmente durante
la fase de exposicion y no parecieron alterar su comportamiento cuando fueron
enfrentados a los miracidios. Desde el dia 10 pos - exposicion y hasta el dia 45 los
caracoles fueron revisados diariamente y nunca pudo observarse algin estado
larvario de Paramphistomum dentro de los ejemplares. Tampoco eliminaron
cercarias inadvertidamente, puesto que hubieran enquistado en los papeles plasticos
amarillos o en las paredes de los recipientes, y esto nunca fue observado.

Estimacion del potencial biético

Los resultados individuales y los promedios se expresan en la tabla adjunta.

Se determin6 un minimo de 190 huevos de Paramphistomum en el tubo nimero dos
y un maximo de 1650 huevos en el tubo nimero cinco, con un promedio de 899
huevos por parasito.
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No hubo diferencia en el contaje de huevos entre las alicuotas de cada tubo aunque
si hubo diferencia en el promedio entre los tubos.

Comparando el promedio de cada uno de los tubos, en el grupo 2 tenemos una
diferencia notoria entre este grupo y los restantes. En los grupos 1-3-4-5 las
diferencias son poco evidentes entre si. Los resultados se detallan en el cuadro |l

Cuadro llI, “Estimacién del potencial biético”

Numero
Grupos | Paramphistomum .T.:gg: P arlia'umepvf?iitgg um Promedio| Dilucion
L 10 ;ggg ggg 710 1:100
2 10 ;ggg ;28 235 1:100
3 10 1};88 H;g 1160 | 1:100
4 10 gggg ggg 770 1:100
> 10 gggg 1228 . 1620 | 1:100
Potencial biético 899

Infeccion de hospedero definitivo

Las 118 metacercarias obtenidas de los caracoles infectados naturalmente,
recolectados en el mes de marzo, que fueron mantenidas y acondicionadas en
condiciones de laboratorio como anteriormente se menciond, fueron administradas
via oral mediante sonda esofagica a un ovino macho, cruza Corriedale, categoria
diente de leche.

A partir del dia 50 post infeccion, se procedié a la extraccion desde el recto de
materia fecal para analisis coprolégico mediante técnica de Happich & Boray.

Entre los dias 50 y 90 post infeccion se hicieron muestreos de materia fecal cada 48
horas y a partir del dia 90 hasta 109 los muestreos eran cada 24 hs.

Cumplido el periodo pre-patente del parasito (96-107 dias) se realizaron tres
muestreos mas los dias 120, 130, y 150 post infeccion.

Todos los analisis realizados en estas fechas dieron un resultado negativo, no
pudiendo detectar la presencia de huevos mediante la técnica utilizada.

En ninguna oportunidad post infeccién se pudieron evidenciar signos clinicos de la
enfermedad parasitaria, ni en su etapa aguda como tampoco en la crénica.

Al dia 200 post infeccién se realizo la necropsia del ovino, extrayendo y observando
rumen e intestino delgado, confirmando la ausencia de Paramphistomum spp.
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Obtencion de miracidios

Se obtuvieron gran cantidad de miracidios a partir del cultivo de los huevos de
Paramphistomum spp. recolectados desde frigorifico, aunque estos resultados no
fueron homogéneos en las cinco oportunidades. En la primera oportunidad fue
donde se obtuvo la mayor cantidad de miracidios eclosionados en relacién a la
cantidad de huevos sembrados, comparada con las siguientes recolecciones en la
cual fue observada una notoria disminucién de la eclosion.

Determinacion de la especie de Parémphistomum spp.

No se pudo llegar a determinar la especie de Paramphistomum spp. debido a que
los cortes histopatolégicos que se realizaron no fueron los adecuados para su
identificacién y confirmacién.
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DISCUSION

Caracoles infectados naturalmente

De las recolecciones efectuadas en los meses de febrero, marzo, agosto y setiembre
de 2010 y abril de 2011, solo se obtuvieron dos ejemplares naturalmente infectados,
de mas de 3700 individuos que llegaron vivos al dia 45 luego de la recoleccién.
Estos dos ejemplares se recogieron en el mes de marzo en el establecimiento 1.
Este bajo nUmero de caracoles naturaimente infectados (0,14 %) puede deberse a
las diversas condiciones ambientales de esos meses, como la temperatura, lluvias,
estado de vegetacion y pastoreo de animales. Estas condiciones pueden influir
positiva o negativamente en el ciclo biolégico natural del parasito.

