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Resumen

Irene Cruz Mendoza. ldentificacion, ciclo de vida, dinamica poblacional,
grado de infeccién de caracoles y transmisién de fasciolosis bovina
bajo condiciones de campo y de laboratorio. Bajo la direccion de los
doctores: Froylan |barra Velarde, Ma. Teresa Quintero Martinez, Edna

Naranjo Garcia y Jorge Lecumberri Lopez.

La fasciolosis es una trematcdosis altamente endémica de gran relevancia
econémica en Meéxico, particularmente en el municipio de Tulancingo,
Hidalgo. La informacion existente con respecto a la relacion del parasito-
huésped intermediario de F. hepatica, es muy escasa por lo que se manifiesta
necesario incidir en estudios malacologicos tendientes a conocer aspectos
relacionados con este topico. Para elio se realizaron varios estudios con los
siguientes objetivos: 1. Determinar los porcentajes de liberacion de metacercarias
de F. hepatica en caracoles huéspedes intermediarios y su posible relacién con la
prevalencia de fasciolosis en bovinos del rancho universitario. 2. Identificar y
cuantificar las poblaciones de caracoles huéspedes intermediarios y no
interme&iarios de Fasciola hepatica en el rancho de la Universidad Auténoma de
Hidalgo, México. 3. Determinar ia dinamica poblacional de los caracoles huéspedes
intermediarios de F. hepatica, colectados en el rancho universitario y obtenidos en
el laboratorio. 4. Determinar el grado de infeccidon de caracoles con diferentes
estadios evolutivos de F. hepatica infectados en forma natural y en el laboratorio, 5.
Determinar la viabilidad y grado de infectividad de metacercarias de F. hepatica,
en conejos y ratones, obtenidas en estado natural y en el laboratorio. En el
laboratorio se identificd los moluscos colectados cada mes y durante 19
ocasiones, se realizd el analisis fecal de los bovinos en estudio. La liberacién de
cercarias y la obtencion de esporoquistes y redias de caracoles, se realizaron de
acuerdo a métodos previamente registrados en la literatura. La infectividad de las

metacercarias se demostré a través de la infeccién de 10 ratones y 5 conejos. En €l



Vi

estudio 1, se determind que el porcentaje de infeccidn de caracoles con cercarias
de F. hepatica durante un afno y medio varid de 1.1% a 2.4%. La prevalencia de
huevos de F. hepatica fue mas manifiesta en los meses invernales. En el estudio
2, se colecto un total de 5474 moluscos de los S biotopos estudiados, identificando
a Fossaria humilis (1673; 32.2%) como huésped intermediario de F. hepatica. Los
moluscos no huéspedes intermediaros de F. hepatica fueron Succinea sp 3083
(56.3%), Planorbella (Pierosoma) trivolvis 348 (6.7%), Physa cubensis 279 (5.3%)
y Helix aspersa 91 (1.7%). En el estudio 3, La dindmica de la poblacién de
Fossaria humilis colectados en el campo se encontraron con mayor cantidad en los
biotopos 1,4 y 5, en los meses de julio a noviembre de 1997, con tamafos de
altitud y diametro (10.5-6mm;4.9-2.9mm) respectivamente con respecto de la
dinamica poblacional de moluscos criados en el laboratorio se manejaron ios
motuscos mediante estratificacion de edades logrando poblaciones en oviposicion
hasta por 14 semanas y con sobrevivencia en ocasiones hasta por 2 afios. En el
estudio 4, el porcentaje de infeccion de F. humilis obtenidos en el campo fue del
50% en agosto y de 47% en noviembre de 1997, observando la presencia de
esporoquistes, redias y cercarias. Caracoles inoculados en el laboratorio
produjeron un 8.4% de metacercarias y a la preparacion de estos moluscos con la
bolsa de nylon, se determiné que el 24% estaban infectados. En el estudio 5,
sobre infectividad de las metacercarias de . hepatica en conejos y ratones, se
obtuvo un 50% y 31.6% de infeccidn, respectivamente. Conclusiones las especies
de caracoles encontradas fueron: F. humilis, P. (Pierosoma) trivolvis, P. cubensis
H. aspersa y Succinea sp., determinando a la primera como Unico huésped
intermediario de F. hepafica. Se determind una alta viabilidad y grado de
infectividad de metacercarias de F. hepatica en ratones. No se encontrd una
correfacion positiva entre los porcentajes de caracoles infectados con la
prevalencia en los bovinos fasciolosos. Sin embargo, se observo gue tanto los
moeluscos como los bovinos estuvieron mayormente infectados en los meses de
otofo e invierno

Palabras clave: Fasciola hepatica, BOVINOS, IDENTIFICACION Y DINAMICA
POBLACIONAL DE CARACOLES, Fossaria humilis, GRADO DE INFECCION,
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Abstract

Irene Cruz Mendoza. ldentification, life cycle, population dynamics, snail
infection rate and transmission of bovine fasciolosis under [aboratory
and field conditions. Under the supervision of Drs. Froylan Ibarra Velarde,
Ma. Teresa Quintero Martinez, Edna Naranjo Garcia and Jorge Lecumberri

Lopez.

Fasciolosis is a highly endemic trematode disease of great economic importance in
Mexico, particularly in the Municipality of Tulancingo, Hgo. Little information is
available on the intermediate host of Fasciola hepatica. It is therefore necessary to
investigate certain malacological aspects of this disease. Five studies were carried
out with the following objectives: 1. To determine the percentage of F. hepatica
metacercariae that excyst in the intermediate host snails and its possible
relationship with the prevalence of fasciclosis in cattle at the university ranch. 2. To
identify and quantify the intermediate host population (of F. hepatica) at the ranch of
the Autonomous University of Hidaige, Mexico. 3. To determine the population
dynamics of the snail intermediate hosts of F. hepatica collected at the university
ranch and maintained in the laboratory. 4. To determine the degree of mollusk
infection, both natural and in the laboratory, with different larval stages of F.
hepatica. 5. To determine the viability and degree of infectivity of F. hepatica
metacercariae, obtained in the field and in the [aboratory. in rabbits and mice and
the infections were done in the lab. The identification of mollusks coliected in the
field was carried out in the laboratory as well. Every month and on 19 occasions,
coprological analyses were performed on faeces from the caitle being studied.
Excystment of metacercariae and preparation of snails for the study of different
larval stages of F. hepatica were done following previously published methods.
Metacercarial infectivity was demonstrated through the infection of 10 mice and 5
rabbits. In study 1, the percentage of snails infected with F. hepatica metacercariae
over a year and a half was found to vary from 1.1 to 2.4%. Fasciola hepatica eggs

were observed mostly during the winter months.



In study 2, studied a total of 5474 mollusks were collected from 5 biotopes
(habitats), of which 1673 (32.2%) were identified as Fossaria humilis, intermediate
host of F. hepatica. The non intermediate hosts of F. hepatica identified were:
Succinea sp. 3083 (56.3%), Planorbella (FPierosoma) trivolvis 348 (6.31%), Physa
cubensis 279 (5.3%) and Helix aspersa 91 (1.7%). in study 3, regarding field snail
population dynamics obtained; mollusks were most observable in biotopes 1,4 and
5 from July o November 1997. Regarding snail population dynamics of mollusks,
grow in the laboratory, they were handled by age stratification means, getting
ovipositor specimens which reached up to 14 weeks and up to 2 years of survival.
In study 4, the percentage of infection of F. humilis obtained in the field was of 50%
in August and of 47% in November 1999, abserving the presence of sporocysts,
redias and cercariae. The infection of the snails in the laboratory produced 8.4% of
metacercariae and when mollusks were prepared for larvae observation, 24% were
infected. In study 5, with regard to the infectivity of the metacercariae of F. hepatica
in rabbits and mice, a 50% and 31.6% of infection was obtained, respectively. It is
concluded that the species of snail identified were: F. humilis, Succinea sp., P.
(Pierosoma) trivalvis, P. cubensis y H. aspersa, determining F. humilis as the only
intermediate host of F. hepatica. A high degree of viability and infectivity of
metacercariae of F. hepatica in rodents was obtained. Non positive correlation was
observed between the percentage of snails infected with the prevalence of fluke-
infected cattle. However, it was observed that snails and cattle were mostly infected

during the autumn-winter months.

Key words: Fasciola hepatica, CATTLE, IDENTIFICATION AND SNAIL'S
POPULATION DYNAMICS, Fossaria humilis, DEGREE OF INFECTION.



Introduccion

La fasciolosis es una de las parasitosis que mas pérdidas ocasiona en la
industria pecuaria. La importancia de esta enfermedad, radica principalmente, en
las pérdidas econdmicas causadas por los trastornos ocasionados al desempefio
de las funciones zootécnicas en los animales domésticos y el constante decomiso

de higados por Fasciola hepatica, problema que resulta ser bastante grave'

Huéspedes definitivos de Fasciola hepatica

La fasciolosis, es una enfermedad parasitaria ampliamente difundida en el
mundo, es causada principalmente por dos especies de la Familia Fasciolidae,
Fasciola hepatica 'y Fasciola gigantica®?, estas especies parasitan a los
rumiantes, siendo los mas afectados los bovinos, ovinos y caprinos. El trematodo
se localiza en estado adulto en los conductos biliares y en estado inmaduro en el
parénguima hepatico. También puede existir en muchos otros animales como
reservorios y diseminadores, como el cerdo, liebre, conejo, castor, elefante,

cabalio, perro, gato, canguro y ef ser humano >4,

Nombres comunes dados a la Fasciola hepatica

En México, Fasciola hepatica es conocida con una gran variedad de términos tales

como: distoma hepatico, conchuela, duela del higado, palomilia, orejuela, arenilia,



hilille, caracolillo, conchita, sanguijuela, acucuyachi, acocoyechic y cucuyache las
tres dltimas palabras derivan del vocablo azteca "acuecueyachin” gue significa

sanguijuela 42567,

Ciclo de vida de Fasciola hepatica

El ciclo de vida de F. hepatica es de tipo indirecto, en ia fase parasitica interviene
como huésped intermediario el caracol del género Lymnaea y como huésped
definitivo el mamifero. Las fases de vida libre se desarrollan en el medio ambiente
en donde el miracidio es ia forma infectante para el caracol y la metacercaria para
el bovino. Las metacercarias estan diseminadas en la vegetacidén y en el agua que

el bovino ingiere al alimentarse o beber®.

Prevalencia de Fasciola hepatica

La informacion no es completa, sin embargo, en México los estados con
prevalencia alta son Tabasco y Veracruz, hay una prevalencia mediana en los
estados de México, Guanajuato, Michoacan, Hidalgo, Tlaxcala, Chiapas y con
menor prevaltencia en Baja California Norte, Sonora, Chihuahua, Coahuila, Nuevo
Ledn Tamaulipas, Zacatecas y de Baja California Sur, Yucatan y Quintana Roo se

sefialan como libres de esta enfermedad 7-°1011.34.12



Estudios sobre la importancia econdmica de la fasciolosis en diferentes partes del

mundo

La importancia econdmica que tiene esta enfermedad radica en las cuantiosas
pérdidas que ocasiona a la ganaderia en muchas partes del mundo, las cuales
dependen de la intensidad de la infeccién en el ganado bovino y ovino, estas
pérdidas se dividen en dos grupos que son las perdidas directas e indirectas. Las
directas se presentan con la muerte repentina de los ovinos, al aparecer
bruscamente la enfermedad y, es dada a consecuencia de la migracion de las
fases juveniles del parasito a través del parénquima hepatico sobre todo en los
afos en que las lluvias son muy altas. Las pérdidas indirectas se manifiestan por
disminucién de peso, anemia progresiva, mala conversién aiimenticia con el
conocido sindrome de desnutricion, resequedad de la piel, mal estado de la carne,
mala calidad de la lana, baja produccion de la leche de enire 5% en las vacas, y
con fasciolosis cronica hasta el 70 o 100% en los animales que estan parasitados.
La infertilidad precoz y los abortos retardan el intervalo entre parto y parto, mal
estado fisico (caquéccico) como consecuencia bajo desarrollo de las crias, ya
que retarda el crecimiento del 30% hasta el 50% y mayor susceptibilidad a otras

enfermedades infecciosas y parasitarias'>'%3.




Datos sobre las pérdidas directas e indirectas causados por Fasciola hepatica en

Mexico

Wamae'* realizé en Kenia Africa una investigacion en animales provenientes de
Iringa donde registra un decomiso de higados del 26% por estar infectados con
Fasciola hepatica en ovinos y 23% en cabras, sin embargo, menciona gue en
Tabora el decomiso en el ganado bovino y ovino es del 0.1%. La corporacion de
mataderos de Glasgow mostrd que en 1975, el 18% de los higados de ovinos
fueron decomisados por estar infectados con Fasciofa hepatica con una pérdida

de 10.000 libras esterlinas que equivale a 5.600 dodlares.

Garcia'®, notificd que el 1.2% de 9566 higados son decomisados de los
bovinos sacrificados en el rastro de la Paz, Edo. de México, esto es 534.50 Kg con
un valor de 9,189 pesos. Sanchez'®, informa que en Jalapa, Veracruz entre
noviembre de 1973 y octubre de 1974, 757.12 Kg de higado con un valor de
18,928 pesos fueron decomisados por presentar F. hepatica. De la Rosa'’
menciona que entre agosto y octubre de 1974, se decomisaron 897,450 kg de
higados, considerando el precio por kilogramo a 28.00 pesos, la pérdida
ascendid a 7,179.60 pesos.

Sanchez et al'' (1976) mencionaron que 73.9% de los higados de 1150
bovinos sacrificados en et rastro de Tulancingo, Hgo. México, fueron decomisados
representando una pérdida directa promedio de 6.7 kg por higado parasitado.

Asimismo, Vazquez'® en el periodo de 1978-1979 sefiala que el rastro de Milpa



Alta se decomisaron 33 kg de higado de ganado ovino infectado con Fasciola
hepatica determinando una pérdida econémica de $ 595.00. Garcia et al' entre
1977 y 1987, consultaron los libros oficiales del registro de decomisos de la
Secretaria de Salud en el Servicio de Inspeccion del rastro de Ferreria, en donde
se sacrificaron un total de 2,101,224 de bovinos, decomisandose 109,127 higados
infectados con Fasciola hepatica, que corresponden a un 519 % del total de
decomisgos, con una pérdida que asciende a 763,889 kg de higados y con pérdidas
econémicas de $ 1375'000,200.00.

Riva'® menciond que en los meses de junio de 1984 a junio de 1985 en el rastro
Municipal de Toluca se decomisaron 219.36 kg de higados de ganado ovino
infectados con Fasciola hepatica, con una perdida econdmica de $ 41,978.40.

Miranda®® menciona que las pérdidas econémicas causadas por el decomiso
de los higados de los ovinos parasitados por Fasciofa hepatica en el rastro
municipal de Tlanepantla de Baz Edo. de México fueron N§ 143.16 y para é[
mercado de N$ 1,789.5. Los meses en que se obtuvo el mayor decomiso fueron
junio (6.25 %), agosto (9.15 %), y septiembre (8.02 %) de 1992
Justificacion

Comoe ya se menciond anteriormente, la problematica de la fasciolosis que
afecta al ganado vacuno, tiene consecuencias en la economia de la industria
pecuaria; sin embargo, en México no se conocen estudios integrales tendientes
a dilucidar estrategias adecuadas para establecer un mejor control de la
fasciolosis con medidas de manejo del ganado sano y enfermo asi como de los

moluscos. En parte no se conoce la dinamica poblacional de los moluscos



huéspedes intermediarios de Fasciola hepatica por lo que se considera de suma
importancia realizar estudios tendientes a obtener datos bioldgicos vy
epidemiologicos que contribuyan a correlacionar el aumento o diseminacion de la
parasitosis a través de las diversas estaciones del afo, ese conocimiento puede
contribuir a establecer un mejor controi de la fasciolosis en una zona endemica
como es la del rancho de la Universidad Auténoma de Hidalgo localizado en el
murticipio de Tulancingo. £l rancho de la Universidad Auténoma de Hidaigo se
encuentra en una zona endémica de fasciolosis.

El estudio se realizd a traves de 5 protocolos o experimentos, mismos que

a continuacion se describen:



PROTOCOLO 1
DETERMINACION DEL NUMERO DE CARACOLES LIBERADORES DE
METACERCARIAS DE F. hepatica Y SU RELACION CON LA PREVALENCIA DE

BOVINOS FASCIOLOSOS EN TULANCINGO, HGO.

introduccion

La epidemiologia de la fasciolosis en México, y en el mundo , es de vital
importancia. Los estudios desarrollados con respecto a (a relacidn que existe
entre las diferentes especies de limneidos con la especie de Fascicla hepatica son
limitados y las publicaciones sobre [a relacién del parasito-huesped intermediario
de F. hepatica en México son escasos , siendo en su mayoria referencias a
infecciones realizadas en condiciones de laboratorio, (Trejo ef a/.1987; Cruz-
Reyes y Malek 1987, Endeje Mendoza 1988). Los principales trabajos
relacionados sobre la infeccién de los caracoles con F. hepatica son. Manga-
Gonzalez et al. (1991) en Espana, Malone ef al. (1985) en Estados Unidos,
Morales et al. (1986} en Venezuela, Nari ef al. (1983) en Brasil y Rangel (1995) en
Tabasco Meéxico mencionando los autores una prevalencia de infeccion en
diversas especies de huéspedes intermediarios.

En México y particularmente en la cuenca lechera de Tulancingo, Hidalgo se
han estudiado varios limneidos huéspedes intermediarios de F. hepatica citando

entre ellos a Fossaria (Bakerilymnaea) cubensis, Fossaria (Fossaria) humilis'y



Fossaria (Bakerilymnaea) bufimoides. Gomez et al?’ mencionan a Fossaria
(Bakerilymnaea) cubensis como el huésped intermediario de Fasciola hepatica en
el altiplano central de México.

Castro” mencioné que en México, la mayor distribucién de caracoles
limneidos corresponde a Fossaria humilis con el 50%.

Con respecto a la prevalencia de la fasciolosis en México es elevada en
regiones en donde se combinan favorablemente, la fuente de infestacion y la
poblacién susceptible "%,

Robles®® en 1993 mencioné que la prevalencia de Fasciola hepatica en
bovinos registrada mediante analisis coproparasitoscopicos en el rancho Medias
Tierras ubicado en el Municipio de Tulancingo, estado de Hidalgo, oscilaba entre
un 80 y 100% a traves del afo.

. encontraron en bovinos de Tulancingo una prevalencia de

Ballesteros et a
100%, vy la intensidad de eliminacion de huevos fue de 12 a 67 en 5 gramos de

heces.

Justificacion

Existen muchos estudios en México sobre fasciolosis acerca de aspectos
epidemioldgicos, quimioterapeuticos, inmunolégicos etc. Pero ninguno abocado a
relacionar la presencia de metacercarias de F. hepatica en diferentes épocas del
afno, con la prevalencia de fasciolosis bovina detectada a través del andlisis

coproparasitoscdpico, que ademas sirva para programar y establecer medidas de



control de la fasciolosis en el rancho universitario de Tulancingo, Hidalgo.

Objetivo

Determinar los porcentajes de liberacion de metacercarias de F. hepatica en
caracoles huéspedes intermediarios y su posible relacion con la prevalencia de

fasciolosis en bovinos del rancho universitario del Estado de Hidalgo.

Hipétesis

1.- La prevalencia de Fasciola hepatica evaiuada mediante el andlisis
coproparasitoscopico sera mayor al 80% en los meses de agosto a octubre en los
bovinos presentes en el rancho mencionado.

2- Se abtendra la relacidn proporcional entre el porcentaje de caracoles
infectados con cercarias con el porcentaje de bovinos fasciolosos asi como con

la temperatura y la humedad.

Material y Métodos
Area de localizacién del estudio

El estudio se Hlevd a cabo en el rancho de fa Universidad Auténoma de
Hidalgo en el municipio de Tulancingo, Hidalgo, localizado en las coordenadas
latitud 20°6' 5" N y longitud 98° 22' W con clima templado, altura sobre el nivel del

mar de 2189 m, precipitacién pluvial es de 553 mm por afio con una maxima 114.3
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mm y minima de 8.6 mm, temperatura maxima de 26°C y minima de 0.496°C, los
periodos de lluvia son de junio a septiembre.

Los limites politicos son: al norte con Metepec; al Sur con Santiago
Tulantepec; al Este con Acaxochitlan y Cuautepec; y al oeste con Acatlan y

Singuilucan %.

Clasificacion y Uso del suelo

El suelo pertenece a la etapa primaria mesozoica, es de tipo semidesértico rico
en materia organica y nutrimentos. En el uso del suelo, ocupa el primer lugar el
agricola, el segundo el forestal y por Gltimo el de agostadero. En tenencia de la
tierra, el 62.2 por ciento es pequefa propiedad y el 37.8 por ciento es ejidal.
La vegetacion es de tipo matorral y bosques.
En la zona de estudio lo que mas se cultiva son: Trébol rojo (Trifofium pratense},
Trébol blanco (Trifolium repens), “Rey grass”, Trigo (Triticum sativum), Avena
(Avena sativa), Alfalfa (Medicago safiva) y maiz.

El estudio se desarrollo de la manera siguiente:

Etapa de campo
Colecta de caracoles

La colecta de caracoles se efectud de acuerdo a lo descrito por Manga
Gonzalez ¥, contemplando los siguientes sitios: 1) lugares con gran humedad
pero que no es visible el agua, 2) lugares de agua estancada o de bajo

movimiento de! agua.
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El rancho universitario posee 4 hectareas en este lugar se [ocalizaron los 5
biotopos: Los biotopos 1,2 y 3 presentaban gran humedad. Los biotopos 4y 5 se
observaron como lugares con agua estancada y sin movimiento, localizados en
los canales de agua. Una vez localizado el biotopo se dividié por transectos de 20
metros, y se marco el lugar con una estaca de madera, en cada biotopo la
colecta se realizd caminando durante 15 minutos. Los muestreos se efectuaron
mensualmente durante un afio y medio, a partir del mes de marzo de 1997.

Obtencién de datos: Se registré el niumero de caracoles colectados en cada
biotopo, ia temperatura y ta humedad relativa del suelo se tomaron con un termo-
higrometro y el pH se midid con un Potenciémetro realizando las mediciones en
horaric del medio dia.

Los caracoles colectados se depositaron en bolsas de plastico con agua y lodo
se transportaron al Depto de Parasitologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootécnia de la UNAM.

Los caracoles se colocaron en charolas y se clasificaron por grupos
morfolégicos considerando vivos y muertos. Seguidamente estos se identificaron
y se midieron las conchas con un Vernier o una reglila en el microscopio
estereoscopico. La identificacion de Fossaria humilis se |levo a cabo mediante la
diseccion del aparato reproductor basandose en caracteristicas sefialadas por
Burch®®, Hubendick®® y Mc Craw™ Los caracoles se dejaron 24 hrs en
refrigeracion aproximadamente a 4°C y ya relajados se depositaron en alcohol al
70%. Como instrumentos de diseccion se utilizaron Pinzas de relojero No. 5,

bisturi y las observaciones se realizaron utilizando un microscopio estereoscdpico.



Liberacién de cercarias.- Los caracoles se colocaron individualmente en
cada bolsita de plastico conteniendo 80 ml de agua de la llave para liberar
cercarias®. Los moluscos fueron sometidos inmediatamente a cambios bruscos
de temperatura, colocandolos en refrigeracion de 5 a 10 minutos y
posteriormente bajo un foco de 100 watts a un metro de distancia durante 24
horas. Cada bolsa fue marcada con la finalidad de identificar los caracoles que
estaban liberando cercarias.

Preparacién de los caracoles para la obtencidon de fases evolutivas de
Fasciola hepatica.- A los caracoles que resultaron positivos a fases evolutivas de
F. hepatica se les aplico el método de la bolsa de nylon de Manso et al.® en
donde se colocd un molusco con 3 ml de agua. Seguidamente, cada molusco se
comprimié con una pinza de diseccion y se observo al microscopio el movimiento
y morfologia de las fases evolutivas de F. hepatica.

Colecta de heces de bovinos. Cada mes y durante 19 ocasiones se colectaron
heces de 30 vacas de raza Holstein Freisian en produccion provenientes del
mismo rancho de la UAH. Las muestras se obtuvieron directamente del recto en
boisas de plastico para transportarlas al Departamento de Parasitologia, donde
se mantuvieron en refrigeracién a 4°C hasta su analisis. Se utilizd el metodo
coproldgico por sedimentacion® realizando 3 repeticiones de cada muestra. El
numero de huevos de F. hepatica obtenido fue expresado como porcentaje de
huevos por gramo de heces.

Analisis de los resuitados

Con la cuantificacion de los caracoles de Fossaria humifis huésped
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intermediario de F. hepafica, se obtuvieron promedios y porcentajes y el numero
de caracoles vivos y muertos.

Los datos sobre infeccién natural de los moluscos intermediarios de F. hepatica
(agosto y noviembre) fueron obtenidos por promedioc mensual, se calculd el
porcentaje para obtener la estimacion de proporcidn de los caracoles infectados y
el intervalo de conftanza, se empleo el método de intervalo de confianza al 95%
para obtener la proporcion de caracoles infectados durante un ario y medio *.

El tamafo de los caracoles obtenido fue evaluado con el andlisis multivariado
de varianza (ANDEVA)®,

Para evaluar la prevalencia de fasciolosis en el ganado bovino con respecto a
la relacion del numero de huevos expulsados con [a temperatura y la humedad,

se realizd una regresién de Poisson .

Resultados

Colecta de caracoles.- En el cuadro 1, se muestra cada uno de los meses, la
época de sequia y lluvias, los 5 biotopos de colecta de los caracoles, asi como los
datos de la temperatura, la humedad relativa y el pH del suelo de cada uno de los
biotopos. Se encontrd un total de 1673 Fossaria humilis, (Cuadro 2) en los
biotopos 1,4, y 5 de los cuales 1085 estaban vivos y 588 muertos (Figura 1 y 2).
En noviembre de 1997 se colectd el mayor numero de F. humilis en los biotopos 4
y 5 (Cuadro 1).

Medicion de caracoies .- De los 1673 caracoles colectados en el campo se
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midieron 1511, encontrandose una diferencia significativa entre la aitura vy
diametro (P=3.59E-12).

Con respecto al tamafio de los moluscos colectados y medidos durante el
periodo que durd el estudio se observo que; en mayo y agosto de 19897 se
registré a caracoles de mayor tamano (8.5- 10 mm de altura y 5.4 de diametro) y
en septiembre los moluscos de menor tamafio (5 mm de altura y 3 mm de
diametro) y en noviembre {4.9 mm de aftura y 2.9 mm de didmetro) y el tamaro
mas grande se registré en el mes de septiembre de 1998 (10.5mm de alturay 5.0
mm de diametro) (Cuadro 3).

Porcentaje de fases evolutivas de F. hepatica.- En agosto de 1897 se
prepararon (bolsa de nylon) 17 caracoles (traidos del campo) encontrandose 5
positivos a la  infeccidon, en total fueron 28(29%) redias y no se presentaron
esporoquistes.

En noviembre de 1997 se prepararon (bolsa de nylon) 325 moluscos del
campo obteniendo 19 positivos, 7 caracoles estaban infectados, en total sumaron
29 (2.10%) con esporoquistes y 12 caracoles infectados presentaron 34 (3.69%)
redias (Cuadro 4 y Figura 3).

Fosaria humilis obtenidos del campo infectados con cercarias de F. hepatica
en agosto de 1997. De 12 caracoles, 6 (50%) estaban infectados con cercarias.
En noviembre de 17 caracoles, 8 (47%) estaban infectados con cercarias (Cuadro
5).

El porcentaje de infeccion de caracoles con cercarias de F. hepatica durante

un afio y medio varid de 1.1% a 2.4% (Figura 4).
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Analisis coproparasitoscopico.  El porcentaje de huevos de F. hepatica
(Prevalencia de fasciolosis) fue mas manifiesto en el mes de octubre del 1997,
aumentando al 100% en los meses de noviembre y diciembre del mismo ario,
y en enero, febrero y marzo de (998, declinando gradualmente desde julio (79%)
hasta ilegar en octubre al 44%. Al observar si el nimero de huevos de F.
hepatica guarda relacion con la temperatura y ia humedad relativa, se encontré
una relacién significativa entre el nimero de huevos de F. hepatica y la humedad
(p=0.011). No se encontré una influencia significativa de la temperatura (Figura
5).

En cuanto a fa relacion numero de Fossaria humifis y el porcentaje de bovinos
fasciolosos (prevalencia) se observé mayor cantidad de caracoles de septiembre a
noviembre de 1997. La prevalencia de huevos de F. hepafica en bovinos
representado como porcentaje en noviembre y diciembre de 19387 fue de 100%;
de enero a junio de 1998 también vario de 100% a 79%. En cuanto al nimero de
moluscos de enero a julio de 1998 este es menor, mientras la humedad fue de
30%. En septiembre aumenta la cantidad de moluscos, lo mismo que fa humedad
que aumentd al 55% y sin embargo, la prevalencia de fasciolosis bovina fue baja
(44%) (Figura 6).

No se observd una relacion significativa entre la prevalencia de huevos de F.
hepatica en el ganado bovino y el porcentaje de infeccidon de Fossaria humilis con
la temperatura y la humedad (Figura 7).

Se observd una relacion significativa en cuanto a la prevalencia de fasciolosis

dei ganado bovino con el tamano de Fossaria humilis, la temperatura y la
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humedad en los meses de mayo, agosto y octubre, obteniéndose un promedio de
temperatura de 25.5°C y 32.5°C y un promedio de 36%, 46% y 50% de humedad

en los biotopos 1,4 y 5 (Figura 8).

Discusion

En el presente trabajo pudo observarse que en el rancho universitario de la
UAH Fossaria humifis, es el huésped intermediario de F. hepatica. Sin embargo,
se ha comunicado ia presencia de otras especies de limneidos huéspedes
intermediarios de F. hepatica, en el Valle de Tulancingo, en otros ranchos se han
mencionado haber colectado a Fossaria bulimoides, F. cubensis y F. humilis %
Asimismo, Landeros et al* en la cuenca lechera de Tulancingo, Hidalgo
determinaron como huéspedes intermediarios naturales de F. hepatica a Fossaria
(Bakerilymnaea) cubensis, Fossaria (Fossana) humilis y Fossaria (Bakerifymnaea)
bulimoides, estas diferencias pueden deberse a las épocas de colecta, aun
cuando en ningun trabajo se especifica este dato con claridad, o tal vez a otros
factores propios del terreno.

En el presente estudio, la mayor frecuencia de F. humilis se observo en el
mes de noviembre de 1997 con 638 ejemplares y en diciembre no se
encontraron caracoles debido a que probablemente se encontraban estivando. En
el siguiente ano, se colectd menor numero de moluscos de F. humilis después de

la época de sequia. La mayor cantidad de moiuscos se presento en las estaciones



17

de verano y otofio de 1997; y en el afio de 1998 disminuyeron en invierno,
primavera y verano apareciendo nuevamente una mayor cantidad de caracoles en
la epoca de otorfio. En este estudio el comportamiento de los caracoles no
concuerda con lo sefialado por Perera® quien menciona que en Cuba F. cubensis
alcanzaron en febrero y marzo sus mayores densidades, al contrario de lo que
pasa en Tulancingo esto posiblemente debido a que las condiciones climaticas,
asi como las especies de limneidos son diferentes en Tulancingo y en Cuba.

El porcentaje de infeccidn de caracoles liberadores de cercarias de F. hepatica
obtenidos en el campo, fue bajo (1.1%-2.4%), sin embargo, al preparar a
estos caracoles con la bolsa de nylon para el hallazgo de fases evolutivas estos
porcentajes se incrementaron (2%-5%). En el presente trabajo en e! afio de 1997
y 1998, la humedad relativa fue muy baja (21% a 29%) en los meses de diciembre
(1997) a julio (1998) (cuadro 1).

Rangel ef a.* en Tabasco y Nari y Cardoso™ en Uruguay mencionan que la
prevalencia de F. hepafica se incrementa cuando la temperatura disminuye, estos
datos concuerdan con el presente estudio en virtud de que en los meses
invernales la prevalencia aumenté hacia el 100% y la temperatura y humedad
fueron mas bajas (Figura 5).

En cuanto al porcentaje de huevos de F. hepatica en heces en el ganado fue
mayor en |la época de otofio e invierno en el afo de 1997 y en la primavera de
1998, mientras que fue menor en el verano. Manga* menciona que en
condiciones adecuadas, el tiempo que transcurre desde que penetran los

miracidios en el caraco! hasta que se observan los huevos en las heces de
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bovinos u ovejas pueden pasar de 4 a 6 meses. Asimismo en el presente estudio
se observd, que la liberacion de cercarias se presentd en los meses de agosto y
noviembre de 1997 {veranoc y otofi0}. Malone et al.*? en Louisiana, mencionan que
la mayor transmision de F. hepatica al ganado es observada en los meses de
febrero (invierno) y julio (verano) con temperaturas de mayares a 10°C.  Bruno et
al® en Brasil en 1995 encontrd que Lymnaea columella estaba infectada con
0.49% de redias y cercarias en |os meses de octubre y noviembre, que
corresponden a la primavera. Esos autores observaron también huevos de F.
hepatica en muestras de heces de ganado bovino, con un 58.9% de prevalencia.
El presente trabajo no concuerda con lo mencionado por aquellos autores, con
respecto al porcentaje de infeccion de los caracoles (agosto y noviembre, que
corresponde al verano y otono) encontrandose alta de 1.1 % a 2.4%, y la
prevalencia de F. hepatica en el ganado bovino en general fue de 70%.

Rangef®® en 2 Municipios de Tabasco observé que la infeccion en el ganado
bovino fue mayor durante la (primavera y principic de verano) y ademas senalo
que la infeccidn proviene principalmente de las cercarias emitidas durante el
otofio e invierno, en este trabajo se piensa que las cercarias emitidas en agosto y
noviembre son las responsables de la infeccidn hallada en los meses de octubre a
diciembre de 1997 y de enero a marzo de 1998, ia cual es diferente con lo
encontrado por Rangel® (Figura 5y 7).

En cuanto a la temperatura del suelo, en el presente estudio en 1997 se
observo un promedio de 23°C a 25.5°C, en los meses de marzo a junio, en julio

de 39.5°C a 45°C; de agosto a noviembre de 31°C a 33°C, y en diciembre de
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29°C. Ademas en la época de veranc y otofio la cantidad de caracoles fue la méas
alta (Figura 6). En el afio de 1998 en enero y febrero, la temperatura oscild de
23°C a 24.5°C entre marzo y septiembre de 29°C a 22°C y se colectd menor
cantidad de caracoles.

Ross et al.** mencionan que en Irlanda, la temperatura promedio mensual
fue de 10°C y, sefnalan que la actividad y la cantidad de los moluscos
disminuyeron entrando por lo general a periodos de estivacion, ademas coincide
con la disminucién de la fasciolosis en los bovinos, en el presente estudio, sin
embargo, en la época de lluvias junio y julio de 1997, la fasciolosis en el ganado
bovino disminuyo ligeramente, para luego aumentar ligeramente en septiembre y
octubre de 1998, con prevalencia del 40%.

Con respecto al tamafio de los caracoles, Morales ef al.* en Venezuela
observd que cuando los caracoles de Fossaria (Bakerilymnaea) cubensis,
alcanzaban 4.00 mm de aitura existia una mayor frecuencia de infeccidn por F.
hepatica. Manga et al.¥ mencionan que en Espafa en general los valores de
prevalencia e intensidad de F. hepatica se incrementan de acuerdo al tamano de
Fossaria truncatula. Esos datos concuerdan con el presente trabajo en virtud de
gue en los meses de agosto y noviembre los caracoles con una altura entre 4.9
mm y 10.5 mm se presentaban fases evolutivas de F. hepatica. La temperatura y
la humedad en los biotopos 4 y 5 que presentaron F. humilis, que ademas
estuvieron infestados con Fasciola hepatica, fue practicamente similar:
temperatura 32.5°C y humedad relativa promedio de 46%, en el mes de agosto;

en el mes de noviembre la temperatura fue de 33°C y humedad relativa
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promedio 45% FEl analisis estadistico revela que hay una relacion altamente
significativa en los caracoles encontrandose en la época de verano y otonio mayor

cantidad de moluscos y la humedad relativa no asi con la temperatura.

En el presente trabajo en virtud de que solo se encontraron caracoles
infectados con fases evolutivas del parasito en agosto y noviembre del 1997,
no fue posible analizar los datos estadisticamente; sin embargo, el grado de
infeccion del ganado durante los 19 meses de estudio fue de 70%, lo cual indica
que seguramente existi® un mayor porcentaje de caracoles infectados mismos
que no fue posible monitorear, o puede ser que las cercarias liberadas son
suficientes para infectar a todo un rebafo aunque sean pocos los caracoles que
portan al parasito (Figura 3). Asimismo, el ciclo evolutivo de F. hepatica pudo
completarse en el laboratorio y se piensa que la fasciolosis de los rumiantes del
rancho universitario (UAH) siempre estara presente mientras no se implementen

medidas adecuadas que conduzcan a un control integral de esta parasitosis.

Conclusién

Se concluye que ios meses de mayor infeccion de caracoles F. humilis con
fases evolutivas de Fasciola hepatica fueron agosto y noviembre de 1997. Y la
presencia de huevos de fFasciola hepatica en las heces de bovinos fue del 100%
en los meses de noviembre y diciembre de 1897 y del 80% en enero, febrero y

marzo de 1998, esto es en el otofio e invierno.
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COLECTA (BIOTOPO) DE Fossaria humilis Y SUS FACTORES CLIMATICOS
EN EL RANCHO UNIVERSITARIO DEL MUNICIPIO DE TULANCINGO HIDALGO.

Mar-97
Epoca de sequia

biotopo 1

biotopo 4

biotopo 5

No.de caracoles

4 Fossaria

21 Fossaria

Epoca de sequia

temperatura 25.5°C(19°C-270C) 21°C(19°C-23°C) 25.5°C(19°C-27°C)
humedad 38(30%-40%}) 45(40%-50%) 45(30%-60%)
pH 10 7 7
Vegetacion poca poca abundante
Abril

No de caracoles

18 Fossaria

Epoca de lluvias

temperatura 23°C(19°C-27°C) 23°C(19°C-27°C) 23°C(19°C-27°C)
humedad 38.5(30%-46%) 45(40%-50%) 45(30%-60%)
pH 10 7.5 7
Vegetacion poca poca abundante
Mayo

No. de caracoles

20 Fossaria

Temperatura 25.5°C(23°C-28°C) 25.5°C(23°C-28°C) 25.5°C(23°C-28°C)
Humedad 37(29%-45%) 35.5(27%-44%) 35.5(27%-44%)
pH 6 6 7
Vegetacion poca poca poca
Junio
Epoca de lluvias
No. de caracoles 2 Fossaria

Epoca de liuvias

Temperatura 25.5°C(23°C-28°C) 25.5°C(23°C-28°C) 25.5°C(23°C-28°C)
Humedad 42.5(37%-48) 43(37%-49%) 43(37%-49%)
pH 83 83 83
Vegetacion poca poca poca
Julio

No. de caracoles

61 Fossaria

Temperatura 39.5°C(28°C-51°C) 44.5 °C(31°C-58°C) 44 .5°C(31°C-58°C)
Humedad 30.5(22%-59%) 33.5(18%-49%) 33.5(18%-49%)
pH 4.5 5 5
Vegetacion poca abundante abundante
Agosto
Epoca de lluvias
Namero de caracoles 50 Fossaria

Epoca de lluvias

Temperatura 32.5°C(29°-36°C) 32.5°C(29°-36°C) 32.5°C(29°-36°C)
Humedad 48.5(40%-56%) 45(30%-60%) 45(30%-60%)
pH 7 6 6
Vegelacion poca poca poca
Septiembre

No. de caracoles
Temperatura

23°C(19°C-27°C)

32.5°C(29°C-36°C)

252 Fossaria
31°C(25°C-37°C)

Humedad 50.5(46%-55%) 54.5(42%-67%) 54.5(42%-67%)
pH 7 7 7
Vegetacion poca poca poca
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Octubre
Epoca de lluvias

No de caracoles

192 Fossaria
33.500(27"0-40"0)

Temperatura 31°C(25°C-37°C) 33.5°C(27°C-40°C)
Humedad 32.5(28%-45%) 80(40%-80%) 60(40%-8(5%)
pH 8.1 8.6 8.6
Vegetacion poca poca poca
Noviembre
Epoca de lluvias
No de caracoles 2 Fossaria 205 Fossaria 638 Fossaria

Epoca de sequia

Temperatura 33.°C(26°C-40°C) 33°C(26° 40°C) 33°C(26° 40°C)
Humedad 35(30%-40%) 45(30%-60%) 45(30%-60%)
pH 8 8 8
Vegetacion poca abundante abundante
Diciembre

No. de caracoles

29°C(20°C--31°C)

Temperatura 29°C(20°C-31°C) 29°C(20°C-31°C)
Humedad 40.5(38%-43%) 40.5(38%-43%) 40.5(38%-43%)
pH 6 5 5
Vegetacion muy poca muy poca muy poca
Ene-98
Epoca de sequia
No. de caracoles 11 Fossaria
temperatura 23°C(19°C-27°C) 23°C(19°C-27°C) 23°C(19°C-27°C)
Humedad 27.5(17%-38%) 27.5(17%-38%) 27.5(17%-38%)
pH 5 5 5
Vegetacion muerta muerta muerta
Febrero
Epoca de sequia
No. de caracoles 8 Fossaria
temperatura 23.5°C(20°C-27°C) 24.5°C(21°C-28°C) 24.5°C{21°C-28°C)
Humedad 22(19%-25%) 22(19%-25%) 22(19%-25%)
pH 6.5 6.5 6.5
Vegetacion muerta poca poca
Marzo
Epoca de sequia
No. de caracoles 5 Fossaria

28°C(19°C-37°C)

Temperatura 28°C(19°C-37°C) 28°C(19°C-37°C)
Humedad 21(17%-25%) 21{17%-25%) 21(17%-25%)
pH 6.5 6 6
Vegetacion muerta muy poca poca
Abril
Epoca desequia
No. de caracoles 31 Fossaria

22°C(19°C-25°C)

temperatura 22°C(19°C-25°C) 22°C(19°C-25°C)
Humedad 27(21%-33%) 27(21%-33%) 27(21%-33%)
pH 5.5 55 55
Vegetacion muerta poca poca
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Mayo

Epoca de sequla

No. de caracoles

4 Fossaria

Temperatura 23°C(19°C-27°C) 23°C(19°C-27°C) 23°C(19°C-27°C)
Humedad 27 .5%(20%-35%) 27 .5%(20%-35%}) 27 .5%(20%-35%)
H )
P 5 5
vegetacion poca muerta
Junio

Epoca de sequia

No. de caracoles

temperatura 23.5°C(20°C-27°C) 23.5°C(20°C-27°C) 23.5°C(20°C-27°C)
Humedad 26%(17%-35%) 26%(17%-35%) 26%(17%-35%)
pH 5 6 6
Vegetacidn muena poca mueria
Julio
Epoca de sequia
No. de caracoles 18 Fossaria

Temperatura 24°C(19°C-29°C) 24°C(19°C-29°C) 24°C(19°C-29°C)
Humedad 29%(23%.35%) 29%(23%.35%) 29%(23%.35%)
pH 6 6 5]
vegetacién 6 6 6
Agosto
Epoca de lluvias
No. de caracoles 4 Fossaria

23.5°C(21°C-26°C)

Temperatura 23.5°C(21°C-26°C) 23.5°C(21°C-26°C)
Humedad 28.5%(20%-37%) 28.5%(20%-37%) 28.5%(20%-37%)
pH 7 7 7
Vegetacion mueria muerta mueria
Septiembre

Epoca de lluvias

No. de caracoles

129 Fossaria

29°G(23°C-35°C9

Temperalura 29°C(23°C-35°C) 29°C(23°C-35°C)
Humedad 55%{40%-70%) 55%(40%-70%) 55%(40%-70%)
pH 7 7 7
Vggetaci()n abundante abundante abundante




Cuadro 2

SITIO DE COLECTA DE Fossaria humilis EN EL RANCHO UNIVERSITARIO

LOCALIZADO EN EL MUNICIPIO DE TULANCINGO, HGO.