Si bien hay varios trabajos que indican porcentajes de infeccién artificial de
caracoles, solo se reportan pocos casos de porcentaje de caracoles infectados
naturaimente. Cuando los reportes indican obtencién de metacercarias desde
caracoles infectados naturalmente, la intencién es obtener la forma infectante para
realizar infecciones artificiales con el fin de medir otras caracteristicas del ciclo
biolégico, o efectos patolégicos del parasito en el hospedador, pero no el porcentaje
de caracoles infectados. En Brasil, G. Muller (1992) reporta un promedio de infeccion
natural de un 2,28 % en Drepanotrema kermatoides, con un minimo de 0,59% y un
maximo de 4,00%. En el trabajo no se especifica la época del afio en que se realiz6
la colecta y se trata de una especie de caracol diferente a la encontrada en nuestro
trabajo, sin embargo, el porcentaje de caracoles infectados naturalmente es
sensiblemente mayor.

Por otro lado, no hay publicaciones que hayan determinado datos epidemiolégicos
de las poblaciones de caracoles con respecto a la infeccién con Paramphistomum
spp. como si los hay con respecto a Lymnaea viator con F. hepatica (Castro, 2001).
Un solo reporte de estudio epidemiologico de Calicophoron daubneyi en Galba
truncatula fue realizado en Galicia, Espana (lglesias Pifieiro, 2010).

Obtencion de miracidios

Los huevos de Paramphistomum spp. eclosionaron en su gran mayoria a los 15 dias
para dar lugar a los. miracidios. Otros estudios sobre paramphistomidos
determinaron periodos de incubacion equivalentes. Grétillat (1959), con huevos
Carmyerius dollfusi, obtuvo miracidios a los 15 - 18 dias a 29-30°C. Dinnik y Dinnik
(1960) reportan haber obtenido experimentalmente miracidios de Carmyerius
exoporus después de 15 dias de incubacién. Huevos de Paramphistomum togolense
y P. daubneyi han producido miracidios después de 9 a 12 dias de incubacion y de
12 a 15 dias de incubacion a 27 °C, respectivamente (Seck y cols., 2006).

El periodo de incubaciéon encontrado en el presente trabajo no mostré diferencias
significativas con respecto a los datos reportados en la bibliografia consultada. Las
pequefias diferencias en la liberacion de miracidios estan probablemente
relacionadas con las especies y las condiciones experimentales, especialmente a la
temperatura que fueron incubados los huevos.
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Infeccion de caracoles

A pesar de haber enfrentado un gran nimero de caracoles a infeccion artificial con
miracidios de Paramphistomum spp. y haberlo intentado con diferentes cantidades
de miracidios por caracol y en varias oportunidades, no pudo lograrse efectivamente
la infeccion.

El nimero de miracidios utilizados -en las infecciones parece no haber sido
determinante para la infeccién, ya que en ninguna de las cinco oportunidades que se
intento realizar la infeccién artificial, ésta se logro.

Ostrowski De Nufez (1977), trabajé con una especie de digenea que no es un
paramfistédmido y cita que “...la penetraciéon propiamente dicha en el caracol no ha
podido ser observada. Se intenté observar la penetracion del miracidio bajo lupa
binocular en un recipiente pequefio, los miracidios nadaban indiferentes, sin mostrar
mayor actividad ni mayor atraccién por el caracol, hasta tocaban el molusco, para
alejarse nuevamente de él, siendo observado durante unas tres horas, suponiendo
que la constante actividad de los caracoles y las condiciones anormales inhibieron la
infestacién”. Este mismo comportamiento fue observado en nuestro trabajo, por lo
que la falla en la infecciéon pudo deberse a las mismas causas citadas por la autora.
Por otro lado, Campbell (1961), basandose en los resultados de otros autores,
supone que en frascos con pequena cantidad de agua no se crea el gradiente
necesario de las sustancias de atraccién para una orientaciéon de los miracidios de
modo que solo se observa su activacién pero no quimiotaxismo.

Sin embargo, Muller (1992) reporta un promedio de 2,27 % de infeccién artificial de
Drepanotrema kermatoides con miracidios de Paramphistomum spp. Esta autora
realiza infecciones con 3, 4 y 8 miracidios e infeccidn en masa, sobre 66 caracoles
por grupo, logrando infeccién de 0, 2, 1 y 3 caracoles respectivamente. Esto significa
entre 0 y 4,5 % de infeccion. En el mismo trabajo el autor, citando a Dinnik (1954),
dice que se obtuvo 1,6 % de infeccion con Paramphistomum sukari en ejemplares de
B. pfeifferi. De todas maneras, el autor concluye que tanto las infecciones naturales
como las artificiales son bajas.

En nuestro trabajo se intentd la infeccion con 2, 4, 6 y 8 miracidios por caracol e
infeccion en masa, sin éxito. Ademas, se intentd infectar varias especies de
caracoles, entre ellos Drepanotrema depresissimum, D. heloicum, Biomphalaria spp,
Lymnaea viator y L. columella. También es cierto que el porcentaje de infeccion
natural encontrado en el presente estudio fue muy baja, concordante con lo
encontrado por otros autores. Tal vez, el desarrollo de la infeccion natural no
necesite de tanto éxito para mantener la infeccién de un campo y que esta baja tasa
de infeccién se mantenga en condiciones de laboratorio.

Castro (comunicacién personal) ha realizado con éxito y en varias oportunidades la
infeccion en laboratorio de Lymnaea viator con miracidios de F. hepatica, aunque ha
fallado repetidas veces al intentar infectar caracoles planorbideos con miracidios de
Paramphistomum spp. En este sentido, Castro y cols, (2001) encuentra porcentajes
maximos de infeccidon natural de Lymnaea viator de aproximadamente 4 % en
setiembre — Octubre, lo que da lugar a pensar que para este trematodo el porcentaje
de infeccién natural de su hospedador intermediario también es bajo.

Por otro lado, en Uruguay solo hay un reporte de correlaciéon entre especie de
Paramphistomum spp. y hospedador intermediario citado por Paiva (1994) como
comunicacién personal de Boray. En este caso se trataba de Paramphistomum
leydeny y Drepanotrema anatinum. También puede suceder que haya alguna
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especificidad de hospedador intermediario para cada especie de Paramphistomum~
spp. y que la especie del trematodo utilizada en el presente trabajo no haya sido la
apropiada para las especies de caracoles empleadas. Determinar la especie de
Paramphistomum spp. tampoco es tarea facil, . ya que no existen elementos
morfolégicos externos concluyentes. Para ello se necesita hacer cortes histolégicos, -
observando y midiendo el diametro del acetabulo con respecto a la longitud del
cuerpo, el tipo y longitud de la faringe, la relacién entre la longitud de la faringe y el

- diametro del acetabulo, la ubicacién de los testiculos, ovario.y glandula de Mehlis, y
el tipo de atrio genital entre otros. En la presente tesis no se pudo determinar la
especie de Paramphistomum spp. recogidos en frigorifico, puesto que los cortes
histolégicos realizados no fueron de la calidad necesaria para tal fin, por lo tanto no
se determiné la especie a la que pertenecian los miracidios utilizados.