24

Meses  biotopo 1 2 3 biotopo4 bictopo 5
Mar-97 4 21
Abr 18
May 20
Jun 2
Jul 61
Ago 50
Sep 252
Oct 192
Nov 2 205 638
Dic
Ene-98 11
Feb 8
Mar 5
Abr 31
May 4
Jun
Jul 18
Ago 4
Sep 129
Totales 153 244 1278
Promedio 8 12.8 67.2
Biotopo 2 y 3 no se encontrd caracoles.




Numero de caracoles

Figura 1
Colecta de Fossaria humilis en los biotopos 1,4,y 5 en el rancho localizado en e
municipio de Tulancingo, Hgo.
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NiOmero de caracoles vivos y muertos

Figura 2
Fosaria humilis muertos y vivos con relacion a la temperatura y la humedad en el
rancho del municipio de Tulancingo, Hidalgo.
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Cuadro 3

MEDICION DE Fossaria humilis COLECTADOS CADA MES EN EL RANCHO (UAH) LOCALIZADO EN EL
MUNICIPIO DE TULANCINGO, HIDALGO.

Meses Mar-97 Abril Mayo Junio Julio Agosto Septiembre Octubre  Noviembre

19*(6.9-4.2)" 18(6.5-3.7) 20(8.5-5.4) 2(5.9—3.2) 19(7.2-40) 49(10.5-6)  252(5-3) 192(7-4) 751(4.8-2.9)

Meses Diciembre Ene-98 Febrero Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Septiembre
| [ 11(7.6-4.4) | B(8-4.5) | 5(6.16-4.0) | 20(6.8-4) | 48343 | | 18(5.7-3) |  4(6-4) 119(10.5-5.0)

*= Nimero total de ejemplares medidos/mes
**= Alura y diametro promedio en mm
=*= Diciembre del 1997 y Junio de 1998 no se encontraron caracoles

Lt




Cuadro 4

FASES EVOLUTIVAS DE Fasciola hepatica DE Fossaria humilis OBTENIDOS POR MEDIO DE LA BOLSA
DE NYLON COLECTADOS EN EL RANCHO DE LA UAH DE TULANCINGO, HIDALGO.

Meses Numero de NGmero de Namero de caracoles  Porcentaje de  Porcentaje de [Porcentaje evaluado
caracoles caracoles y y de redias esporoquistes redias con el intervalo
esporoquiste de confianza al 95%
Ago-97 17°(5) 14y
4(6)
Total 5(28) 0 29
Nov-97 325 (19) 22(1) 3(4)
1(3) 2(8)
1(7) 7(1)
1(3})
2(8)
Total 7)29) 12(34) 21 3.69
Totales 588**

2-5%

'= Numero de caracoles fuera del paréntesis

Entre paréntesis nimero de caracoles positivos

*= Numero de redias

= Numero de caracoles fuera del parénlesis y entre paréntesis nimero de esporoquistes
" = Numero de caracoles muertos después de llegar al laboratorio durante los 19 meses muestreados

87




Figura 3

Porcentaje de esporoquistes y redias de F. hepatica en Fossaria humilis del rancho
(UAH) localizado en el municipio de Tulancingo, Hgo.
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Cuadro 5

LIBERACION DE CERCARIAS DE F. hépatica de Fossaria humilis PROVENIENTES DEL
RANCHO UNIVERSITARIO (UAH)*

MESES Ndmero de  Numero de Namero de caracoles y Porcentaje de
caracoles caracoles Namero de cercarias infeccion de los
vVivos positivos caracoles
Ago-97 12 6 1caracoif2
1caracolf6

2caracoles/3
2 caracoles/5

Total (6 caracoles /24 cercarias) 50%

Nov-87 17 8 1 caracol/é
2 caracoles/1

2 caracoles/16

3 caracoles/2

Total (8caracoles/46 metacercarias) 47%

Totales 1085 14 1.1-2.4**

* = Universidad Auténoma de Hidaigo

**= Numero de caracoles vivos colectados en los 19 meses

**= Eslimade como porcentaje de infeccidn glabal en los 19 meses de estudio, obtenido por
el método del intervalo de confianza al 95%.



Figura 4

Porcentaje de infeccién de Fossaria humilis con cercarias durante un afio y medio
colectados en el rancho (UAH) localizado en el municipio de Tulancingo, Hidalgo.
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Prevalencia %

Figura 5
Prevalencia de Fasciolosis bovina y su relacién con los factores ambientales en el rancho
Universitario de la UAH*
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Figura 6
Prevalencia de huevos de Fasciola hepatica en el ganado bovino y numero de
caracoles de Fossaria humilis con relacién a la temperatura y la humedad
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Prevalencia %

Figura 7

Prevalencia de huevos de Fasciola hepatica en el ganado bovino y el porcentaje de
infeccidon de Fossaria humilis con relacion a la temperatura y la humedad
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Altura de la concha en mm

Figura 8
Prevalencia de huevos de Fasciola hepatica en el ganado bovino y altura de la concha de
Fossaria humilis con relacién a la temperatura y la humedad
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PROTOCOLO 2

IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LA POBLACION DE CARACOLES
HUESPEDES INTERMEDIARIOS Y NO INTERMEDIARIOS DE Fasciola hepatica EN
EL RANCHO UNIVERSITARIO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE HIDALGO

LOCALIZADO EN TULANCINGO, HGO.

Introduccidn
Clasificacion taxonomica
De las seis clases del Phylum Mollusca existentes, la clase Gastropoda y la
Bivalvia son las que incluyen casi la totalidad de fas especies de moluscos que actban
como huéspedes intermediarios de Digenea. Los miembros de la clase Gastropoda
adaptados a vivir en el mar (60,000 especies), en el agua dulce (4,000) y en la tierra
(30,000), se incluyen en 3 subclases: Opisthobranchia, Prosobranchia y Pulmonata,
siendo las 2 ditimas las mas importantes en Parasitologia Veterinaria. La subclase
Pulmonata, que agrupa en mayor parte, especies terrestres, ademas del Superorden
Stylommatophora, Systeliommatophora en el Superorden Basommatophora las
especies de agua dulce pero que también incluye algunas especies marinas®, tienen la
cavidad del manto vascularizado en forma de pulmdn; son hermafroditas, con el orificio
genital comdUn para la parte masculina y femenina (Stylommatophora), o con dos
orificios separados (Basommatophora). Ademas, las especies de Stylommatophora
poseen dos pares de tentaculos uno anterior corto y otro posterior largo con los ojos
colocados en su extremo, y las de Basommatophora tienen un solo par de tentaculos

con los 0jos colocados en la base de los mismos. Las principales familias de moluscos
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Basommatophora importantes como primeros huéspedes intermediarios (H. 1) de
Digenea son Lymnaeidae, Physidae y Planorbidae. De igual forma, las principales
familias Stylommatophora citadas también como primeros H.l. de Digenea son:
Achatinidae, Bradybaenidae, Cochlicopidae, Chondrinidae, Enidae, Helicidae,

Subulinidae y Succineidae™® #8495

Caracteristicas generales de los moluscos

l.os moluscos son animales de cuerpo blando; poseen conchas protectoras y de
soporte hechas principalmente de carbonato de calcio. El caracol se mueve por
contracciones ondulantes de los musculos del pie sobre una cubierta de moco
secretado por la glandula individual secretora de mucosa. Debido a la apariencia
constante de la concha, las caracteristicas de ésta son muy importantes para el
reconocimiento del género y familia y en general para la ubicacion a nivel de
especie®®® E| tamafio es un caracter esencial para la identificacion de caracoles
adultos. La concha tiene diversas formas segun el género de que se trate, las conchas
pueden ser desde muy alargadas hasta globosas, comprimidas y discoidales. La
concha puede ser mas alargada que ancha, o0 mas ancha que alargada (la columela
determina el eje anteroposterior, relacionando la altura y ancho de la concha). Las
vueltas o giros de la concha pueden estar dirigidos, a la derecha o la izquierda, sin
embargo las conchas dextrégiras son mas comunes. Estas vueltas pueden tener el
borde redondeado, en forma angular o aplanado y tener suturas tenues o muy

pronunciadas. L.a concha también puede tener pocas o muchas vueltas asi como
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carecer de una abertura en su base (ombligo) o tener una abertura umbilical angosta o

ancha. El fabio exterior puede ser recto o ligeramente curvado y en ocasiones doblado
hacia atrés. La concha puede presentar diversas coloraciones o carecer de color. La
escultura de la concha presenta ornamentaciones o es lisa. El contorno de la abertura
de la concha ("boca") puede tomar diferentes formas debido al patron estructural de la
espira y su relacion con cada giro de ésta ultima. La abertura puede ser cerrada o no
mediante una tapa llamada opérculo, la cual por si misma tiene importantes

caracteristicas (tiles para la identificacion a varios niveles taxondmicos %2°.

Richard® y Robert  mencionan que los caracoles de agua dulce o anfibios que
viven en el lodo son numerosos en riachuelos y estanqgues, muchos gasteropodos de
agua dulce, terrestres y marinos sirven de huéspedes intermediarios a varios
trematodos como Fasciola hepatica, sin embargo, estos caracoles raramente llegan a

vivir en aguas muy profundas.

Los caracoles del género Fossaria = Lymnaea son moluscos gasteropodos
pulmonados de la familia Lymnaeidae, de habitos dulceacuicolas con una distribucién
cosmopolita de los cuales se han identificado mas de cuarenta y cinco especies como

huéspedes intermediarios de Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758), 51:525354

Existen diferentes nombres con los que se conoce a las especies de la familia
Lymnaeidaale31 segun la escuela taxonomica. Por esta razdn una misma especie, puede

recibir distintos nombres, por ejemplo, la especie Lymnaea, (Pseudosuccinea)
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columella es nombrada asi por Ponder® y Malek ** o bien como Lymnaea columella

por Hubendick® y Harris® o como Pseudosuccinea columella por Malek® y Burch®®®°
y autores como Kendalt®®, Taylor®' y Boray® siguen esta clasificacion. Sin embargo,
Jackiewicz®™ y Malek™ dan otros nombres de géneros como Galba, Stagnicola,
Fossaria y otros mas en lugar del género Lymnaea. Hubendick® bas6 la mayor parte
de la revision de la familia Lymnaedidae en el tamafio y forma de los érganos del
sistema reproductor, describiendo en su trabajo aproximadamente 35 especies de
Lymnaea entre las que se encuentran algunas de las que hay en México®>>*®%. Burch®
y Malek®® mencionan que en algunos grupos de caracoles, las caracteristicas de las
partes blandas son esenciales para [a identificacion, debido a que varios de esos
grupos tienen conchas que pueden ser relativamente uniformes o tienen pocas
caracteristicas distintivas. Esto dificulta la identificacion; sin embargo, se puede facilitar
con un estudio cuidadoso de ilustraciones de conchas y tomando en consideracion el

conocimiento que se tenga de la distribucion de las especies.

Antecedentes sobre huéspedes y no huéspedes intermediarios de F. hepatica.

Se han realizado estudios con respecto a los caracoles del género Fossaria humilis
en diversas partes del mundo.

Mc Craw® en  Michigan 1956 estudia la anatomia de Lymnaea humilis
comparandolo con Lymnaea stagnalis.

En Canadé Pantelouris® en 1965 menciona a Lymnaea humilis como huésped

intermediario de Fasciola hepatica.
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En México se han realizado varios trabajos con respecto a la identificacion de
Fossaria humifis huésped intermediario de Fasciola hepatica: Mazzzoti®® en 1955 y
1956 identifico a Lymnaea obrusa y L. humifis como huésped intermediario de Fasciola
hepatica.

Landeros ef al ¥, en Tulancingo, Hgo, México determinaron al caracol Lymnaea
humilis como huésped intermediario de Fasciola hepatica .

Castro et af *, en 1983, identifica a L. humifis en un trabajo sobre la epidemiologia
de Fasciola hepatica en bovinos.

Castro et al *, en 1982, identifico a los moluscos Lymnaea cubensis y L. humilis
como transmisores de Fasciola hepatica en Puebla.

Santos® en 1984 presenté datos preliminares sobre la prevalencia de Fasciola
hepatica en dos especies de caracoles: Fossaria humilis {(Say) y F. (Bakerilymnaea)
cubensis de Atlangatepec, Tlaxcala.

Vera® 1985, menciona a Lymnaea bulimoides, L. cubensis y L. humilis en
Tulancingo, Hidalgo., como huéspedes intermediarios del trematodo.

167.68

Yong ef a estudian la morfologia externa e interna de los huéspedes

intermediarios de Fasciola hepatica, describiendo la concha de los hospederos
intermediarios de Fasciola hepatica.

Rangel® (1995), determina a Fossaria viatrix en Tabasco, como huésped
intermediario de F. hepatica.

Con respecto a algunos estudios realizados sobre moluscos que no intervienen en

el ciclo biologico de Fasciola hepatica y su distribucion se menciona: a Paraense”

quien comunica que Planorbella (Pierosoma) trivolvis ha sido r egistrada en
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Philadelpia, Pensilvannia, USA., descrito bajo el nombre de Planorbis trivolvis Say,
1817, también ha sido registrada en Guatemala, Nicaragua, Panama, México, St
Croix, Puerto Rico, Cuba, Jamaica, Haiti, en Sudamerica en Ecuador, Perd, Colombia
y Brazil. Este mismo autor lo describe como Helisoma trivolvis en la region Neotropical
de Estados Unidos.

Contreras’’ comunica que en México se tienen reportes de colecta de

Planorbella (Pierosoma) trivolvis en los estados de Chihuahua, Coahuila, Durango,

Nuevo Ledn, Tamaulipas, Veracruz y en el estado de México.

La famitta Physidae agrupa a caracoles que son muy abundantes en el nuevo
mundo. Paraense’ en la Habana, Cuba identificd al género y la especie Physa

cubensis.

Con respecto a la familia Succineidae, QuicK ™ realizé estudios en la region del
Sur de Estados Unidos sobre la anatomia de Succinea vaginacontorta y S. avara.

Fransen’*en la Universidad de Michigan en Estados Unidos estudio la anatomia
y distribucion geogréfica de Succinea vaginacontorta Lee.

578 estudid en América la familia y taxonomia de los Succineidae

Patterson
Otra de las familias es Helicidae de la cual Manga’’ publicd un trabajo sobre
Helicidae (Gastropoda, Pulmonata) en donde estudia a Helix aspersa en la

provincia de Leon Espanta.



42

Justificacion

Como puede observarse la informacibn malacologica es amplia en oftras
regiones del mundo pero poco se sabe sobre la fauna malacologica existente en
México.

Por tal razan es relevante determinar la fauna malacoldgica en e rancheo
universitario de la Universidad Auténoma de Hidalgo en el municipio de Tulancingo,
para conocer las diferentes especies de caracoles que comparten el nicho ecologico
con los huéspedes intermediarios de Fasciola hepatica y establecer en el futuro

programas de control bioldgico o quimico.
Objetivo
En el presente estudio fue: Identificar y cuantificar las poblaciones de caracoles

huespedes intermediarios y no intermediarios de Fasciola hepatica en el predio

donde se ubica el rancho universitario de la UAH.

Material y Métodos

La localizacion del sitio de estudio, los biotopos y la colecta de caracoles se
efectud de acuerdo a lo descrito por Manga Gonzalez”’ y se describen en el
protocolo 1.

A continuacidn se describen actividades realizadas en el laboratorio

Etapa manejo de caracoles en el laboratorio

Los caracoles colectados fueron transportados al Depto. de Parasitologia de la
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Facultad de Medicina Veterinaria y Zootécnia, en bolsas de plastico con agua, y lodo

segun el habitat natural del caracol. En el laboratorio se practicaron los siguientes

pasos.

a)

A cada caracol se le identificd a género como huésped o no huésped
intermediario de Fasciola hepatica , observando las caracteristica morfologicas
externas.

Se tamaron medidas de las conchas considerando alto y ancho (Cuadro 3 ) en el
protocolo 1.

Se cuantificaron los caracoles huéspedes y no huéspedes intermediarios de F.
hepatica.

Se disectaron 25 caracoles huéspedes intermediarios de F. hepatica.

Se disectaron 5 caracoles del género Planorbella.

Se disectaron 5 caracoles del género Physa.

Analisis de los resultados.

1.

Los datos sobre colecta de caracoles fueron organizados por mes durante los
19 meses de muestreo, obteniendo porcentajes y promedios.

Medicion de moluscos. Se midieron las conchas, expresando las medidas en
milimetros {(mm).

Temperatura y humedad relativa del suelo en los biotopos .- Se anotaron los
valores de temperatura en grados centigrados (°C) y la humedad relativa (%) en

porcentaje, presentando para los valores la maxima y, minima y el promedio.
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Resultados

ldentificacion de los moluscos.- a) del huésped intermediario de f. hepatica:
Fossaria humilis se observaron algunas caracteristicas morfoldgicas en caracoles vivos,
como el color del pie y del cuerpo el cual era gris claro u oscuro, ocasionalmente el
dorso del cuerpo era casi negro. Los tentdculos triangulares y los ojos
(aproximadamente 100 micras de longitud) localizados en su base en el angulo anterior

externo.

Se disectaron 25 caracoles con un promedio de altura de 12 mm y de diametro 7.5
mm, observandose lo siguiente: el poro genital masculino se halld en el angulo
posterior en la base del tentaculo derecho midiendo aproximadamente 198 micras de
longitud. El manto de color gris oscuro y muy pigmentado scbre la masa visceral y, en
algunas areas no presentaba pigmentacioén. A través del manto se observaron las
siluetas de los organos sexuales, el poro genital femenino se encontré cerca del
pneumoporo que es una abertura de la cavidad del manto (395 micras) de tejido
distinto. El receptaculo seminal se observo de color naranja brillante. El rifién plano,

amplic de color blanco cremoso,

El sistema reproductor se observd en tres porciones. El ovotestis y su conducto, la
porcion de la hembra y {a porcién del macho.  El aparate femenino consiste en un
oviducto angosto, el utero, la glandula ootecal de Holm y la vagina. El receptaculo
seminal esta intimamente asociado con la porcién izquierda posterior de !la glandula

ootecal y es visible debajo del corazon. El aparato reproductor del macho consta de la
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prostata, y el érgano copulatriz, McCraw™ menciona que el vaso deferente se

considera ausente en Fossaria humilis.

b) Con respecto a los caracoles no huéspedes intermediarios de F. hepatica que

fueron estudiados se observo lo siguiente:

Succinea sp.- Su concha es delgada, brillante de color amarillo claro transparente y
en algunas ocasiones de color amarillo marrén en forma alargada presentando estrias
muy finas en la superficie del cuerpo con concha dextrogira {(enrolladas hacia la

derecha) con el manto liso.

Physa cubensis.- El cuerpo es ovoide-oblongo, con espira elevada, larga y cénica,
con cinco giros y hombro moderadamente saliente, convexos redondeados y el
penuitimo expandido, Abertura eiongada con una media 2.27 mm. Son de color amarillo
clarc a obscuro con concha levégira (enrollada hacia la izquierda) y el borde del manto
digitado. Del aparato reproductor: el ovotestis, ovispermiducto, vesicula seminal,
oviducto, glandula nidamental, uUtero y vagina; el espermiducto, préostata y vaso

deferente como en Physa marmorata '>.

Planorbella (FPierosoma) trivolvis.- El cuerpo es de color gris a blanquecino, los
tentaculos son filiformes, delgados, ojos situados en la base anterior de los tentaculos.
Los de tamano grande con peristoma continuo bien marcado y unido a la pared

parietal, lado izquierdo concavo, espira hundida poco profunda y aplanada, lado
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derecho en forma de tubo con una fuerte depresidon central suturas bien marcadas y
profundas. La escultura consiste de lineas de crecimiento finas y  cordones
transversales bien marcados y en ocasiones tienen una apariencia particular cuando se
presenta estrias longitudinales y transversales. Pié ovalado elongado obtuso

anteriormente y redondo en la parte posterior. Collar del manto grueso blanquecino.

Al disectar cinco caracoles se observd la cavidad del manto gris claro a oscuro
uniformemente, en ocasiones con manchas irregulares de pigmentos, desde el collar
hasta el pericardio. Abertura del sistema reproductor, excretor digestivo y el
pneumostoma o poro respiratorio  situado del lado izquierdo del molusco, presentan
una abertura de ovalada a acorazonada. Ovotestis formada por Idbulos sacciformes
simples, arreglados en hileras oscilando entre 145 y 251: bipectinado en ambos lados.
Oviducto delgado y corto, glandula nidamental de la longitud del tracto femenino con 5-
8 Idbulos arborescentes y compactos, prepucio mas largo que (a bolsa de pene; la
gldndula del prepucio presente, La estructura externa de Helix aspersa se observo
con bandas espirales de color café obscuro a claro con cuerpo de color amarillo, de
forma larga y globosa con presencia de ombligo imperforado.

Mediciones de caracoles.- Se da el promedio de las medidas tomadas a los
caracoles, en las medidas de Fossaria humilis obtenidos en septiembre de 1998, el
tamarfio promedio de los caracoles mas grandes fue de 10.5 mm de altura y 5.0 mm de
diérﬁetro obtenidos en septiembre de 1998. Los caracoles mas pequefios midieron
4.9 mm de altura y 2.9 mm de didmetro y, fueron del mes de noviembre de 1997

(Cuadro 1). De Succinea sp. las conchas mas grandes obtenidas midieron 13.4 mm de
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alturay 8.0 mm de didmetro y, fueron del mes de mayo de 1997. En abril de 1998 se
midieron 141 caracoles con altura de 13.04 y de didmetro 7.3 mm (Cuadro 1). Las
medidas de Planorbella (Pierosoma) trivolvis Say fueron: 13.3 mm de alturay 7.3 mm
de diametro obtenidos en julio y octubre de 1997, los mas pequefios midieron: 7.0 mm
de altura y 6.0 de diametro colectados en marzo de 1997.

La de altura maxima de Helix aspersa fue 21.00 mm y el diametro 188 mm y, se
obtuvo en febrero de 1898 y, 1a minima fue 7.5 mm de altura y 5.7mm de didmetro
colectados en septiembre de 1998.

Los ejemplares de Physa cubensis colectados en julio de 1998 midieron de altura
20.0 mm y de diametro 10.6 mm.