Obtencion de las metacercarias para su posterior administracion al ovino

Se obtuvieron 118 metacercarias en total, de dos caracoles infectados naturalmente.
Estas fueron administradas a un ovino aungue no se pudo conseguir la infeccién.
Como algunas de las metacercarias se enquistaron en la superficie de'las cajas
donde estaban los caracoles (y no en los plasticos amarillos puestos a tales efectos),
fueron separadas con aguja de diseccién y almacenadas en agua a 4 °C. El haberlas
separado de la superficie en donde habian enquistado, pudo dadfarlas y hacerlas
perder viabilidad. Sin embargo, Rolfe y cols., (1994), utilizan como metodologia de
obtencion de metacercarias la técnica de Durie modificada. En las peceras donde
estaban alojados los caracoles colocan rectangulos de papel plastico amarilio.
Durante dos horas en la mafana iluminan la pecera con una lampara de 60 W y las
cercarias se enquistan en los papeles. Las metacercarias enquistadas se separan
del plastico utilizando un pincel himedo y colocadas en agua a 5°C. En ese trabajo
los autores no reportan disminucién de la viabilidad de las metacercarias por efecto
de la manipulacién.

Otra posible razén de la falla en la infeccion pudo haber sido la baja carga de
elementos infectantes. En la naturaleza los hospedadores definitivos adquieren la
infeccibn paulatinamente al ir ingiriendo cantidades = diarias variables de
matacercarias, sin embargo en los trabajos de investigacion las infecciones siempre
son puntuales y.con cantidades muy superiores a la utilizada en esta tesis. Asi, Seck
y cols., (2006) infectan bovinos con 500 metacercarias y Rolfe y cols., (1994)
infectan ovinos con 5000 y 40000 metacercarias. Correa y Castro (comunicacion
personal) intentaron infectar un ovino con 54 metacercarias obtenidas de un caracol
naturalmente infectado, sin éxito. Sin embargo estos mismos autores infectan un
ovino con 200 metacercarias de F. hepatica confirmando la infeccién con el hallazgo
de dos ejemplares adultos en el higado luego de la necropsia (comunicacién
personal). En nuestro trabajo se utilizaron 118 metacercarias que fueron todas las
que se pudieron obtener.

Seck y cols., (2006) midieron porcentajes de eficacia de infeccion en bovinos segun
tiempo de maduracién de metacercarias, obteniendo la mayor tasa (83.8%) con
metacercarias con cuatro semanas de maduracién. EI mismo autor cita a Albaret |,
(1978) obteniendo una tasa de infeccién en ovinos del 30.67% con metacercarias de
P. microbothrium de cinco semanas de maduracién, y a Sey (1979) que obtuvo en
una cabra una tasa de infeccion del 35,7% utilizando metacercarias de P. daubneyi
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con dos semanas de maduracion. El autor concluye que estas diferencias
podrian estar relacionadas con la especie de parasito, el tipo de hospedador
definitivo y la edad de maduracién de las metacercarias. Nuestro trabajo no tenia
como objetivo medir la maduracién de metacercarias. Sin embargo, entre las
primeras metacercarias obtenidas y las Gltimas transcurrieron 27 dias, con lo cual las
118 metacercarias tuvieron tiempos diferentes de maduracién que fueron desde 0 a
4 semanas. Esto pudo haber influido en el intento de infeccién al disminuir aun mas
la cantidad de metacercarias con maduracién suficiente para lograr continuar el
ciclo.

Algunos animales silvestres pueden alojar trematodos anfistomidos que podrian
tener como hospedadores intermediarios caracoles planorbideos. Se han registrado
en Uruguay trematodos pertenecientes a cuatro familias de paramphistomoideos
(Paramphistomidae, = Balanorchidae, Cladorchiidae, Diplodiscidae). Castro
(comunicacién personal) encontré en recto de sapos Catadiscus spp. (familia
Cladorchiidae) que podria tener caracoles planorbideos como hospedadores
intermediarios; incluso realiza una infeccion experimental en renacuajos con
cercarias anfistomas ftrioculadas eliminadas por caracoles de la especie
Drepanotrema depressissimum obteniendo ejemplares aparentemente de
Catadiscus spp.

Teniendo esto en cuenta, pudo haber pasado que algunas o todas las matacercarias
obtenidas en nuestro trabajo no fueran de Paramphistomum spp. y pertenecieran a
otro anfistomido parasito de animales silvestres.