Cuantificacion de los moluscos.- Entre marzo de 1997 a septiembre de 1998, se
colectd un total de 5174 moluscos del rancho Universitario de la UAH; de los 5
biotopos estudiados; se identificé a Fossaria humilis huésped intermediario de
Fasciola hepatica obteniendo un total de 1673 (32.2%) moluscas, de los cuales 1085
estaban vivos, (Cuadro 2). Los moluscos no huéspedes intermediarios de F.
hepatica fueron Succinea sp. 2783(53.7%), Planorbella (Pierosoma) trivolvis
348(6.3%), Physa cubensis 279 (5.3%) y Helix aspersa 91(1.7%) (Cuadro 2 y
Figura 1). En el cuadro 3, se observan los sitios de colecta de diferentes especies de
caracoles, asi como la temperatura y humedad relativa del suelo. En el mes de
noviembre se obtuvieron mayor cantidad de caracoles Fossaria humilis 468 vivos y
375 muertos, Succinea sp. vivos 320 y 480 muertos, en septiembre Physa cubensis
13 vivos y 55 muertos, Planorbelfla (Pierosoma) trivolvis en el mes de septiembre se

colectaron solo 20 muertos, Helix aspersa en febrero de 1998, 8 caracoles vivos vy
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24 muertos Cuadro 2).

De manera general el género Succinea se presentd en mayor abundancia que
Helix aspersa {(Cuadro 2). Con relacion a la temperatura y humedad relativa del
suelo en los biotopos 1,4, y 5 en donde se encontré F. humilis fue mas alta en el
mes de noviembre de 1997, con una temperatura promedio de 33.3°C, la humedad
relativa de 45% y un pH de 8; la vegetacién fue abundante en la época de lluvias
(Cuadro 3).

Succinea sp. fue mas manifiesta entre marzo y septiembre de 1997, sin embargo,
declina bruscamente el hallazgo de vivos y muertos en octubre y continia bajo en los
siguientes meses. Con relacion a los factores ambientales obtenidos en los biotopos
en donde se encontrd Succinea sp. se registré una temperatura promedio que varié
entre 22°C y 32.5°C, una humedad relativa de 38% a 50.5%, unpH de 5 a 86
observando poca vegetacion en los biotopos 1,2,3,4 y 5 en la época de sequia de
marzo abril y, de Huvias mayo a septiembre continuando en octubre y noviembre

con poca luvia (Cuadro 3).

Los caracoles observados en menores cantidades fueron Physa cubensis
Planorbella (Pierosoma) trivolvis y Helix aspersa (Cuadro 2). La temperatura
promedio fue de 23°C — 33°C la humedad relativa de 29%: el pH varid con la época
del ano: fue mas basico en la temporada de luvias y mas acido en la de sequia en
todos los biotopos (del 1 al 5); ademas en la época de sequia la vegetacién fue poca

o estaba muerta en todos los biotopos {Cuadro 3).
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Discusion

En el presente estudio se identificd a Fossaria humilis como huésped
intermediario de Fasciola hepatica y, como fauna asociada (huéspedes no
intermediarios  de F. hepatica) se encontraron 4 géneros de moluscos (Succinea
sp. Physa cubensis, Planorbella (Pierosoma) trivolvis y Helix aspersa). Rangel®
menciona que Succinea sp. convive con Fossaria viatrix, en el municipio de Teapa,
Tabasco. Perera et al’® registra que Succinea sp. convive con Pseudosuccinea
columella y Fossaria cubensis, mencionando que pudieran confundirse estos 3
caracoles. Sin embargo, en este estudio las especies encontradas son [o
suficientemente diferentes para distinguirlas.

Con respecto a las otras especies de moluscos asociadas a F. humilis, los
succineidos fueron estudiados por sus caracteristicas externas. Con respecto a
Physa cubensis y a Planorbella (P.) trivolvis su identificacion fue por medio de la
genitalia y Helix aspersa se identificd observando sus caracteristicas externas que
son inconfundibles debido al color y tamano del caracol lo que concuerda con la

descripcion dada por Manga .

Con respecto a la cuantificacion en los caracoles
Succinea sp. se presentd en mayor cantidad que Fossaria humilis. Fossaria se
localizaba en las partes humedas en las orillas del agua, lo que concuerda con lo
mencionado por Taylor ®y Succinea, Helix y Planorbella se localizaron en las partes
humedas cerca del agua. Planorbella se obtuvo en mayor cantidad en los meses de

marzo y abril de 1998 y en los siguientes meses se encontraron pocos caracoles. Los

moluscos mas frecuentemente asociados con Fossaria humilis fueron Succinea sp. y
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Planorbella (Pierosoma) trivolvis de julio a noviembre de 1997 (Figura 2) y Fossaria
humifis, se encontr6 muy poco asociada con Physa cubensis y Helix aspersa
(Cuadro 3) biotopos 1y 5.

En cuanto a las medidas de los caracoles Fossaria humilis, estos se midieron
como lo indica Burch®. El autor comunica que las medidas que alcanza este
género son menores a los 13 mm de altura cuando el caracol es un adulto de
mediana edad. En este trabajo las medidas de los caracoles son muy parecidas a
las mencionadas por Burch. McCraw®® quién trabajé con Fossaria humilis obtenidos
en la regién de Ann Arbor, Michigan menciona que el tamafio promedioc de los
caracoles es de 10.2 mm de altura y 5.5 mm de diametro. Los resultados obtenidos
en este trabajo concuerdan muy cercanamente con McCraw ya que la media es de
10.5 mm de aituray 5.5 mm de diametro.

Con respecto a Succinea, las conchas mas grandes fueron observadas en los
meses de mayo de 1997. De 472 caracoles colectados estos tuvieron medidas de
13.44 mm de altura y 8.08 mm de diametro. En abril de 1998 se midieron 141
caracoles con 13.04 mm de altura y 7.3 mm de diametro. Estas medidas difieren de
aquellas mencionados por Burch®

En México Paraense™ en 1976, registra a Planorbis trivolvis (= Planorbella
(Pierosoma) trivolvis Say). Las medidas de los caracoles obtenidas en este trabajo,
estan dentro de los ambitos mencionados por este autor. En marzo y abril de 1998
se observaron con las maximas alturas (adultos) y la minima altura de ia concha fue

registrada entre mayo y septiembre de 1998.
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En este estudio se encontré que la altura maxima de la especie Planorbella
trivolvis alcanzo 13.3 mm; siendo de talla menor que los registrados por Contreras’
dei rio San Juan, Nuevo Ledn con 18.24 mm de altura.

Con respecto a Helix aspersa su altura fue de 21.00 mm y de diametro 18.8 mm,
la altura maxima esté, dentro del ambito mencionado por Manga ”’ y Burch®,

Asimismo se encontré que Physa cubensis con altura de 20.1 mm y didmetro
de 10.6 mm concuerda cercanamente con lo sefalado por Paraense’?.

En el biotopo 5 en los meses de abril y junio de 1997 se encontraron pocos
caracoles, la temperatura del suelo fue de 23°C y 25°C, y la humedad relativa de
45% y poca vegetacion; en el mes de octubre y noviembre se encontraron mayor
cantidad de Fossaria humilis en los biotopos 4 y 5, la temperatura fue de 33°C y
33.5°C y la humedad relativa de 60% y 45%. En el mes de diciembre, en los 5
biotopos, no se encontraron caracoles, ademas la temperatura fue de 29°C vy la
humedad relativa baja (40.5%, temporada de sequia) y la vegetacion fue escasa.
Esta baja humedad y alta temperatura provocan deshidratacion y desecacién en el
suelo y en los caracoles; como menciona Boray® las condiciones ambientales
repercuten en la sobrevivencia de los caracoles por lo que los caracoles
probablemente se encontraban estivando.

Con referencia a la distribucion de los moluscos en los 5 biotopos, en particular las
especies Succinea sp. y Helix aspersa, caracol anfibio el primero y terrestre el

segundo, no es normal la presencia de estos caracoles durante todo el afic pues el
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rancho esta localizado en una regidn con estacionalidad marcada, de sequia y lluvia
% por lo que se esperaria que los moluscos estivaran e hibernaran en la época de
sequia y bajas temperaturas *°. No obstante aparecen esporadicamente en la época
de sequia y ocasionalmente en grandes numeros, situacion que puede atribuirse al
regadio que se lleva a cabo en el rancho precisamente en la época de sequia. Los
biotopos 4 y 5 se monitorearon con particular interés, ya que en ellos se acumuta el
agua del proceso de irrigacion y de las lluvias, es importante mencionar que el predio
esta en declive en su seccion N-S y se hunde en el primer tercio de la porcidn Norte
favoreciendo ef estancamiento de agua en esos dos biotopos. Fue en ellos donde
se localizé por temporadas mas prolongadas el mayor numero de moluscos de
Fossaria humilis y moluscos asociados.

Por tanto, las condiciones ambientales (precipitacion piuvial) ademéas del regadio
juegan un papel preponderante en el aumento o disminucién de los caracoles
Fossaria humilis en este rancho y por consiguiente en la infeccion y transmision de la

fasciolosis en los huéspedes definitivos.

Con respecto a los moluscos no intermediarios (caracoles asociados con Fossaria
humilis) de F. hepatica, es importante sefialar que tambien intervienen en el cicio
biolégico de otros trematodos. Planorbella (Pierosoma) trivolvis Say 1817 segun
Manga’’ transmite Echinostoma revolutum en aves (anatidos) y roedores, Cotylurus
spp en aves piscivoras ademas Clinostomum complanatum parasita al pez
(Ciclasoma mojarra) como 2° huésped intermediario, el cual es huésped definitivo en

aves piscivoras (garzas). Lissorchis mutable parasita peces ciprinidos.  Physa
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cubensis transmite Cotylurus spp. Ramirez’® registra el primer hallazgo
de esporocisto de trematodo Leucochforidium sp, en el caracol anfibio, Succinea
peruviana, de las "lomas" de la costa central del Per, describiendo su saco maduro
de colores verde y castano, posiblemente el huésped definitivo sean las aves.
Asimismo Manga’”’ estudia la familia Helicidae (Gasteropoda, Pulmonata),

mencionando que Helix aspersa transmite a Brachylaima recurvum.

Conclusion

En el rancho universitario de la UAH ubicado en Tulancingo, Hgo, se determiné a
Fossaria humilis como huésped intermediario de F. hepatica y a Succinea sp.,
Planorbella (Pierosoma) trivolvis, Physa cubensis y Helix aspersa como moluscos no

huéspedes intermediarios de F. hepatica.
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MEDICICN DE MOLUSCOS COLECTADOS CADA MES EN EL RANCHO (UAH) LOCALIZADO
EN EL MUNICIPIO DE TULANCINGO, HIDALGO.

No. de caracoles

No. de caracoles

Meses | No. de caracoles | No. de caracoles | No. de caracoles
Succinea sp Physa cubensis P. trivolvis Helix aspersa | Fossaria humilis
Allura y didmetro | Altura y diamelro | Allusa y didmetro| Altura y didmetro | Allura y diametro
en mm en mm en mm en mm en mm

Mar-97  *85(9.2-5.3%) 30(13.5-6.9) 2(12.0-6.6) 19(6.9-4.2)
Abr 319(9.2-5.8) 18(6.5-3.7)
May 472(13.4-8.0 20(8.5-5.4)
Jun 600(11.1-6.0) 2(14.8-9.2) 2(12.3-9.3) 6(25-22.4) 2(5.9-3.2)
Jul 114(10.58-5.6) 1)7.9-5.0) 4(13.0-7) 2(11-9) 19(7.2-4.0)
Ago 220(10.8-6.7) 6(12.8-3.9) 5(10.7-5.5) 49(10.5-6)
Sep 789(9.4-6.26) 59(13.6-5.6) 20(11.8-9) 1(27-25) 252(5-3)
Oct 6{7.0-4.0) 3(13.3-7.27) 2(8.5-6.5) 192(7-4)
Nov 25(11.5-7.6) 15(13.3-7.2) 3(8.0-6.0) 2(27.5-24.5) 751(4.9-2.9)
Bic

Ene-98 25(5.4-4.9) 39)11.2-7.2) 18(10.8-6.0) 6(23-187) 11(7.6-4.4)
Feb 5(7.1-4.9) 31(10.9-6.7) 40(11.1-8.8) 32(21-18.8) 8(8.0-4.5)
Marz 73(7.0-6.0) 13(15.5-13,6) 5(6.16-4.0)
Abr 141(13.4-7.3) 14(9.4-4.9) 116(9.2.7.8) 20(6.8-4.0)
May 5(11.7-7) 25(10.4-5.7) 4(8.3-4.3)
Jun 40(9.8-5.7)
Jul 10(8.4-6.2) 1(20-10.6) 3(10.6-5.7) 4{(12-10) 18(5.7-3.0)
Ago 10(9.9-5.4) 7(10.8-8.5) 4(6.0-4.0)
Sep 20(11.3-9) 41(9.5-7.9) 15(7.5-5.7) 119(10.5-5.0)

Total 2816 283 340 90 1511

*= Numero toral de gjemptares meidos por mes
**= Altura y didmetro promedio en mm




Cuadro 2

NUMERQ DE MOLUSCOS VIVOS Y CONCHAS CON ORGANISMOS MUERTOS COLECTADOS EN EL RANCHO UNIVERSITARIO
(UAH)* EN EL MUNICIPIO DE TULANCINGO, HIDALGO

Nombre Succinea sp Physa cubensis Plarorbella wosomay) triva Helix aspersa Fossare humilis
cientifico
Meses M v M v M v M v M v
Mar-97 25 60 26 4 2 13 12
Abr 196 123 8 10
May 445 200 15 S
Jun 445 215 2 B 2
Jul 35 © 100 4 2 43 18
Ago 125 90 4 2 5 28 22
Sep 480 320 55 13 20 1 50 202
Oct 4 2 3 2 7 185
Nov 22 3 3 2 375 468
Dic
Ene-98 10 15 30 12 18 6 8 3
Feb 5 20 12 34 ] 24 8 8
Mar 73 13 4 3
Abr 68 78 12 2 114 2 19 12
May 4 17 8 3 1
Jun 30 12 2
Jul 12 1 3 4 18
Ago 15 7 2 2
Sep 15 4 38 4 12 4 3 126
promedio 38 58 1 3.62 1.05 1.16 4.15 0.63 30.9 57.1
% 324 21.3 4 1.3 6.3 0.42 1.5 0.23 11.3 209
Total 1877 1206 210 €9 326 22 79 12 588 1085

* = Universidad Autoncrna de Hidalgo
M = muertos
V= vivos

9
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Figura 1
Colecta mensual de caracoles por especie en el rancho universitario del municipio de
Tulancingo, Hidalgo.
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SITIO DE COLECCION DE DIFERENTES ESPECIES DE CARACOLES Y PARAMETROS DEL SUELO
DEL RANCHO DE LA (UAH) TULANCINGO, HGO.

Mar-97 biotopo 1 bictopo 2 biotopo 3 biotopo 4 biotopo 5
Epoca de sequia
No.de caracoles 45 Succinea 40 Succinea 2 Planorbella 4 Fossana 21 Fossaria
2 Pianorbella 30 Physa
temperatura 255°C(19°C-27°C)  25.5°C{19°C-27°C}  21°C{19°C-23°C) 21°C(19°C-23°C)  25.5°C(19°C-270C)
humedad 38(30%-40%) 39(21%-35%) 25.5(23%-28%) 45(40%-50%) 45(30%-60%)
pH 10 9 9 7 7
Vegetacién poca poca poca poca abundante
Abril
Epoca de sequia
Mo. de caracoles 319 Succinea 18 Fossaria
temperatura 23°C(19°C-27°C) 23°C{19°C-27°C) 23°C(19°C-27°C) 23° C{9°C-27°C) 23°C(19°C-27°C)
humedad 38.5(30%-46%) 37(29%-49%) 28(21%-35%) 45(40%-30%) 45(30%-60%)
pH 10 9 9 75 7
Vegetacion poca poca poca poca abundante
Mayo
Epoca de lluvias
No, de caracoles 526 Succinea 119 Succinea 20 Fossaifia
Temperatura 255°C(23°C-28°C)  25.5°C(23°C-28°C  2550C(23°C-28°C) 25.5°C(23°C-28°C)  25.5°C(23°C-28°C)
Humedad 37(29%-45%) 36(28%-44%) 35.5(27%-44%) 35.5(27%-44%) 35,5(27%-44%)
pH 6 6 7 6 7
Vegetacion poca poca poca poca poca
Junio
Epoca de lluvias
No. de caracoles 372 Succinea 289 Succinea
6 Hehx 2 fFossania
2 Planorbelffa
Temperatura 255°C(23°C-28°C)  25.5°C{23°C.28°C) 25.5°C(23°C-28°C) 25.5°C(23°C-28°C)  25.5°C(23°C-28°C)
Humedad 42.5(37%-48) 42 5(37%-48) 43(37%-49%} 43(37%-49%) 43(37%-49%)
pH 83 83 83 83 8.3
Vegelacion poca poca poca poca poca
Julio
Epoca de [luvias
No. de caracoles 2 Hebx
135 Succinea
4 Planorbelia 61 Fossaria
Temperatura 39.5°C(28°C-51°C) 39.5°C{28°C-51°C) 35.5°C{31°C-40°C) 44.5°C(31°C-58°C)  44.5°C(31°C-58°C)
Humedad 30.5(22%-59%) 30.5(22%-56%) 33.5(18%-49%) 33.5(18%-49%) 33.5(18%-49%;)
pH 4.5 45 5 5 5
Vegelacion paca poca poca abundanie abundante
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Agosto
Epoca de lluviaS
No. de caracoles 44 Succinea 28 Svccinea 143 Succinea 2 Planorbeila 3 Planorbella
6 Physa 50 Fossaria
Temperatura 325°C(29°C-36°C) 32.5°C(29°C-36°C) 325°C(29°C-36°C) 32.5°C(29°C-36°C)  32.5°C{29°C-36°C)
Humedad 48 .5(40%-56%) 45(30%-60%) 45(30%-60%) 45(30%-60%) 45(30%-60%)
pH 7 7 6 6 6
Vegetacidn paca poca poca poca poca
Septiembre
Epoca de ltuvias
No. de caracoles 175 Succinea 117 Succinea 295 Succinea 20 Succinea 13 Succinea
1 Helix 20 Planorbella
68 Physa 252 Fossaria
Temperatura 23°C(19°C-27°C) 23°C{20°C-27°C)  31°C(26°C-36°C)  32.5°C(29°C-36°C) 31°C(25°C-37°C)
Humedad 50.5(46%-55%) 58 .5(50%-67%) 48(29%-67% 54.5(42%-67%) 54.5(42%-67%)
pH 7 7 6 7 7
Vegetacion poca poca poca poca poca
Octubre
Epoca de lluvias
No de caracoles 6 Succinea 2 Hefix 3 Planorbelia 192 Fossania
Temperatura 31°C{25°C-37°C) 33°C(27°C-39°C)  33.5°C(27°C-40°C)  335°C(27°C-40°C)  33.59C(27°C-40°C)
Humedad 32.5(28%-45%) 32.5(28%-45%) 44(28%-60%) 60(40%-80%) 60(40%-80%)
pH 8.1 8.6 8.6 88 B5
Vegetacion poca paca poca poca poca
Noviembre
Epoca de liuvias
No de caracoles 2 Fossana 15 Succinea 10 Succinea 205 Fossana 638 Fossaria
2 Helix 3 Planorbella
Temperatura 325°C{25°C-40°C)  32.5°C(25°C40°C) 32.5°C(25°C-49°C)  33°C(26°C-40°C) 33°C(26°C-40°¢C)
Humedad 35(30%-40%) 35(30%-40%) 39.5(30%-49%) 45{30%-60%) 45(30%-60%)
pH B 86 6 8 8
Vegetacion poca poca poca abundante abundante
Diciembre
Epoca de sequia
No. de caracoles
Temperatura 29°C(20°C-310C)  29°C(20°C-31°C)  29°C{20°C-31°C) 29°C(20°C-31°C) 26°C{20°C31°C)
Humedad 40,5(38%-43%) 40.5(38%-43%) 40.5(38%-43%) 40,5(38%-43%) 40,5(38%-43%)
pH 6 6 6 5 5
Vegetacion muy poca muy poca muy poca muy poca muy poca
Ene-98
Epoca de sequia
No. de caracoles 25 Succinea 11 Fossarna
6 Helix 42 Physa
18 Plancrbefla
temperatura 23°C(19°C-27°C) 23°C(19°C-27°C)  23°C(19°C-27°C) 23°C{19°C-27°C} 23°C(19°C-27°C)
Humedad 27.5(17%-38%) 27.5(17%-38%) 27 5(17%-38%) 27.5(17%-38%} 27 5(17%-38%)
pH 5 5 5 5 5
Vegelacion muerta muerta muera muerta myerta
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Febrero
Epoca de sequia
Mo. de caracoles 9 Succinea 8 Fossaria
32 Physa
40 Pianorbella
32 Helix
temperatura 23.5°C(20°C-27°C}  24.5°C(21°C-28°C) 245°C(21°C-28°C) 245°C(21°C-28°C)  24.5°C(21 °C-28°C)
Humedad 22{19%-25%) 22(19%-25%) 22(19%-25%) 22{19%-25%) 22(19%-25%)
pH 6.5 65 6.5 65 6.5
Vegetacitn muerta muerta muerta poca poca
Marzo
Epoca de sequia
No. de caracoles 73 Planorbella 5 Fossaria
13 Helix
Temperatura 28°C(19°C-37°C) 2B8°C(19°C-37°C) 28°C(18°C-37°C) 28°C{19°C-37°C) 2B°C(19°C-37°C)
Humedad 21(17%-25%) 21(17%-25%}) 21{17%-25%) 21{17%-25%) 21(17%-25%})
pH 8.5 6.5 6.5 ] 6
Vegetacién muerta muerta muerta muy poca poca
Abril
Epoca de sequia
No de caracoles 31 Fossana 116 Pianorbella
146 Succinea 14 Physa
temperatura 22°C{19°C-25°C}) 22°C{19°C-25°C) 22°C{19°C-25°C) 22°C(19°C-25°C) 22°C{19°C-25°C)
Humedad 27(21%-33%) 27(21%-33%) 27(21%-33%) 27{21%-33%) 27(21%-33%)
pH 55 55 55 55 5.5
Vegetacion muerta muerta muerta poca poca
Mayo
Epoca de sequia
No de caracoles 4 Fossaria
25 Physa
4 Succinea
Temperatura 23°Cc(19°C-27°C) 23°C(19°C-27°C) 23°C(19°C-27°C) 23°c(19°C-27°C}) 23°C(19°C-27°C)
Humedad 27.5(20%-35%) 27.5(20%-35%) 27.5(20%-35%) 27.5(20%-35%) 27.5(20%-35%)
pH 5 5 5 5 5
vegetacion muerta muerta muerta poca muerta
Junio
Epoca de sequia
No. de caracoles 2 Flanorbela 42 Physa
temperatura 235°C(20°C-21°C)  235°C(20°C-27°C)  235°C(20°C27°C)  235°C(20°C-27°C)  23.5°C{20°C-27°C)
Humedad 26(17%-35%) 26(17%-35%) 26(17%-35%) 26(17%-35%) 26(17%-35%)
pH 5 5 5 6 6
Vegetacidn muerta muerta muerta poca muerta
Julio
Epoca de sequia
No. de caracoles 18 Fossana
12 Succinea
1 Physa
3 Planorbella
4 Helix
Temperatura 24°C(19°C-29°C) 24°C(19°C-29°C) 24°C(19°C-29°C) 24°C{19°C-29°C) 24°C{19°C-29°C)
Humedad 29(23%.35%) 29(23%.35%) 29(23%.35%) 29(23%.35%) 29(23%.35%)
pH 6 6 6 6 6
Vegetacion muerta muerta muerta muerta muerta
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Agosto
Epoca de lluvias
No. de caracoles 15 Planorbelfa
7 Helix
4 Fossaria
Temperatura 235°C(21°C-26°C)  235°C(21°C-26°C) 23.5°C(21°C-26°C) 235°C(21°C-26°C)  23.5°C(21°C-26°C)
Humedad 28.5(20%-37%) 28.5(20%-37%) 28.5(20%-37%) 28.5(20%-37%) 28.5(20%-37%)
pH 7 8 7 7 7
Vegetacidn muerta muerta nuera muerta muerta
Septiembre
Epoca de lluvias
No. de caracoles 129 Fossaria
19 Physa
42 Flanorbella
16 Helix
Temperatura 29°C(23°C-35°C) 28°C(23°C-35°C) 29°C(23°C-35°C) 29°C(23°C-35°C) 29°C{23°C-35°C)
Humedad 55(40%-70%) 55{40%-70%) 55(40%-70%) 55(40%-70%) 55(40%-70%)
pH 7 7 7 7 7
Vegetacion abundante abundante abundante abundante abundante

Temperatura= el promedio {minima y méxima )
Humedad relativa = el promedio {minima y la maxima)




Numero de caracoles

Fossaria humilis, Planorbella (Pierosoma) trivolvis, y Succinea sp colectados cada mes
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en el rancho de la UAH de Tulancingo, Hgo.
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Namero de caracoles

Figura 3
Fossaria humili, Physa cubensis y Helix aspersa colectados cada mes en el rancho de
la UAH de Tulancingo, Hgo.
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PROTOCQLO 3
EVALUACION DE LA DINAMICA POBLACIONAL DE CARACOLES HUESPEDES

INTERMEDIARIOS DE Fasciola hepatica EN EL MUNICIPIO DE TULANCINGO,
HGO.

Introduccion

En México, se han realizado diferentes trabajos con respecto a la presencia de
caracoles como huéspedes intermediarios de Fasciola hepatica, sin embargo, no se ha
estudiado la dinamica poblacional de estos caracoles de campo y cultivados en el
laboratorio de ahi la necesidad de realizar trabajos que en un futuro contribuyan a
controlar al huésped intermediario de F. hepatica ya sea por medio de métodos fisicos,

biologicos o quimicos.

Los caracoles del género Fossaria = Lymnaea son moluscos gasteropodos
pulmonados de la familia Lymnaeidae, de habitos dulceacuicolas con una distribucion

52,51,

cosmopolita ®#* de las cuales se han identificado mas de 45 especies como

huéspedes intermediarios de Fasciola hepatica. Castro # menciona que en México se
ha identificado 10 especies de caracoles Lymnaea de las cuales 8 han sido objeto de
estudios, presentado las siguiente distribucion: Lymnaea humilis es |la especie mas
ampliamente distribuida encontrandose con el 50% de presentacidn, siguiendole L.
cubensis 37.5% , L. attenuata y L palustris con 28.15%, L. columella 16.62%, L. obrussa
12.5'% L. bulimoides 6.25% y L. truncatula 3.2%. Vera® menciona l|a presencia de L.

cubensis, L. humilis y L. bulimoides en Tulancingo, Hidalgo.



Clasificacion taxonémica de los caracoles limnéidos

Mencionados por Burch 2%

Hubendick ® y Manga®

Phylum: Mollusca Mollusca Mollusca

Clase: Gastropoda Gastropoda Gastropoda
Subclase: Pulmonata Pulmonata Pulmonata
Orden: Limnophila Basommatophora

Superorden Basommatophora
Superfamilia Lymnaeoidae

Familia Lymnaeidae Lymnaeidae Lymnaeidae
Subfamilia Lymnaeinae

Género: Fossaria Lymnaea Lymnaea
Subgénero Bakerilymnaea

Distribuciéon mundial

La distribucion de caracoles involucrados en el ciclo de vida de Fasciola hepatica
varia segun las regiones. Sin embargo es de notarse que los caracoles principalmente

de la familia Lymnaeidae,

bajo condiciones dOptimas de humedad y temperatura,

actuan como huéspedes intermediarios del trematodo Fasciola hepatica.

A continuacion se presenta una recopilacion de las distintas especies de caracoles

que han sido citados, como huéspedes intermediarios de Fasciola hepatica,

mencionados por continentes.




Huéspedes intermediarios de F. hepatica a nivel mundial
Huéspedes intermediarios en Europa

Autor Lugar Ao Género Especie
Taylor ™ Escocia 1922 Lymnaea peregra
Bednarz ' Polonia 1960 Galba truncatula
Malek > Europa  |1962 Fossaria truncatula
Ollerenshaw * Wales 1967 Lymnaea truncatula
Sampaio et af* Espafia y|1967 Lymnaea peregra
Portugai
Sampaio et al”® |Espafia y|1967 Lymnaea stagnalis
Portugal
Sampaio etal™ |Espafa y|1967 Lymnaea glabra
Portugal
Sampaio efal™ |Espana y|1967 Lymnaea palustris
Portugal
Ollerenschaw Inglaterra | 1967 Lymnaea fruncatula
Boch et af *° Alemania {1967 Lymnaea truncatula
Manga” Espafia  [1991 Lymnaea truncatula
Rodelaud™>® Francia |1995 Lymnaea truncatula
Bargues et al® Europa [1997 Lymnaea stagnalis
Lymnaea auriculana
Lymnaea peregra
Lymnaea palustris
Lymnaea glabra
Lymnaea truncatula
Rodelaud * Francia {1998 Lymnaea truncatula
Rodelaud % Francia [1998 Lymnaea glabra
Dreyfus ef af° Francia [1999 Lymnaea truncatula
Abrous et af”' Francia 1999 Lymnaea truncatula
Augot et al Francia [1999 Lymnaea truncatula
Huéspedes intermediarios en Asia
Autor Lugar Ano Género Especie
Shirai - Japon 1925 Lymnaea pervis
De Jesus™ Istas de [ 1935 Lymnaea philipinensis
Filipinas
Kawana > China 1940 Lymnaea pervis
Shirivastava™ |India 1944 Lymnaea acuminata
Shirivastava®™ |India 1944 Lymnaea luteola
Shirivastava™ |India 1944 Lymnaea truncatula
Petrochenco® {Japon 1954 Lymnaea truncatula
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ltagaki® Japon 1958 Lymnaea fruncatula
Watanabe™ |Asia 1955 Lymnaea truncatula
Malek™ Japon 1962 Lymnaea pervis
Malek > Japon 1962 Lymnaea Jjaponicum
Malek > Islas Filipinas {1962 Lymnaea philipinensis
Malek > Islas Filipinas | 1962 Lymnaea swinohoef
Malek™ Asia Central 1962 Lymnaea truncatula

Asia menor

Asia del Este
Malek > Malaya 1962 Lymnaea rubiginosa
Taylor® Asia 1965 Lymnaea truncatula
Pantelouris™ |[Japon India [1965 Lymnaea ammiata
Pantelouris®™ [Japon 1965 Lymnaea pervis
Pantelouris ® |Asia 1965 Lymnaea fruncatula
Pantelouris® | Japon 1965 Lymnaea olluta
Pantelouris® |Asia 1965 Lymnaea truncatula
Pantelouris®™ | Japon 1965 Lymnaea oliula
Watanabe'™ |Japon 1967 Lymnaea ollula
Rafyi etal'™ |lran 1971 Lymnaea gedrosiana
Rafyietal ™' llran 1971 Lymnaea truncatula
Rafy et al™  [iran 1971 Lymnaea palustris
mgssain et al|Pakistan 1996 Lymnaea sp
Huéspedes intermediarios en Africa
Autor Lugar ARo Género Especie
Coyle '™ Congo Uganda 1956 Lymanea natalensis
Malek™ Africa del Norte y{1962 Fossaria truncatula

Egipto.

Panteltouris™ Congo Uganda 1965 Lymnaea natalensis
Hammond '™  |Tanganika, Africa | 1965 Lymnaea natefensis
Pantelouris * Montarias de Kenia | 1965 Lymnaea muervensis
Taylor”' Etiopia y Africa 1965 Lymnaea muervensis
Taylor °’ Etiopia y Sudafrica | 1965 Lymnaea truncatula
Kendall™® Kenia 1965 Lymnaea truncatula
V?(?s Eeden et|Sudafrica 1966 Lymnaea columelfa
al
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Huéspedes intermediarios en Oceania

Autor Lugar Ao Género Especie
Boray'® Australia  y[1961 |Lymnaea tomentosa
Nueva
Zelanda
Malek™ Australia 1962 Lymnaea tenustriatus
Boray %’ Australia 1964 |Lymnaea tomentosa
Linch'™® Australia 1965 |Lymnaea tomentosa
Tayior ® Australia 1965 |Lymnaea tasmanica
Lymnaea brazieri
Lymnaea subaquatlilis
Taytor °' Australia 1965 |Lymnaea laucestonensis
Isias Malvinas Lymnaea diaphena
Brudson'® Australia 1967 |Lymnaea tomentosa
Boch et a/® |Australia 1977 |Lymnaea truncatula
Boray''® Australia  y[1969 |Lymnaea tomentosa
Nueva
Zelanda
Pullan ™ Nueva 1969  |[Lymnaea columella
Zelanda
Climoetal ' [Islas Sur de|1972 |Lymnaea truncatula
Nueva
Zelanda
Climo et al"” |Nueva 1972 |Lymnaea columella
Zelanda
Ponder > Australia 1975 Lymnaea columella
(Pseudosuccinea)
De Chaneet'"” | Australia 1977 |Lymnaea columella
Harris 7 Nueva 1980 |Lymnaea columella
| Zelanda
Huéspedes intermediarios en América
Autor Lugar Ao Género Especie
Sinistsin'™* Texas USA 1929 Galba bulimoides techella
Shaw y | Oregon USA 1930 Galba bulimoides
Simms '"®
Shaw '° Norteamérica [ 1931 (F) ferruginea
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Lymanea
Krutt "7 America Norte | 1933 Fossaria |maodicella
Pseuosucci | columella
nea
Tagle '™® Chile 1940 Lymnaea |viator
Price USA 1953 Fossaria |ferruginea
Price® USA 1953 Fossaria | modicella
Mazzotti © México 1956 Lymnaea | humilis
Malek USA. 1962 Stignocola | bulimoides
Malek™ USA. 1962 Fossaria | modicella
Pantelouris™ |Canada 1965 Lymnaea |humilis
Pantelouris™ |Norteamerica |1965 Lymnaea |bulimoides
(Fossaria
Brenes et al |Costa Rica 1968 (Pseudosu [columella
e ccinea)
Wilson y | Colorado, Norte | 1971 Fossaria modicella
Samson '¥ de Nuevo
México y
Arizona USA
Lang '@ Washisgton 1977 Lymnaea |stagnalis
USA. wasafchensis
Lang ¥ Washisgton 1977 Lymnaea |palustris
nataliana
Lang ' Washington 1977 Lymnaea |proxima
USA proxima
Gomez ef a/ = |México 1978 Lymnaea) |cubense
(Galba)
cubense
Malek™® Venezuela 1980 Lymnaea |columella
Colombia
Trejo et al > |Puebla 1981 Lymnaea |humilis
Lymnaea |cubensis
Lymnaea |aftenuata
Landeros’’ México 1981 Lymnaea | humilis
Landeros™ México 1981 Lymnaea |bulimoides
Whitney et| Quebec 1981 (Pseudosu | columella
al'®? Canada ccinea)
Trejo >* México 1982 Lymnaea |bulimoides
Trejo et al > | México 1982 Lymnaea | humilis
Trejo et al** |Durango 1982 Lymnaea | humilis
Trejo > México 1982 Lymnaea | tomentosa
Lymnaea |bulimoides
Diaz etal™ |México 1982 Lymnaea |cubensis
Najera '* Colorado,Norte | 1982 Stignocola | bulimoides
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de Nuevo

México Lymnaea |tomentosa
Najera '** Colombia 1983 Lymnaea |coussini
Ecuador
Cruz'™® México 1983 Lymnaea |attenuata
Cruz etal'® | Meéxico 1986 Lymnaea |humilis
Trejo > México 1982,1983 |Lymnaea |obrussa
Paraense '*"  |Brazil 1986 Lymnaea |columella
Trejo >* México 1982 Lymnae  |palustris
Lymanea |obrussa
Santos Tiaxcala Fossaria | humilis
Fossaria cubensis
(Backerilym
naea
Vera ® Tulancingo 1985 Lymnaea |humilis
Hidalgo Lymnaea |cubensis
Lymnaea | bilimoides
Endeje”’ México 1986 Lymnaea |columella
De Puga et{Cuba 1988 Fossaria cubensis
al® - Pseudosuc (columella
cinea
Torres™ México 1991 Lymnaea |humilis
Lymnaea |columella
;gcégg y Perera|Cuba 1991 Fossaria  |cubensis
Pérez efal "® [Cuba 1991 Physa cubensis
Mattos’*” Brazil 1997 Lymnaea |columella
Bargues'™ Bolivia 1997 Lymnaea |cubensis
Lymnaea |fruncatula
Claxton et af™™' | Pert 1998 Lymnaea |viatrix
Abilio et al % |Bolivia 1998 Lymnaea |columella
Pile et af Brazil 1998 Lymnaea |columella
Manso™ Cuba 1999 Lymnaea |cubensis
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Cultivo de caracoles huéspedes intermediarios de F. hepatica en el

laboratorio.

Los estudios acerca de cultivos que se han realizado para reproducir el ciclo

biologico de Fasciola hepatica son los siguientes:

Con respecto a Fossaria = (Lymnaea) se han realizado estudios bioldgicos y
ecologicos en condiciones naturales, que han permitido evaluar diferentes meétodos de
control bioldgico de estos moluscos®. Sin embargo, para realizar investigaciones sobre
Fasciola hepatica, se requieren disponer frecuentemente de ejemplares (huéspedes
intermediarios) cultivados en e! laboratorio, para observar el ciclo bioldgico de éstos y a
su vez cultivar estadios evolutivos (metacercarias); que puedan servir para el posterior
desarrollo de metodos de diagnostico, tratamiento y control de |a fasciolosis.

En México existe escasa informacién sobre el cultivo de huéspedes intermediarios
de Fasciola hepatica con fines experimentales.

Torres® realizé un estudio con L. humilis y L. columelfla probando diversas dietas
que fueron: aiga Oscillatoria sp. (alga de su habitat natural), Oécillatoria sp. con medios
de cultivo, un combinado compuesto alimento concentrado para conejo, mezcla de
vitaminas y una combinacion de éstos. Las dietas que resultaron mas eficaces fueron:
el alga Oscillatoria sp, el medio de cultivo y el combinado. Los caracoles de L.
columelfa mostraron mayor fertilidad y alcanzaron los valores mas altos de crecimiento

y supervivencia.
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Vera ¥ realizo un estudio donde evalué diferentes dietas para el cultivo de Lymnaea
bulimoides, L. cubensis y L. humilis, comparando la eficiencia en el crecimiento de los
caracoles empleando alga Oscilfatoria sp., Lactuca sativa, alimento comercial para
peces y una combinacion de éstos.

Sus resultados sefalan que las mejores dietas fueron el alga Oscillatoria sp. y €l
combinado, siendo este la dieta mas adecuada para L. bulimoides.

Endeje ef al " logré en el laboratorio buenos resultados con respecto al nutrimento y el
crecimiento de caracoles L. cofumella utilizando alga Oscillatoria.

Con referencia a investigaciones sobre cultivo de caracoles en otros paises se tiene
que en Michigan; en Estados Unidos de América, Yun-san Liang y Van der Schalie'
en 1975, realizaron el cultivo del caracol Fossaria bulimoides, en cajas de Petri
empleando lodo con alga Oscillatoria sp. obteniendo resultados aceptables.

En Cuba, Sanchez et al.'® disefiaron un método de propagacién masiva de Fossaria
cubensis a base de un cultivo de algas ciandficias de los géneros Lyngbya,
Leptolyngbya, Phormidium y Schimidleinema, en placas de Petri de 12 ¢cm de diametro

utilizando un sustrato fangoso y altos niveles de nitrato y carbonato de calcio. Con este

medio el crecimiento y reproduccion de Fossaria cubensis fueron los mejores.

Justificacion
En México, se han realizado diferentes trabajos con respecto a presencia de
caracoles como huéspedes intermediarios de Fasciola hepatica; sin embargo, no se ha

estudiado la dinamica poblacional de éstos caracoles de campo y cultivados en el
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laboratorio, para recabar algunos datos sobre el comportamiento de la poblacion y del
crecimiento de los caracoles. Datos que pueden ser de utilidad en el control de |a

fasciolosis en el ganado.

Objetivo

En el presente trabajo fue determinar la dinamica poblacional de los caracoles
huéspedes intermediarios de Fasciola hepatica, colectados en el rancho universitario

de Tulancingo, Hidalgo y obtenidos en el laboratorio.

Hipdtesis

1.- Hay relacién entre el nimero de caracoles obtenidos en el campo con la
temperatura y la humedad .

2.- Hay relacion entre el tamario de los caracoles obtenidos en el campo y la época del

ano.

Material y Métodos

El manejo de caracoles de campo, se describid en el protocolo 1

El manejo de caracoles en el laboratorio

En el laboratorio de Parasitologia y en el Instituto de Biologia cada mes, se

identificaron los caracoles putmonados huéspedes intermediarios de F. hepatica.
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Para ello se realizaron las siguientes actividades:
a) ldentificacion de moluscos (huéspedes 0 no de Fasciola hepatica) se determind el
género y especie, tomando en cuenta los criterios seguidos por Burch®®* y Malek *.
b) Cada caracol (huésped intermediario de F. hepatica) se observd para determinar
su etapa de desarrollo (juvenil o adulto), asimismo se realizaron mediciones de la
concha (cuadro 3 def primer protocolo).

Con respecto a las etapas juveniles de moluscos, que fueron colectados en el

%% en donde

campo, se procesaron de acuerdo el método descrito por Rolfe y Nichols
mencionan:

a) En charolas de porcelana de (25 cm X 50), el lodo colectado se removio con agua y
en seguida se colocd una pasta de lodo con un grosor de 2 cm de profundidad, una vez
esparcido el lodo, se dejaron por 10 dias.

b) Posteriormente se colectaron los caracoles en |a periferia de la muestra de ia
charola con lodo.

c) El lodo se pasd por un tamiz de 8 cm de didmetro con malla de 5 mm de grosor para
obtener los caracoles que se hubiesen quedado ahi, y este proceso se realizd con &l
lodo cada mes para observar ta cantidad de caracoles adultos colectados durante un

afo y medio. Ademas se obtuvieron los caracoles adultos para la produccion de masas

ovigeras en donde se inicid el cultivo correspondiente.

Cultivo de masas ovigeras

Esta actividad, fue realizada utilizando el método descrito por Torres® que se

describe brevemente.
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Utilizando una caja de Petri de plastico se colocd una capa de lodo, tomado en el
campo, con grosor de 5 mm dejando secar un poco para inmediatamente anadir una
capa de aproximadamente el mismo grosor de alga Oscillatoria sp. también colectada
en el campo, previamente molida con agua, el cultivo se dejé secar unos minutos, se
tapé y se trasladd a un cuarto especialmente acondicionado con iluminacion constante
y una temperatura de 20-25°C para que de ésta manera se estimulara el crecimiento
del alga en la capa de lodo durante aproximadamente 48 horas. Después de este
periodo de tiempo, los medios de cuitivo estuvieron listos para utilizarse. La humedad

se mantuvo agregando agua de la llave aereada.

Las masas ovigeras se mantuvieron en cajas de Petri hasta obtener las crias

aproximadamente 15 dias después.

Ei mantenimiento de los caracoles se realizd utilizando los métodos descritos por

Torres™ y por Endeje® con algunas modificaciones en cada caso.

Para ello se tomaron 2Kg de lodo y un litro de alga. El lodo se tamizd, se le agregd
14.7gr de carbonato de calcio (2 barras de gis molidas). Seguidamente se utilizaron
cajas de Petri de 14 cm de diametro, a las cuales se les colocd una capa de lodo fino
con aproximadamente 6 mm de grosor. Una vez que el lodo estaba casi seco se afnadié

a cada caja una cepa de alga Oscifllatoria sp. molida con agua.
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El cultivo se dejo secar durante unos minutos, se tapd y se llevd a un lugar con
iluminacion constante, manteniéndose a una temperatura de 25°C para que de esta
manera se estimulara el crecimiento del alga sobre el lodo.

Después de 48 horas, a los cultivos se les agregd una pizca espolvoreada de alimento
comercial para peces (Tetramin®). Los caracoles recien nacidos en el laboratorio, se
pasaron a cajas de cultivo con el alimento preparado y de ésta manera se obtuvieron

varias generaciones en el laboratorio (2 afos).

Analisis de los resultados.

1. Dinamica poblacional de moluscos.- Desde la llegada de los caracoles traidos del
campo al laboratoric se cuantificaron los moluscos, se obtuvieron los porcentajes y
promedios del niumero de caracoles vivos y muertos.