Sin embrago, la morfologia de las cercarias obtenidas, asi como la apariencia de las
metacercarias (tamafo, bioculadas), eran similares a las descriptas en la bibliografia
consultada como pertenecientes al género Paramphistomum spp.

No hay trabajos que determinen grados de especificidad de especie de
Paramphistomum spp. con especies de hospedadores definitivos. Sin buscar
especificidad los trabajos consultados relacionan P. ichikawai en ovinos (Rolfe y
cols., 1994), P. daubneyi en cabras (Sey, 1979), P. microbothrium en bovinos (Seck
y cols., 2006) vy ovinos (Albaret y cols., 1978) y P. sukary en vacunos (Dinnik y
Dinnik., 1954).

Al provenir las metacercarias de caracoles naturalmente infectados nos fue
imposible determinar la especie, suponiendo que se tratara de Paramphistomum

spp.
Potencial bidtico

En la bibliografia consultada no se encontraron datos. que reporten el potencial
biético del Paramphistomum spp.

Aunque el calculo del potencial bidtico no era el objetivo primario, éste igualmente
se determiné en el momento de manipulacién de los Paramphistomum spp. en el
laboratorio para la obtencion de huevos, aunque tal vez no con la suficiente cantidad
de ejemplares adultos ni con el conteo de numero representativo de alicuotas. Por
tal motivo no se hicieron estudios estadisticos que nos pudieran arrojar datos con
mayor confiabilidad.

Los valores de potencial biético obtenidos en cuatro de los cinco grupos formados
fueron similares.
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Si bien el dato puede ser estadisticamente insuficiente, sienta la base para estudios
futuros mas especificos.
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CONCLUSIONES

No se pudo conseguir totalmente el objetivo principal del trabajo, puesto que no
pudo completarse el ciclo total del Paramphistomum spp. Las fallas fueron en los
dos puntos criticos del ciclo bioldgico, esto es, en las infecciones experimentales de
ambos hospedadores — intermediario y definitivo. Sin embargo, el resto de los pasos
se realizaron con éxito. =

Se logré obtener 118 metacercarias de dos caracoles naturalmente infectados, que
por sus caracteristicas morfolégicas, muy probablemente fueran de
Paramphistomum spp. En este sentido, se pudo identificar ademas a Drepanotrema
depressissimum como potencial hospedador intermediario del trematodo en
Uruguay.

Se pusieron a punto las técnicas apropiadas para el mantenimiento de caracoles
planorbideos en laboratorio, asi como la metodologia para la obtencién e incubacion
de parasitos adultos, y la obtencion e incubacion de huevos y miracidios.

Si bien no se pudieron conseguir cortes histoldégicos de calidad que permitieran
identificar la especie de los ejemplares de Paramphistomum spp. obtenidos de
frigorificos, muchos otros ejemplares quedan en la colecciéon del Departamento de
Parasitologia para futuras investigaciones en este sentido.

Debido a el éxito en el mantenimiento in-vitro de ejemplares adultos de
Paramphistomum spp. se pudo obtener un promedio y rangos del potencial biético
del parasito.

De lo reportado por algunos autores pareceria que reproducir el ciclo biolégico de
Paramphistomum spp. resulta tarea rutinaria. Sin embargo, otros autores confirman
muchas dificultades al momento de infectar caracoles planorbideos con miracidios
del parasito. Investigadores argentinos (Ostrowski De Nufez 1977) que también han
estudiado el tema, (si bien con una especie de digenea que no es un
paramfistbmido) han confirmado que la infeccion experimental de caracoles no
resulta ser facil.

Esto es lo que parece haber sucedido en nuestro trabajo, aunque, de todas
maneras, se han sentado las bases para posteriores estudios de la parasitosis por
Paramphistomum spp. en Uruguay.

Estos estudios serian fundamentales para poder seguir adelante con ofras
investigaciones que aporten datos acerca de drogas efectivas para el tratamiento de
las paramfistomiasis agudas y bases epidemiolégicas para el control de la
parasitosis a campo.
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