2. Factores ambientales de los biotopos .- Con respecto a los factores ambientales
temperatura, humedad y pH del suelo se tienen los datos como la temperatura
minima y maxima y la humedad en cada uno de los biotopos y durante los 19 meses
muestreados y de ellos se hizo un promedio excepto para el pH. Asimismo se examind
si existia relacion entre el nimero de caracoles, con la temperatura, la humedad y el
pH. También se vio la relacion del tamafio de los caracoles y la oviposicidon con
respecio a la época del ano para determinar la madurez sexual, utilizando el método
estadistico de Andlisis de Varianza Multivariado ¥

3. Comportamiento de la poblacién de caracoles.- Este caracter fue medido a través

de la estratificacion de edades en los caracoles obtenidos en el laboratorio.
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Se obtuvieron datos del andlisis bromatoidgico del iodo y alga Oscillatoria sp. y del
alimento comercial para peces, comparandolo a su vez con un estudio similar

realizado por Vera .
Resultados

Caracoles de campo dindmica poblacional - Entre marzo de 1997 a septiembre de
1998, se colectaron un total de 1673 (32.2%) moluscos en el rancho de la UAH. En
los 5 biotopos estudiados se identificé a Fossaria humifis como huésped intermediario
de Fasciola hepatica .

Las mayores poblaciones aparecieron en los meses de julio, agosto, septiembre,
octubre y noviembre del 1997 en los biotopos 5, 4 y 1 (Cuadro 2 mencionado en el
protocolo 1). Presentando poca vegetacion en los meses de julio y agosto y con
abundante vegetacion en los meses de septiembre, octubre y noviembre. En las zonas
humedas y en su alrededor se presentaban microalgas verdes en abundancia.

En el mes de noviembre se cobtuvieron mayor cantidad de caracoles vivos 468
.Fossan'a humilis y 375 muertos. En el mes de septiembre de 1998, se obtuvieron
mayores poblaciones de Fossaria humilis en el biotopo 1 (Cuadro 2 mencionado en el

protocolo 2).

Mediciones de los caracoles .- De 1673 caracoles colectados se midieron 1511
ejemplares de F. humilis (el resto no fue posible medirlos por que la concha estaba

rota). Por medio del método de Lambda de Wilks se calculd el valor de 11.105
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encontrandose una relacion de la oviposicion con el tamanfo de los caracoles durante
las 4 estaciones del afio determinando una diferencia significativa con la altura y
diametro de los caracotes (P= 3.5912). En el mes de marzo de 1997 se midieron 19
caracoles obteniéndose un promedio de 6.9 mm de aitura y 4.2 mm de didametro, en
noviembre se realizo otra medicién de moluscos, obteniéndose un promedio de altura
4.99 mm y de didmetro de 2.9 mm. Los mayores tamafnos se obtuvieron en los meses
de mayo y agosto con alturas de 8.5 mm y 10.5 mm vy, de didmetro de 54 mm y 5.6
mm respectivamente. En 1998 el menor tamario se encontrd en el mes de julio con
altura de 5.7 mm y de diametro 3 mm (Cuadro 3 mencionado en el protocolo 1). En
noviembre del mismo afo, se colectaron 843 caracoles de los cuales 468 estaban
vivos (Cuadro 2 del protocolo 2). La cantidad de caracoles fue muy variable en los dos
afos. No se encontraron caracoles en los meses de diciembre de 1997 y en junio de

1988.

En cuanto a los factores ambientales determinados, y su relacion con el numero de
caracoles de Fossaria humifis, no se encontrd relacion estadisticamente significativa
(P>0.05). En 1997, la temperatura varié de 23°C a 44.5°C, la humedad de 45% a
80% yelpHde 45a10enios biotopos 1,2, 3,4y 5 ( segln el biotopo medido).

En 1998 la temperatura vario de 23°C a 28°C, la humedad se mantuvo entre 21% vy
55% y el pH de 5 a 7 en los biotopos (segun el biotopo medido) donde se localizé a

Fassaria humilis {Cuadro 1 mencionado en el protocolo 1).
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Caracoles mantenidos en el laboratorio

Dinamica poblacional .- Durante el periodo de estudio se cuantificé el numero de
moluscos de acuerdo a sus diferentes edades. El estudio se inicié con 12 caracoles
reproductores, y posteriormente se estratificaron por rango de edades, considerando
de 1-14 dias como juveniles tempranos, 15 a 25 dias como juveniles y 26 a 32

dias adultos, cuando los caracoles empezaron a ovipositar.

Tres veces se inicid el cultive de caracoles. El primero se inicié con caracoles
obtenidos de la colecta del mes de marzo de 1997. De ese cuitivo el mayor ndmero
de recién nacidos se obtuvo en junio de ese afio, llegando a la juventud y al estado
aduito el mayor ndmero de caracoles que en los otros cultivos. Los caracoles se
mantuvieron hasta la 142 generacién (Cuadro1). Los caracoles alcanzaron una altura
de 6.5 mm y diametro de 3 mm, vivieron entre 45 a mas de 60 dias. El 2do cultivo
iniciado con caracoles de la colecta del mes de noviembre de 1997, generé6 mayor
numeros de recién nacidos. Sin embargo, se abtuvo un menor numero de jdvenes y
adultos. Ei cuitivo decayd hasta la 9% generacion. El promedio de altura y didmetro
de la concha fueron 6.5 mm y 3 mm. La sobrevivencia fue de 45 dias (Cuadro 2). El
3er cullivo iniciado en el mes de enero de 1998, con caracoles colectados el 31 de
diciembre de 1997, generd mayor numero de recien nacidos y jovenes y menor
cantidad de adultos. La altura promedio fue de 6 mm y 3 mm el diametro. El cultivo

alcanzo la 102 generacion con una sobrevivencia de 32 a 42 dias (Cuadro 3).
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En el cuadro 4 se presenta el resultado del andlisis bromatoldgico en base seca del
alga Oscillatoria sp. y el alimento comercial para peces, comparandolo con el analisis
bromatélogico realizado por Vera %

El resultado del analisis bromatolégico del lodo fue como sigue: materia organica
15.14%, Calcio 0.88%, Fdsforo 0.16% y Magnesio 0.045%. ESTA TESIS NO SALR

Discusién DE LA BIBLICTECA

Vera® y Escudero et al"*® mencionan que encontraron en el municipio de
Tulancingo, Hgo a L. humifis, L. cubensis y L. bulimoides sin embargo, en el presente
estudio solo se encontré a Fossaria humilis ( = Lymnaea humilis)y como huésped
intermediario de Fasciola hepatica. Castro® sefiala a Fossaria humifis con una
distribucién del 50% de presentacion en México, y no se encontraron las 2 Ultimas
especies mencionadas por Vera®.

Con respecto a la dinamica poblacional de caracoles del campo.- Fossaria humilis
en el presente estudio, se empezod a registrar en los meses de julio y agosto de 1997,
Se encontraron en mayor cantidad en el mes de noviembre 843 (15.2%); y en
diciembre no se encontraron caracoles (época de estivacién). En el siguiente ano, se
obtuvo menor numero de caracoles; y en el mes de junio se volvié a registrar ofra
época de estivacion.  Se puede considerar que la mayor cantidad de caracoles se
presentd en las estaciones del verano y otono; a finales del invierno estuvieron en
estivacion, y luego apareciercn en la primavera (Cuadro 2 y Figura 1 mencionado en
el protocolo 1).

Con referencia a la altura de la concha de Fossaria humilis , los mayores tamaros se

observaron en 1997 particularmente en mayo y agosto. Al mismo tiempo, en estos
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meses los caracoles ovipositaron un numero pequefio de masas ovigeras. Mientras
que en septiembre y en noviembre el tamario de la concha fue menor; sin embargo, el
nuamero de masas ovigeras fue mayor; no obstante, en febrero, mayo y septiembre de
1998 se encontraron los caracoles de mayor taila. Los caracoles jovenes obtenidos en
el mes de noviembre de 1997 tuvieron una altura de 4.9 mm y un didametro 2.9 mm
(Cuadro 3 en el protocolo 1).

Es importante notar que durante diciembre de 1997 hasta julic del 1998 se observd
una prologada sequia en el valle de Tulancingo, la temperatura promedio mensual
oscild entre 23°C y 33.5°C; sin embargo en los meses de julio y noviembre se
registraron temperaturas maximas de 39.5°C- 44.5°C y de 33°C en los biotopos 1,4y 5
respectivamente (Cuadro 1 del protocolo 1).

Rangel® menciona que las altas temperaturas ocasionan una disminucién en la
humedad provocando la deshidratacién de caracoles y desecacion en el suelo,
evitando de esta manera el desarrollo de algas verdes las cuales son el alimento de
estos caracoles. En este estudio y de manera similar, la sequia ocasioné una
disminucién en la humedad como se observa en el cuadro 1, con humedad relativa
muy baja (21% a 50%) vy esto posiblemente influyé en un menor porcentaje de

caracoles.

Con respecto al pH del suelo, este varié de 4.5 a 10 (X 6.4) durante los 19 meses
cuadro 1. La media X=6.4 es ligeramente menor conlo mencionado por Escudero'®
para L. bulimoides, L. cubensisy L. humilis de Tulancingo, Hgo México, en donde el pH

promedio obtenido fue de 6.8.
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Dinamica poblacional de caracoles criados en el laboratorio.- El mayor numero de
caracoles nacidos en el laboratorio (caracoles recién nacidos y jovenes) fueron
observados en el mes de junio de 1998. Dichos caracoles se produjeron y llegaron
hasta la 14* generacian (Cuadro 1). Con una temperatura ambiente que varié de 19°C
a 31°C (en promedio 25°C) y una humedad de 35% a 75% (promedio 55%). Los

caracoles vivieron mas de 55 dias.

En lo referente al alimento de los caracoles se observd que el porcentaje de
proteina cruda en el alimento comercial para peces empleado para este trabajo resultd
ser mas alto (47.07%) que el empleado por Vera® (41.03%). A pesar de que no se
tiene informacion sobre los requerimientos nutrimentales de los caracoles limneidos,
Shimada'® describe las limitantes que o puede haber en el andlisis bromatolégico,
mencionando que en él se sobrevaloran algunos nutrimentos y otros se minimizan,
sobre todo en los requerimientos nutrimentales de los moluscos los cuales son de

microgramos.

La comparacion de los resultados de energia metabolizable en los andlisis de alga y
del alimento comercial estos fueron mas altos en este estudio que los analizados por

Vera®.

Con respecto al estudio del lodo se determind que posee Materia organica en 15.14%,
Calcio en 0.88%, Fésforo en 0.16% y Magnesio en 0.045%. Como lo menciona Vera™®

su utilidad es de suma importancia en |la formacion de la concha de los moluscos.
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La proteina cruda (PC) determinada para el alga Oscillatoria sp. en este estudio

(5.05%) fue similar alo encontrado por Vera *® 5.45%.

Conclusiones y recomendaciones

Los caracoles colectados en el campo se encontraron en mayor cantidad en [0S
biotopos 1,4 y 5, en los meses de julio a noviembre de 1997, en el siguiente afio
disminuyé su poblacion y solo en el mes de septiembre aumenté. Fossaria humilis
cultivados en el laboratorio y alimentados con alga Osciflatoria  sp. mezclada con
alimento para peces se mantuvieron hasta la 14° generacidn a través de dos afios.
Estudios de ofros autores no mencionan el nimero de generaciones obtenidas en
México, por lo que esta experiencia puede servir de base para cualquier tipo de estudio
con este caracol limnéido, particularmente en cultivos masivos para asegurar el
suministro de metacercarias para el desarrollo de estudios quimioterapéuticos e

inmunolégicos sobre fasciolosis.



Cuadro 1

CULTIVO DE CARACOLES Fossaria humilis MANTENIDOS EN EL LABORATORIC
CON UNA DIETA COMPUESTA DE ALGA Oscilfatoria spp Y ALIMENTO COMERCIAL

PARA PECES

Meses RP MO RN J A GE
Mar-97 12 79
Abr 607 485 151 1°
May 45 71
Jun 808 432 206 2
Jul 24 208 646
Ago 411 291 3
Sept 24+ 465 680
Oct 515 125
Nov 22 79 428 330 215 4
Dic 5

Ene-98 96 255 [ 188 142 5
Feb 94 255
Mar 1130 678 11 6a
Abr 1 65 35 18 12 7
May 12 487 788 128 19
Jun 18 232 1881 879 171
Jul 55 345 800 99 22 g
Ago 2 186 850 75 55
Sept 12 289 1100 235 48 g
Oct 12 65 700 12
Nov 12 % 350 105 17 10
Dic 17 22 125 35 15 1°
Ene-g9 15 139 78 23 vl 12
Feb 12 162 650 115 18 13"
War 18 345 950 479 55 14°
Totales 418 3706 12861 5230 1694
Promedio 16.7 1544 535.8 217.9 67.79

¢ Caracoles repraductores que continuaron ovipositando de septiembre a diciembre de 1997
RP= Repreductores (hermafroditas)

MO= Masas ovigeras

RN = Recién nacidos

J= Juveniles

A= Adultos

GE = Generaciones




Cuadro 2

CULTIVO DE Fossaria hurniis COLECTADOS EL MES DE NOVIEMBRE DE 1997 MANTENIDOS
EN EL LABORATORIO CON UNA DIETA COMPUESTA DE ALGA Oscillatoria spp Y ALIMENTO

COMERCIAL PARA PECES.
Meses RP MO RN J A GE
Nov-§7 5 22 119 55 42 1a
Dic 42 48 115 75 34 2a
Ene-98 34 79 100 87 62
Feb 28 125 187 103 42
Mar 24 10 40 12 12 3a
Abr 12 29 129 78 71
May 10 15 126 15 ag 4a
Jun 35 282 800 415 235
Jul 24 129 600 126 67 Sa
Ago 12 72 350 75 51
Sepl 21 134 500 266 22 Ba
Oct 21 179 2500 250 18
Nov 18 25 100 60 6 7a
Dic [5) Ky 150 17 8 8a
Ene-99 5 55 115 25 Mortandad Sa
Totales 298 1236 5931 1769 769
Promedio 19.86 824 49475 146.68 64

RP= reproductores (son hermafroditas)
MO= Masas ovigeras

RN= Recién nacidos

J= Juveniles
A= Adultos

GE= Generacignes



Cuadro 3

CULTIVO DE Fessaria humilis COLECTADOS EL MES DE DICIEMBRE DE 1997 MANTENIDOS
EN EL LABORATORIO CON UNA DIETA COMPUESTA DE ALGA Osciliatoria spp Y ALIMENTO

COMERCIAL PARA PECES
Meses RP MO RN J A GE
Ene-58 6 18 52 17 12 1a
Feb 12 50 75 51 12
Mar 8 12 42 55 22 2a
Abr 12 22 98 55 48
May 48 32 500 325 35 3a
Jun 35 480 1500 470 249
Jul 33 128 208 125 89 4a
Ago 14 105 425 170 55
Sept 48 225 935 215 33 5a
Oct 33 107 500 108 48
Nov 13 78 200 138 18 6a
Dic 17 40 180 75 64 7a
Ene-99 15 120 590 185 19 8a
Feb 19 452 900 310 63 Sa
Mar 48 478 6203 2299 767
Abr 1200 690 125 10a
Totales 361 2347 13610 5288 1659
Promedio 22.56 146.68 850.6 330.5 103.68

Rp= Reproductores (son hermalroditas)
MOQ= Masas ovigeras

RN= Recién nacidos

J= Juveniles
A= Adultos

GE= generaciones
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Cuadro 4

ANALISIS BROMATOLOGICO DE UNA DIETA PARA CULTIVAR CARACOLES Fossaria humilis
Y SU COMPARACION CON QTRO ESTUDIO SIMILAR (LOS DATOS SE DAN EN PORCENTAJE)

Cruz Mendoza Irene* Vera Montenegro 1985**
Alga Alimento / peces Alga Alimento/peces

% % % % %
Materia seca 100 100 26.5 93.4
Humedad 0 0 0 0
% Proteina Cruda (N 6.25) 5.05 47.72 54 41.3
Estrato Etéreo 0.97 5.4 0.3 4
Cenizas 91.37 17.63 0 0
Fibra cruda 2.39 0.19 8.8 46
Estrato Libre de Nitrégeno 0.23 29.07 7.6 42
Total Nitrégeno Digestible 7.15 68.6 15.89 79.17
Energia Digestible Kcal/Kg 31541 3025.1 69.91 348.34
Energia Metabolizable Kcal/Kg 258.35 2480.32 57.44 286.19

*Analisis realizados en el Departamento de Nutricion de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia UNAM,

** Anglisis realizado en el Departamento de Nutricién del Institute Nacional de
Investigaciones Pecuarias, SARH

98
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PROTOCOLO 4

DETERMINACION DEL GRADO DE INFECCION DE CARACOLES CON
DIFERENTES ESTADOS EVOLUTIVOS DE Fasciola hepatica INFECTADOS
EN FORMA NATURAL Y EN EL LABORATORIO DURANTE CUATRO

ESTACIONES DEL AiiO EN EL RANCHO UNIVERSITARIO.

Introduccién

Para que el ciclo biolégico de Fasciola hepatica se lleve a cabo y que exista la
fasciolasis, se requiere de un huésped intermediario, el caracol perteneciente a la
familia Lymnaeidae. La fase de desarrollo del parasito que inicia esta relacion es
el miracidio, posteriormente dentro del caracol se forman los esporoquistes, redias

y cercarias.

Se han mencionado varios patrones de comportamiento de los miracidios; él
mas importante es su busqueda del huésped intermediario. El miracidio, es
atraido por estimulos quimicos, provenientes de los moluscos en condiciones
naturales. No se ha comprobado que los estimulos emitidos por una especie de
caracol sean especificos en relacién con un miracidio de una especie de
trematodo determinado, ademas, ese estimulo se ve influido por diversos factores
ambientales'®. Los tropismos que posee y la atraccion quimica ejercida por el
caracol permiten que el miracidio penetre a través de las partes blandas del

molusco®'%. Kendall®® menciona que se da una reaccién quimiotactica positiva
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Por L. truncatula al miracidio a una distancia de 15 cm, los miracidios que
penetran a través del pie del caracol degeneran en un dia, mientras que los que
entran por los tejidos blandos si tienen un desarrollo posterior‘%, Es necesaria una
140

gran cantidad de caracoles para que los miracidios localicen al caraco a

entrada inicial es por la accidon suctoria de la papila anterior del miracidio
ayudandose para su adhesion con el “mucus’ que secreta el caracol.
Posteriormente es perforado el integumento del caracol y hay separacion de las
células epiteliales del manto®™, ya dentro del caracol, el miracidio pierde su
cubierta ciliada y su forma elongada para convertirse en esporocisto 85140141,
Segun Roberts'® tas superficies del pie y del manto del caracol son
probablemente los sitios predilectos para el desarrollo de los esporocistos. Kendall
® sefiala que los esporocistos jovenes tienen la habilidad para desarrollarse en
una variedad de sitios dentro o fuera de los drganos del huesped. El esporocisto
se desarrolia cerca del sitic de penetracion a partir de cada miracidio, forma redias
(usualmente en el borde del manto) en aproximadamente dos o tres semanas, el
rifidn y el area esofagica: L.as redias se mueven activamente y migran hacia el
area distal del caracol, pueden localizarse en la glandula digestiva o higado del
caracol a partir del dia 14 posinfeccion. Aproximadamente por el dia 20 en el
interior del cuerpo de la redia se produce el siguiente estadio, la cercana. Bajo
condiciones medic ambientales la redia puede producir dentro de si misma una

segunda generacién de redias (redias hijas)®*®°. Se ha sugerido que la formacién

de una segunda generacion de redias esta determinada por las condiciones
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externas, puesto que las redias se forman en tiempos frios y las cercarias en
tiempos célidos®. Kendal® menciona que a temperaturas frias las redias
preceden directamente a la formacion de cercarias, y en el caso de una segunda
generacion de redias, ambos tipos de fases pueden ser encontradas en una
misma redia. Malek®™® menciona que la cercaria producida en la primera o
segunda generacion de redias, abandona la redia en cualquier momento vy
después al caracol a través de la cavidad pulmonar, también en cualquier
momento, pero comuinmente en las Uitimas horas de la tarde o en la noche. El
periodo de incubacion del parasito en el caracol varia de acuerdo con varios
autores "2 en Lymnaea truncatula infectado con Fasciola hepatica a 25°C. se
encontrd un esparocisto en el tercer dia, redias en el séptimo dia y 1as cercanas

fueron liberados a los 38 dias después de la infeccion.

Boray '® en Australia ha hecho observaciones acerca del desarrollo completo
de Fasciola hepatica en Lymnaea tomentosa y sobre la duracion del mismo a
diferentes temperaturas. Asi se sefiala que con temperatura de 15°C a 35°C, tarda
de 56 a 86 dias; de 15°C tarda de 24 a 28 dias y que 35°C es una temperatura
muy alta para un caracol como huésped intermediario de Fasciofa hepatica.
Experimentalmente se ha demostrado que en L. tomentosa''® y L. truncatula
infectados con Fasciola hepatica abajo de los 10°C no ocurren un desarrolio
apreciable de los estadios larvarios, sobreviviendo éstos hasta por 100 dias sin

causar dafo aparente al caracol.
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Sanchez'® menciona que L. humilis, L. bufimoides y L. cubensis a las dos
semanas de edad es cuando se infectan menos, independientemente del método
de infeccion utitizado. L. humulis resultd ser la especia mas susceptible a la
infeccion, con mayor numero de caracoles liberadores y mayor numero de
metacercarias liberadas, sin embargo, al infectar estas mismas especias a las 2,
4 y 6 semanas de edad no se han encontrado diferencias en el porcentaje de
viabilidad de ias metacercarias obtenidas. Se ha demostrado que el ambito de
temperatura apropiado para {a emergencia es de 10 a 26°C%: {a produccion de
metacercarias en L. fruncatula no puede realizarse a temperaturas superiores a
28°C*'® Ademds, se ha demostrado que L. fomentosa es mas adaptable a las
altas temperaturas. Sin embargo, Boray'®” menciona que las altas temperaturas

durante el desarrollo pueden afectar o modificar la viabilidad de las metacercarias.

La luz no es un factor tan importante, ya que la emergencia sucede en el dia
o en la noche. Se ha demostrado experimentaimente que el principal factor que
determina la emergencia de las cercarias es la inmersion de los caracoles en agua
limpia, la cual debe ser cambiada frecuentemente y, ademas, que el recipiente que
contenga el agua sea grande ya que un espacio restringido inhibe fa emergencia
60‘

Mauri y Mittepak’* realizaron una investigacién en la que comunicaron que las
fases larvarias de Fasciola hepatica en Lymnaea cubensis se encuentran todo &l

ano.




91

Justificacion

Se sabe que existen laboratorios donde se producen metacercarias en gran
escala para hacer infecciones experimentales y evaluar compuestos
quimioterapeuticos. Sin embargo, no se han realizado estudios para correlacionar
la infectividad de metacercarias obtenidas de caracoles de campo y las
metacercarias producidas en el laboratorio, para conocer cuales son las mas

infectivas.

Objetivo

Determinar el grado de infeccion de caracoles con diferentes estados larvarios de

Fasciola hepatica inoculados en forma natural y en el laboratorio.

Hipotesis

1- Los caracoles de Fossaria humifis de campo contienen mayor nimero de fases

larvarias de Fasciola hepatica que los caracoles infectados en el laboratorio.

De acuerde con el Comité Tutorial pidid realizar el siguiente trabajo, el objetivo
fue:

Determinar a que soluciones de pH (5,5.7,6.5, ...10) y agua aereada, seria
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mejor para infectar a los caracoles con miracidios de F. hepatica obtenidos de

bovinos.

Material y Métodos

Una vez colectados los caracoles mencionados en el protocolo 1 y 2, se

seguirdn los siguientes pasos:

Manejo de caracoles de campo y su adaptacion en el laboratorio.

Cultivo de caracoles.

Se cultivo los caracoles siguiendo el método descrito por Endeje ™

a) Se utilizaron cajas de Petri de plastico en las cuales se colocé una capa de
lodo de 5 mm de grosor; traida del campo dejandolo secar un poco para luege
anadir una capa de aproximadamente el mismo grosor de alga Oscillatoria sp.
Molida con agua también colectada en el campo.

b) Elcullivose dejd secar unos minutos, se tapdy se trasladd aun cuarto
especialmente acondicionado con iluminacion constante y una temperatura de 20-
25°C para de esta manera estimular el crecimiento del alga en la capa lodosa
durante aproximadamente 48 horas. Después de este periodo de tiempo, los
medios de cultivo estuvieron disponibles para utilizarse, manteniendo ta humedad

agregandoles solo agua aereada.
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c) Los caracoles que se colectaron en el campo se colocaron en los cultivos de
alga, cada tercer dia se cambid el cultivo hasta que alcanzaron la madurez en la
que se inicid el periodo de oviposicion.

d) Las masas ovigeras se colectaron de {as cajas de Petri con cultivo y se
colocaron por separado en cajas de Petri de cristal, agregandoles agua aereada
de ésta manera se colocaron a la temperatura mas o menas constante hasta su
eclosion lo cual sucedid aproximadamente a los 25 dias. Los caracoles juveniles
con un tamano aproximado de 3 mm de alturay edad entre 22-25 dias fueron

infectados con miracidios.

Obtencidn de miracidios de F. hepatica.

Los miracidios se obtuvieron a partir de huevos de Fasciola hepatica
colectados de vesiculas biliares de bovinos sacrificados en el rastro. Estos se
incubaron durante 12 dias a 27°C. Los huevos ya incubados, fueron se
refrigeraron a 4°C hasta su utilizacion. Cuando los caracoles cultivados
alcanzaron tres semanas de edad, los huevecillos de Fasciola hepatica se
expusieron a laluz con focos de 100 watts para estimular la eclosiéon de los

miracidios.
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Inoculacion de caracoles.

Se colocaron por separado de 100 a 200 caracoles de F. humilis en varias
ocasiones para inocularlos con miracidios de Fasciola hepatica de bovinos.
Se utilizaron cristalizadores con aproximadamente 1000 m| de agua destilada.
Después de cada cristalizador se le afadié con la ayuda de una pipeta
Pasteur, pequefias alicuotas del agua que contenia miracidios. Bajo el
microscopio esteredscopico, se realizd el conteo del numero aproximado de
miracidios que se obtuvieron en la alicuota, de tal manera, que finalmente para
cada cristalizador se obtuvo un promedio de 3 a 4 miracidios por caracol. Los
caracoles estuvieron expuestos a la infeccién de miracidios durante 4 horas. Una
vez que transcurrio el tiempo de infeccién, los moluscos fueron regresados a sus
respectivos medios de cultivo, cambiandolos cada tercer dia y se mantuvieron asi

hasta que se liberaran las cercarias.

Obtencidn de metacercarias de caracoles de campo y del laboratorio

Los caracoles de gran tamafio obtenidos en el campo se pusieron
mensualmente a liberar cercarias, de acuerdo al método sefalado por Endeje®.
Estos se colocaron individualmente en bolsas de plastico conteniendo 80 ml de
agua aereada. Los moluscos fueron sometidos a cambios bruscos de

temperatura, se colocaron en el refrigerador de 5 a 10 minutos y, posteriormente
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se colocaron bajo un foco de 100 watts a un metro de distancia durante 24 horas.
Cada bolsa fue marcada para reconocer los caracoles que estaban liberando
cercarias de F. hepatica.

Los moluscos fueron expuestos, a estas condiciones una vez por semana y

durante 4 ocasiones.

Las metacercarias obtenidas en las 4 exposiciones se dejaron 48 horas a
temperatura ambiente y se realizo el conteo de ellas sobre una caja de Petri
cuadriculada y se guardaron usando tubos de ensaye en el mismo plastico donde
se enquistaron. Se anadidé agua de la llave hasta el tope de su capacidad y se

sellaron. Los tubos se refrigeraron a 4°C para su posterior utilizacion.

Obtencidn de fases larvarias de Fasciola hepatica de caracoles por el método de

la bolsa de nylon.

A los caracoles obtenidos en campo y los del laboratorio se les aplico el
método de la bolsa de nylon de Manso et a*>
Sobre un pedazo de nylon de 10cm? se colocé 1 caracol, en una placa de Petri
donde se agregaron 3 ml de agua. Seguidamente el molusco se comprimio con
una pinza de diseccidn y se observé en el microscopio el movimiento y morfologia

de las fases evolutivas de Fasciola hepatica, y se registraron los datos obtenidos.
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Observacion de caracoles.

Los caracoles mantenidos en cultivos con alga Oscilfatoria fueron
monitoreados en lo siguiente:
Mortalidad, nimero de cercarias liberadas, compresion en bolsa de nylon de los
caracoles muertos para determinar posible fases evolutivas del parasito, numero

de esporoquistes, de redias, y de cercarias.

Infeccion de caracoles en diferentes soluciones de pH con miracidios de origen

bovino.

Preparacion de amortiguadores

Se prepararon amortiguadores, utilizando el método descrito por Linch'#®
Amortiguador Fosfato con LimitesdepHde 57 a8.0
Solucién concentrada de Fosfato sodico monobdésico
(NaHPO4H0) 27.6 gr, en 1 litro de agua destitada (Solucion A).
Solucién concentrada Fosfato sédico dibasico
(NasHPO% se disuelve 28.39 gr en 1 litro de agua destilada (Solucién B).

Se mezclan los volumenes de soluciones concentradas que se mencionan y se

afora a 200 ml para obtener los valores correspondientes de pH.
Por ejemplo:
mi Soluciéon A ml de solucion B pH final

93.5 6.5 5.7
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Solucién de amortiguador de carbonato-bicarbonato de sodio con limite de pH, 9
a 10, se realizo lo siguiente:

Solucién concentrada A. Se disuelve 21.2 g de carbonato de sodio anhidro (Naz
Cos) en agua destilada y se afora a un litro (solucion 0.2M).

Solucién concentrada B. Se disuelve 16.8 g de bicarbonato de sodio puro

(NaHCO3) en agua destilada y se afora a un litro (solucion 0.2M).

Se mezclan los volumenes de soluciones Ay B y se afora a 200 ml. Para

obtener los valores correspondientes de pH. Por ejemplo:

ml solucion A ml en solucion B pH final
5 45 9.0
13 37 9.5
275 225 10.0

El agua aereada tiene un pHde 7.2.
Una vez obtenidas las diferentes soluciones del pH se utilizaron 3-5 ml de
cada solucion para la inoculacion de caracoles.

Se depositaron 10 caracoles en cada solucidon de pH correspondiente,
dejando un grupo testigo sin infeccién con miracidios. Para ello se utilizaron placas
de ELISA con fondo plano en las cuales se depositaron 3 ml de solucion por pozo,
3 miracidios y un caracol. La exposicién se hizo durante 4 horas; al término de
los cuales los caracoles se colocaron en sus cajas de cultivos respectivos, para

su posterior cuantificacion.
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Analisis de los resultados

Se cuantificaron los caracoles de los cultivos, obteniendo los promedios y
porcentajes correspondientes. Se separaron a los caracoles por edades en los
diferentes cultivos (mortalidad y sobrevivencia). Los datos sobre infeccidn natural
de moluscos intermediarios de F. hepatica (agosto y noviembre) fueron analizados
mediante el calculo de promedios mensuales, y para estimar la proporcion de
caracoles infectados durante un afio y medio, se utilizé un intervalo de confianza

al 95%*

Para determinar el pH éptimo y del agua aereada, para infectar a los
caracoles con miracidios de Fasciola  hepatica, se realizd un analisis de
regresion logistica® con la finalidad de determinar la mortalidad de los caracoles

con cuatro variables; tiempo (medido en dias), infeccién, pH y agua aereada.

Resultados

Porcentaje de infeccion de los moluscos intermediarios de Fasciola hepatica
obtenidos en el campo. - Con respecto a la liberacién de cercarias de F. hepatica
por Fossaria humilis obtenidos en el campo, en agosto de 1997, 12 caracoles se
indujeron a expulsar cercarias, de los cuales 6 (50%) estaban infectados con

diversos estadios evolutivos del parasito.
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El porcentaje de obtencién de cercarias de F. hepatica durante un afio y medio
vario entre 1.1% y 2.4% (Cuadro 5 del primer protocolo). En agosto de 1997 a 17
caracoles se ies aplico el método de la bolsa de Manso encontrando 5 positivos, lo

cual representa el 29% de infeccion de caracoles con redias.

En noviembre de 1997 a 325 moluscos se le aplico €l mismo metodo de la
bolsa de Manso obteniendo 19 positivos, 7 (2.1%) caracoles con esporoquistes y
12 (3.69%) con redias (Cuadro 4 del primer protocolo).

El porcentaje de obtencién de esporoquistes y redias de F. hepatica durante un

afno y medio fluctuo entre 2% y 5%.

Porcentaje de infeccién con miracidios de F. hepatica en moluscos obtenidos
en el laboratorio.- Se inocularon 118 moluscos en el laboratorio en diciembre de
1997; 10 liberaron cercarias en la 2° exposicion realizada el 3 de febrero de 1998;
3 caracoles liberaron cercarias en la tercera exposicion del 10 de febrero de 1998,
obteniendo un promedio de 8.4% de infeccidn (3.4% y 13.4%) en los caracoles
(inoculados en el laboratorio); tales numeros representaron los mas altos valores
obtenidos en este estudio (Cuadro 1). El menor porcentaje de infeccion se
presenté en 164 moluscos incculados en febrero del 98, de ellos 5 caracoles

(3%) estaban infectados (Cuadro 1).

A 200 caracoles muertos (julic del 98) se le aplicod el método de |a bolsa de
nylon, 30 (15%) caracoles resultaron positivos con esporoquistes y 35 (17.50%)

caracoles con redias (Cuadro 2).
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En septiembre de 1998, 200 caracoles fueron inoculados con miracidios, 48 de
eltos (24%) presentaron redias (Cuadro 2).
De la inoculacion de caracoles a diferentes pH y agua aereada, se obtuvieron

los siguiente resultados :

Debido a que no se puede suponer linearidad con la acidez, se introdujo esta
variable al cuadrado. El resultado del modelo global arroj6 un valor de ji cuadrada
de 1050.247 con 5 grados de libertad que da una significancia de 7.94E-225.

Es decir, se encontré evidencia estadisticamente significativa de que la mortalidad
de los caracoles esta influenciada por el tiempo, la infeccion, el pH y, el agua
aereada (p=7.94E-225). El tiempo fue el factor mas importante, debido a que al
transcurrir el tiempo, la probabilidad de mortalidad de los caracoles aumento.

Asimismo |a infeccidn por Fasciola hepatica de los caracoles, también aumentd

en la probabilidad de mortalidad.

El agua areada con pH de 7.2, redujo la probabilidad de mortalidad, tal y
como se observa en el cuadro No.3. Nueve caracoles de diez originalmente
permanecieron vivos hasta el dia 8 después de la inoculacion; 8 caracoles vivieron
hasta el dia 19, mientras que del grupo testigo vivieron 5 (50%). Los caracoles
infectados de este grupo vivieron hasta el dia 33, a estos se les aplico el método
de 1a bolsa de nylon encontrandose fases evolutivas de F. hepatica. En el grupo

testigo sabrevivio 5 caracoles hasta los 38 dias.
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El pH tiene un efecto cuadratico. En teoria la menor mortalidad se {ograria con
un pH de 8.03 en promedio (1.5694/2*0.0977). Sin embargo, por las
observaciones en el laboratorio, éste valor de pH afecta a los caracoles

aumentado su mortalidad.

En ei laboratorio se observo:

Solucion a pH de 5 - con este pH la mortalidad en los caracoles fue del 100%
mientras que del testigo vivieron los 10 caracoles.

Solucion a pH de 5.7.- Se observo una mortalidad del 70% el primer dia de
infeccidn y del testigo vivieron los 10 caracoles.

Solucién a pH de 6.0.- 2 caracoles seguian vivos a los 15 dias postinfeccion
mientras que del grupo testigo 5 caracoles sobrevivian.

Solucion a pH de 6.5.- A los 6 dias postinfeccion sobrevivian 3 caracoles; y el
dia 12 vivian 2 caracocles. En el grupo testigo 6 caracoles vivian hasta ese dia.
Solucion apH de 7.- Alos 6 dias postinfeccion, solo vivian 3 caracoles y, alos 9
dias posinfeccion vivian 2 caracoles y, a los 12 dias solo un caracol vivib. Del
grupo testigo la supervivencia hasta ese dia era del 60%.

Solucidn a pH de 7.5. Se infectaron 8 caracoles, los cuales sobrevivian hasta e!
dia 9 y, 5 caracoles vivieron hasta el dia 12. El grupo testigo de este grupo,
presentaba una sobrevivencia del 40% el dia 15 (Figura 1y 2).

Solucion a pH de 8.0.- A los 12 dias posinfeccion, solo sobrevivia un caracol.
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Mientras que del grupo testigo se observé el 60% de supervivencia hasta ese
dia.

Solucién a pH de 8.5.- Se infectaron 10 caracoles, vivieron 7 hasta el dia 6.
Para el dia 12, solo sobrevivian 4 de ellos. El grupo testigo mantuvo una
supervivencia del 60% hasta el dia 12 (Cuadro 3).

Solucion a pH de 9.- El primer dia se infectaron 4 caracoles, de los cuales
sobrevivid un caracol hasta el dia 9. Del grupo testigo scbrevivieron 4 caracoles.
Solucion a pH de 9.5.- El primer dia se infectaron 7 caracoles, sobrevivieron 3
caracoles hasta el dia 12. Del grupo testigo sobrevivieron 6 caracoles.

Solucion a pH 10.- El primer dia se infectaron 6 caracoles, sobrevivid un caracol
hasta el dia 12. Del grupo testigo sobrevivieron 6 caracoles hasta ese dia (Figura

3y 4).

Discusion

Con respecto al porcentaje de infeccion de caracoles liberadores de cercarias
de F. hepatica obtenidos en el campo, se encontré un bajo porcentaje (1.1%-
2.4%). Sin embargo, con respecto al hallazgo de fases evolutivas en los caracoles
del campo se& encontré una prevalencia mayor (2% -5%), esto difiere con lo
reportado por Manga et al*' en la Provincia de Ledn, Espafia quien determind en
2 aftos, entre 11 y 41% de prevalencia de infeccidn por F. hepatica en Lymnaea
truncatula del campo (5486 examinados), de febrero a marzo se encontraron los

caracoles con diferentes fases evolutivas, mostraron la mayor infeccion en los
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caracoles entre septiembre y diciembre cuando se encontrd a redias y cercarias.
Rangel2 en 1995 al trabajar en ranchos de los municipios de Jalapa, Tlacotalpa y
Teapa, en el estado de Tabasco, México observé caracoles Fossaria viatrix
infectados con F. hepatica con prevalencia de 0.29 a 1.51%, datos gue son mas

bajos qgue los obtenidos en este trabajo.

Con respecto a la infeccion por Fasciola hepatica en los caracoles obtenidos en
el laboratorio se observé mayor porcentaje de infeccion, que el obtenido de

caracoles colectados en el campo.

Kendalt'®® en 1963, menciona gue es en los caracoles juveniles donde se
desarrollan las redias y en donde alcanzan a madurar cuando tienen suficiente
alimento.

Sino hay alimento (alga Osciffatoria) y el suplemento suficiente, lo mas probable
es que no liegaran a liberar cercarias, ademas, menciona que el numero de
cercarias que maduran esta relacionado a la cantidad del alimento para que las
redias se desarrollen a través de los tejidos del caraco!. El autor sefiala que entre
mas desarrollado esta el molusco, existe mucho mas probabilidad de desarrollo
de un gran numero de parasitos.

En el presente trabajo se observd que debido a la falta de suministro de alga
Oscillatoria, se obtuvo un bajo numero de cercarias en los caracoles lo gue

coincide con lo mencionado por Kendall'*.
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Boray'?

menciona que los cultivos de caracoles adaptados a las condiciones
de laboratorio, producen mas metacercarias que los caracoles colectados en el
campo, o que provienen de la 12 progenie y se espera del 30 al 40% de
mortalidad normal de los caracoles. En este trabajo se obtuvo mas del 50% de
mortalidad de los caracoles, probablemente por que los cultivos utilizados no
reunian las condiciones dptimas. Como suficiente suministro de alga Oscillatoria
en los tiempos de sequia, otro de los factores fue probablemente la temperatura
que debe ser constante y, |la suficiente humedad para el cultivo y sobrevivencia de
los caracoles como sefiala el autor.

Endeje®’ describe en su trabajo con Lymnaea columella que encontrd un
ambito de 1 a 174 metacercarias en los caracoles inoculados con 3 miracidios. En
este trabajo, con Fossaria humilis se encontrd en promedio 191 metacercarias
en los caracoles de taboratorio inoculados con 3 miracidios.

Kendall, citado por Pantelouris®  al inocular al caracol L. columella de

manera individual con un miracidio, obtuvo de 12 a 625 cercarias por caracol,

difiriendo este trabajo con ese estudio.

Con respecto al porcentaje de caracoles infectados obtenidos en el campo
este fue bajo. Esto, sin duda va en relacién a la influencia de los diversos factores
ambientales que operan sobre el desarrollo y la mortalidad de tos moluscos. Por
ejemplo, la temperatura del suelo oscilo entre 22°C y 44.5°C. Es importante notar

que durante diciembre de 1997 hasta julic de 1998 se observé una prolongada
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sequia en el valle de Tulancingo; ademas se registrd una temperatura de 44.5°C

en el mes de julio.

Rangel® menciona que en Tabasco, las altas temperaturas ocasionan una
disminucién en la humedad provocando desecacion en el suelo, evitando de esta
manera el desarrollo de algas verdes y |la deshidratacién de los caracoles. En este
trabajo no fue posible lograr producir un alto grado de infeccién de caracoles, la
cantidad de liberacion de cercarias fue baja debido a que posiblemente no hubo
alimento suficiente para los caracoles. Sin embargo, el ciclo evolutivo de F.
hepatica pudo completarse por tal razén se demuestra que la fasciolosis de los
rumiantes de esta regién siempre estara presente, con una alta prevalencia en el
ganado del rancho Universitario. Se sabe por estudios previos que la fasciolosis
es altamente endémica en Tulancingo, Hidalgo, y asi seguira mientras no se
implementen medidas adecuadas que conduzcan a un control integral de esta

parasitosis.

Con respecto a la inoculacién de caracoles a diferentes pH se observé:
que en teoria, la menor mortalidad seria a un pH promedio de
8.03(1.5694/2*0.0977); sin embargo, en los resultados obtenidos se vid que la
mejor sclucion correspondié al agua aereada a pH de 7.2; 6 caracoles
sobrevivieron hasta el dia 15, encontrandose de 1-4 redias en 4 caracoles y del

grupo testigo sobrevivieron 5 caracoles hasta ese dia (Figura2). ConpHde 7.5
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5 caracoles inoculados sobrevivieron hasta el dia 12, encontrandose 1 — 2 redias
en 3 caracoles y del grupo testigo sobrevivieron 7 caracoles (Figura 1). Este
trabajo corrobora a lo encontrado por Cruz'®® quien sostiene que los valores de
pH optimo para la infeccidn por F. hepatica es de 7-9, valores de 5 y 10 son

letales para los caracoles.

Conclusion

El porcentaje de caracoles de campo infectados con cercarias de ~. hepatica
durante un afo y medio vario entre 1.1% y 2.4%. En agosto de 1997 se encontrd
el 50% de los caracoles infectados con cercarias y en noviembre el 47 % de
caracoles también estaban infectados con cercarias; ademas se obtuvieron 7
(2.1%) caracoles con esporoquistes y 12 (3.69%) con redias. El porcentaje de
esporoquistes y redias de F. hepatica en los caracoles, durante un afio y medio,
fluctud entre 2% y 5%.

El mayor porcentaje de infeccion fue de 10 (8.4%) caracoles de 118 moluscos
que se inocularon en el laboratorio con miracidos de F. hepatica. El menor
porcentaje fue de 3% obtenido de 164 moluscos inoculados con miracidios de F.

hepatica.



INFECCION DE Fossaria humills OBTENIDOS EN EL LABORATORIO INFECTADOS CON 3-8 MIRACIDIOS DE ORIGEN BOVING

Cuadre 1

Fecha de No de Edad y Fecha de liberaciones
inoculacién caracoles Medicion I It m v
eM2:97 118 22 dias 26/01/98 3/02/98 10/02/98 16/02/98 Porcentajes, Método del
34 mm | No, de caracoles{ No,de caracoles No. de caracoles No. de caracoles Promedio intervalo de
¥y No. de y No. de y No. de y No. de de infeccidn confianza
metacercarias metacercarias metacercarias metacercarias de caracoles 95%
3(9) 1(98)
27N 10191)
1{49) 1(8)
4011
18 caracoles 10 caracoles 3 caracoles 1 caracol
infectados con infectados con
TOTAL Negativo 134 metacerca- 297 Negativo
rias, metacercarias X 8.4% 3.4%-13.4%
1712797 104 20 dias 18/01/88 25/01/98 2/111/98 9/11/98
3-4mm
3(9}) 1(88)
2(4) 2(B)
7 caracoles § caracoles 3 caracoles 3 caracoles
infectados con infectados con
TOTAL Negativo 35 meta- 100 Negativo
cercarias metacercarias X 4.9% 2.6%-13%
2/04/98 200 17 a 25 dias 19/05/98 26/05/98 4/05/98 12/06/98
3-5mm
1(65)
2(8) 117
1(16) 1(28)
2(4)
6 caracoles 2 caracoles 2 caracoles 1 caracol
infectados con 45 meta-
con un total cercarias
TOTAL de 105 meta- Negative Negativo X 3% 1.2%- 6.7%
cercarias
26/02/98 164 22 dias 6/04/98 13/04/98 21/04/38 28/04/98
3-5mm
1012} 1013)
1(i5) W7
3(8)
6 caracoles 2 caracoles 1 caracol 1 caracol
con un total de con un total
TOTAL 51 metacerca- de 20 metacer- Negativo Negativo X 3% 1%-7%

rias

carias.

LOT



Cuadro 2

Fossaria humilis DE LA 7a y 8a GENERACION DE 20-22 DIAS DE EDAD Y UNA ALTURA DE 3 MM
INFECTADOS CON 3-5 MIRACIDIOS DE ORIGEN BOVINO A LOS QUE SE APLICO EL METODO

DE LA BOLSA DE NYLON

Fecha Namero de Dias/ Numero Namero de Numero de % de caracoles % de caracoles % de caracoles
caracoles de caracoles caracoles caracoles infectados infectados infectados
a fa infeccién muertos infectados infectados esporoquiste redias
coh miracidios esporoquiste redias
3/07/98 200 (2a)30b 8y 3
{22) 2
(5) 22 (63
(1)1
@10 (5)5
(e
{(17)16 (45
(7)2
1z
totales 30 caracoles 35 caracoles 16% 17.50% 33%
78 caracoles infectados con con 85 redias
Total 68 esporoq.
11/09/98 200 {(5a)51b (35) 2
6)27 (13
{1)2
N1
@1
(9) 4
(13) 4 M3
1512 M
N3
{20)1 {1)2
Total totales fueron 48 caracoles
90 caracoles infectados con 24% 24%

infectados

91 redias

* = Ndrnero de caracoles dentro del paréntesis
**= Ndmetro de esporoquistes fuera del paréntesis
***= Nirmero de redias fuera del paréntesis

a= Numero de dias dentro del paréntesis

b= Nimero de caracoles muertos fuera del paréntesis

801
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CARACOLES OBTENIDOS EN EL LABORATORIO INFECTADOS CON MIRACIDIOS DE ORIGEN

Figura 1

BOVINO CON DIFERENTES pH

12
10 +
8 \

N
6 .
4 1
.1 \

\’:\
\\
0 f t
12 dias 15 dias 18 dias

10 = Namero de caracoles

601




Figura 2
CARACOLES OBTENIDOS EN EL LABORATORIO (GRUPO TESTIGO) EN DIFERENTES pH
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INFECCION DE CARACOLES OBTENIDOS EN EL LABORATORIO CON MIRACIDIOS DE ORIGEN BOVINO

Cuadro 3

CON DIFERENTES pH

Fecha

cPT*| N e | 24/03/99 |aPT+*| 26/03/00 |GPT***| 2303199 | GPT™| 31/03/99 [GPT***| 3/04/98 |GPT***| 5/04/99 |GPT***| 9/04/99 |GPT***| 12/04/99
oH NG c* . . . . . N e
1er dia 3 dias 6 dias 9 dias 12 dias 15 dias 18 dias

5 10 10 a 10 0 10 0 9 0 9 0 5 0 4 0 1 1
5.7 10 10 3 10 2 g 1 8 ¢ 6 4] 4 0 3 Q 1 1

6 10 10 7 10 7 9 6 7 3 S5 3 5 2 5 0 1 1
6.5 10 10 8 10 4 8 3 -] 3 8 2 6 0 5 Q 2 2

7 10 10 10 10 9 B8 3 B8 2 B 1 [ 0 5 0 3 3
7.5 10 10 8 9 8 7 7 7 5 7 5 7 3 4 0 2 2

B 10 10 8 9 6 8 2 6 1 6 1 6 0 5 0 2 2
8.5 10 10 10 10 9 8 7 6 4 6 4 6 0 5 0 3 3

9 10 10 9 3 7 1 7 1 7 0 4 3 0 1 1
9.5 10 10 g 7 7 7 7 3 7 3 8 ] 5 M) 3 3
10 0 10 9 4 9 4 8 3 & 1 6 D 5 0 4 4
7.2 10 10 10 10 9 9 9 8 8 5 7 5 6 5 S 5 5

* = Inoculacién de caracoles

“*= N{mero de caracoles

***= Grupo testigo

(R
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Figura 3

INFECCION DE CARACOLES OBTENIDOS EN EL LABORATORIO CON MIRACIDIOS DE ORIGEN
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Figura 4
CARACOLES OBTENIDOS EN EL LABORATORIO (GRUPO TESTIGO) EN DIFERENTES pH
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PROTOCOLO 5

EVALUACION DE LA VIABILIDAD Y GRADO DE INFECTIVIDAD DE
METACERCARIAS DE Fasciola hepatica ADMINISTRADAS EN DIFERENTES

ESTACIONES DEL ANO A CONEJOS Y RATONES.

Introduccion

La variacion en la susceptibilidad a la infeccion de caracoles limneidos puede
estar determinada por las condiciones medio ambientales de un caracol, por

factores inmunoldgicos, genéticos y por el tiempo de exposicién a los miracidios

138,150

Ademas, existe otro factor que es la edad del caracol con relacion al tiempo de

exposicién a la infeccién.

Kendall® demostré que caracoles de todas las edades pueden ser susceptibles
a los esquistosomas y que la maduracion de las cercarias, depende del tiempo y de
alimento suficiente. Asi los caracoles pequefos y sin alimento suficiente son
incapaces de soportar el desarrollo normal del parasito, el mismo autor menciona
que los miracidios de F. hepatica atacan a L. sfagnalis de todas las edades, sin
embargo, la infeccidén no prospera en caracoles viejos y grandes, mientras que las

redias se desarrollan y maduran sdlo en caracoles juveniles.
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1'% menciona que para infectar a L. humifis, L. cubensis y L.

Escudero ef a
bulimoides, bajo condiciones de laboratorio, utilizd dos técnicas de infeccion
(masiva e individual) y determiné la susceptibilidad de las tres especies de
caracoles a la infeccion con miracidios de F. hepatica. Ademas, observo que a las
dos semanas de edad es cuando mejor se infectan las tres especies de caracoles.
Independientemente del método de inoculacién utilizado. Lymnaea humilis resultd
ser la especie mas susceptible a la infeccidn con mayor niamero de caracoles
liberadores y mayor numero de cercarias liberadas. También menciona que en
estas mismas especies entre las 2 a 4 y 6 semanas de edad no se encontraron
diferencias en el porcentaje de viabilidad de las cercarias obtenidas.

También es importante considerar la resistencia del caracol huésped al ser
infectado por F. hepatica. Pueden existir barreras para una infeccién inicial que

esten determinadas por respuestas 0 mecanismos fisiologicos propios del caracol

para contrarrestar la presencia de F. hepatica en el caracol L. stagnalis'™®.

Kendall®® describe que una vez infectado el caracol, se presentan barreras que
interfieren con el desarrollo posterior del parasito, por lo regular en caracoles gue
no son huespedes comunes de F. hepatica. La infeccién mdltiple de un caracol
puede ocurrir  con miracidios de una especie de trematodo, considerandose como
una infeccion normal el numero de 4 a 5 miracidios, cuando existen infecciones
multiples hay mas posibilidad de que haya alta mortalidad entre los caracoles
infectados. Observaciones en el campo han demostrado que infecciones

simultaneas con mas de una especie de trematodo no se presentan con mucha
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frecuencia, por lo regular se presenta un mecanismo de resistencia dentro del
caracol para no ser parasitado por una segunda especie de trematodo.

En el transcurso de la infeccion por F. hepatica en huéspedes intermediarios, no

todas las cercarias maduran al mismo tiempo dentro de un solo caracol y, ademas,
la emergencia de cercarias no es un proceso continuo.
Kendall® menciona que la temperatura y el grado de desarrollo del caracol son
factores importantes que determinan casi en su totalidad la liberacion de cercarias,
ademas, sefala que un ambito de temperatura de emergencia apropiado de
Fasciola hepatica en Lymnaea truncatufa es entre 10°C y 26°C.

Boray'™ realizd un experimento sobre la produccién de metacercarias de F.
hepatica en L. truncatula sefalando que no puede reproducirse ésta a temperaturas
superiores a 28°C; ademas, ha demostrado que L. fomentosa es mas adaptable a
altas temperaturas produciendo metacercarias. Kendall®® menciona que la luz no
es un factor muy importante ya que la emergencia puede ocurrir en el dia o en la
noche y, describe que se ha demostrado con experimentos que el principal factor
que determina la emergencia de la cercarias es la inmersion de los caracoles en
agua limpia. El agua debe ser cambiada frecuentemente y, ademas, el recipiente
que contenga el agua ser grande ya que un espacio restringido inhibe la
emergencia.

Boray'® menciona que es necesario que pasen varios dias después del
enquistamiento de las metacercarias para que éstas, alcancen su completa

infectividad en los huéspedes definitivos.
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! describen que se ha encontrado que ias metacercarias de 2

Dawes y Huges
dias son infectivas y Boray150 dice que en su experiencia ha encontrado que las
cercarias no son infectivas antes o inmediatamente después de su enquistamiento,
pero que son completamente infectivas 24 horas después de haberse enquistado.

Boray''® menciona que no se han encontrado diferencias en ia viabilidad de grupos

de metacercarias evaluadas 2, 5, 8, 16 y 30 dias después del enquistamiento.

El enquistamiento de las metacercarias en la hierba sirve para mantener el cicio
de vida del parasito durante los periodos que son dificiles para la produccién de

cercarias'™.

Boray y Enigk'® describen que las metacercarias pueden sobrevivir por largos
periodos, pero no hay evidencias del efecto de la temperatura debajo de 0°C y muy
poca informacién de su resistencia a la temperatura arriba de 25°C. Asimismo
mencionan que las metacercarias de F. hepatica pueden sobrevivir durante
condiciones usuales de invierno en Australia y aun en los paises frios de Europa;
particularmente cuando las pasturas infectadas son cubiertas por la nieve. Las
metacercarias son mas susceptibles a la desecacién que al enfriamiento. El
enfriamiento no puede destruir a las metacercarias, sin embargo, causa cambios
irreversibles que las hacen incapaces de infectar a los huéspedes difinitivos. Una
alta proporcion de metacercarias de F. hepatica son viables e infectivas por lo
menos 130 dias con temperatura de 10°C, en 36 dias a 25°C y 14 dias a 30°C. El

50% de las metacercarias sobreviven por 60 dias a temperatura de 25°C, y en 36
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dias el 20% de metacercarias a 30°C. Las metacercarias mueren cuando son
mantenidas a una temperatura de 35°C por 143 dias.

Boray'” sefiala que cuidando los caracoles infectados con miracidios de F.
hepatica, y manteniendo los cultivos a temperatura constante y una dieta standard,
se obtienen mayor numero de metacercarias, ademas, en [os animales bajo
experimentacion que han sido infectados con las metacercarias, para completar el

ciclo bioldégico del parasito, se recupera un gran numero de parasitos.

Evaluacion de fa viabilidad de las metacercarias antes de ser utilizarlas para
infectar a los animales.

La viabilidad de las metacercarias es evaluada en ios siguientes aspectos: La
morfologia del quiste es importante, se observa la formacién del granulo excretor
bajo el microscopio, cuando la metacercaria esta viva. La cz—ipa externa de la
metacercaria puede ser movida. El parasito joven tiene un movimiento activo, este
es colocado en un sitio con una temperatura aproximada de 38°C; los quistes se
observan muertos como masas difusas sin una caracteristica definida y en algunas
ocasiones se observan quistes vacios'¥. Las metacercarias son consideradas como
completamente viables sélo si de 20 metacercarias, 18 estan activas ',

Boray'®

describe que la viabilidad, infectividad y la patogenicidad de las
metacercarias obtenidas pueden depender de! manejo y almacenamiento después
del enquistamiento. Otra forma de evaluar |a viabilidad es inoculando metacercarias

a los animales de laboratorio, se ha sugerido que la evaluacion en ratones es la
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més conveniente, y que la apariencia de dafio en el higado es una  prueba
satisfactoria de viabilidad *

Anaya et al”®' manifiestan que en condiciones de laboratorio para establecer el
ciclo de vida de Fasciola hepatica en conejo, rata, cuyo, hamster y ratén; la rata y el

conejo son especies mas susceptibles.

Justificacion

No se han realizado estudios para evaluar la viabilidad y grado de infectividad de
metacercarias de Fasciola hepatica provenientes del caracol Fossaria humilis del
campo y del laboratoric, administradas en diferentes estacicnes del afio a conejos y
ratones, es por ello que se propuso y se realizo el siguiente estudio utilizando
moluscos infectados obtenidos del campo en el rancho de fa Universidad Autonoma
de Tulancingo, Hidalgo y en el laboratorio (FMVZ UNAM), para comprobar que las
cercarias obtenidas en el campo si son de Fasciola hepatica y para completar el

ciclo bioldgico de Fasciola.

Objetivo

Determinar la viabilidad y grado de infectividad de metacercarias de Fasciola

hepatica obtenidas en estado natural y obtenidas en el taboratorio, administradas

en diferentes estaciones del afio a conejos y ratones.
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Hipétesis

Se obtendra mejor viabilidad y grado de infectividad de metacercarias de F.

hepatica en la épaca de otofio en conejos que en ratones.

Material y Métodos
Una vez obtenidos los caracoles del campo y cultivados en el laboratorio como

se senald en el protocolo 3 se trabajaron de la siguiente manera:

Trabajo experimental
A} Obtencion de cercarias a partir de caracoles de campo y del laboratorio.

Los caracoles colectados fueron colocados de manera individual en bolsas de
plastico con capacidad de 80 ml, con 40 ml de agua de la llave aereada, se
sometieron a cambios bruscos de temperatura utilizando el meétodo descrito en el

152

manual Maff '** y por Endeje®'.

Los caracoles se colocaron en refrigeracion de 5 a 10 minutos y, enseguida bajo
un foco de 100 watts a un metro de distancia durante 24 horas, todo esto con el fin
de inducir la liberacidon de cercarias. Cada bolsa se marcéd con un numero, con el
propdsito de determinar que caracoles liberaron las cercarias, después las
cercarias se dejaron reposar durante 24 horas en la bolsa de nylon, dentro de una
caja de Petri, a temperatura ambiente. Una vez enquistadas las metacercarias se
contaron sobre una caja de Petri cuadriculada en el fondo y con la ayuda de un

contador manual, las metacercarias se guardaron en la misma bolsa de plastico
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dentro de los tubos de ensaye, anadiéndoles agua de la llave hasta el tope de su
capacidad y se sellaron.

B) Almacenamiento de las metacercarias obtenidas de caracoles colectadas del
campo y caracoles criados en el laboratorio.

Una vez que las bolsas con metacercarias enquistadas fueron selladas, se
almacenaron en el refrigerador a una temperatura de 4°C para su posterior
utilizacion®. Se realizd la misma técnica de almacenamiento de las metacercarias,
obtenidas de caracoles provenientes del campo, asi como los criados en el
laboratorio.

C) Evaluacion de la viabilidad de las metacercarias
La viabilidad de las metacercarias se realizo en forma mecanica, después
de haber obtenido las metacercarias provenientes de caracoles de campo y las

obtenidas con caracoles criados en el laboratorio.

Solo se observaron 2 metacercarias obtenidas de los caracoles de campo, por
que no habia suficiente material; por las observaciones realizadas tenian el 100%
de viabilidad, las restantes fueron utilizadas para inocufar a los ratones. Cada
metacercaria fue colocada en un portaobjeto, luego se procedié a observar las
caracteristicas morfolégicas y, posteriormente se tocaron con una aguja de
diseccion para observar el movimiento de la capa externa, lo mismo que el color el
cual debe ser banquecino transparente indicando viabilidad, mientras que el color

amarillento con una masa difusa indicd que no eran viables.
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Se tomaron 25 metacercarias obtenidas de caracoles criados en el laboratorio, vy
se les hicieron las mismas observaciones de viabilidad como se explico
anteriormente.

d) Evaluacion de infectividad de las metacercarias, en animales de laboratorio con

metacercarias obtenidas de caracoles del campo.

Para determinar la infectividad de las metacercarias, se inoculd a ratones
empleando metacercarias de caracoles capturados en el campo, para ello se siguio
el método de Endeje®'.

Los ratones fueron obtenidos de bioterio con un peso de 20 gr c/u y se colocaron
en un lugar con condiciones controladas, 10 dias antes de su inoculacion. Para

inocularlos se realizé o siguiente:

En el afio de 1997, se procedid a infectar 5 ratones con metacercarias obtenidas
del mes de agosto, de ellos a 4 hembras se les administraron 4 metacercarias a
cada una y a un macho 7 metacercarias. En el afo de 1998 se infectaron 5 ratones
con metacercarias obtenidas en el mes de noviembre de 1997, a 4 hembras se les
administraron 8 metacercarias a cada una y a un macho 6 metacercarias, se

" con canula depositando las metacercarias en la

utilizaron jeringas de 2 ml
regién gastroesofagica. El nimero de metacercarias fue administrado segun la

disponibilidad.
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Posteriormente a los 25 y 30 dias se colectaron muestras de heces de los
animales a las que se les realizé la técnica de sedimentacién, para observar la
presencia de huevos de Fasciola hepatica. Los ratones se sacrificaron alos 28y 51
dias después de la inoculacion para observar si existia presencia de los parasitos
adultos en los conductos biliares, y determinar el numero de las fasciolas presentes
en cada animal, asimismo se determind el grado de infectividad de las

metacercarias administradas .

Metacercarias obtenidas de caracoles criados en el laboratorio.

Para ello se utilizaron caracoles con edades de 22 a 25 dias criados en el
laboratorio y, que se habian inoculado con miracidios de Fasciola hepatica. Se
siguié el método descrito por Endeje31 para obtener las metacercarias de los
caracoles. Las metacercarias obtenidas fueron inoculadas a conejos.

Los conejos eran de raza Nueva Zelanda, con un peso de 2 Kg; después de
inocularlos se mantuvieron por espacio de 45 dias en el bioterio del laboratorio de

Parasitologia alimentandolos con alimentoe concentrado y agua.

En el afio de 1998 se inocularon 3 conejos (2 hembras y un macho) con dosis de
60 metacercarias cada uno; en el afo de 1999 se inoculd a 2 conejos hembras con
70 y 75 metacercarias respectivamente, administrandoseles las metacercarias en

una capsula de gelatina por via oral.
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Posteriormente a los 25 y 30 dias se colectaron muestras de heces de esos
conejos y se les realizo la técnica de sedimentacion, para observar la presencia
de huevos de Fasciola hepatica. Mas tarde, los 3 conejos, a los que se habian
administrado 60 metacercarias se sacrificaron; a los 33, 34 y 36 dias, los otros 2
conejos infectados con 70 y 75 metacercarias se sacrificaron a los 27 dias para

determinar el grado de infectividad de las metacercarias administradas®'.

Analisis de los resultados.

La viabilidad de las metacercarias se observé mediante la evaluacidn que se
describi6 en el inciso ¢: las caracteristicas morfoldgicas, el movimiento y el color.
El grado de infectividad se obtuvo de acuerdo con el numero de fasciolas adultas

que se recuperaron de los higados de ratones y conejos sacrificados.

Resultados
La viabilidad de las metacercarias de caracoles de campo y caracoles criados

en el laboratorio fue del 100%.

Grado de Infectividad de las metacercarias de F. hepatica obtenidas de caracoles
de campo en el mes de agosto de 1997 fue como sigue:
5 ratones (4 hembras y 1 macho) inoculados con 4 metacercarias de F. hepatica, en
una hembra se obtuvo el 50% y en dos el 75% de infeccién, 2 y 3 fasciolas
respectivamente, en el macho el grado de infectividad fue de 29% (2 fasciolas), el

menor porcentaje se obtuvo en una hembra con el 25% (1 fasciola) (Cuadro 1).
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Metacercarias obtenidas en el mes de noviembre de 1997, con tiempo en
refrigeracion de 82 dias, fueron administradas a 4 ratones hembra infectando con 8
metacercarias a cada una y, a un macho con 6 metacercarias, el mayor porcentaje
de infectividad se obtuvo en una hembra con 62.50% recuperandose 5 fasciolas,
otra hembra con el 37.5% con 3 fasciolas; el menor porcentaje de infectividad fue el
de una hembra con 12.50% (una fasciola), en el macho se obtuvieron 2 fasciolas

con un 33% de infectividad de las metacercarias (Cuadro 1).

Grado de infectividad de metacercarias de Fascicla hepatica obtenidas de
caracoles criados en ef laboratorio administradas a conejos.- un conejo inoculado
con 60 metacercarias (con 14 dias en refrigeracion), se le practicé la necropsia a
los 34 dias, encontrando 19 fasciolas adultas, con un 31.60% de infectividad de las
metacercarias.

La menor infectividad de las metacercarias se obtuvo en dos conejos
(metacercarias con 330 dias en refrigeraciéon) un congjo inoculado con 70
metacercarias, de él se obtuvieron 7 fasciolas, la infectividad de las metacercarias
fue del 10% y en otro conejo inoculado con 75 metacercarias, en &l se obtuvo el

5.3% de infectividad de las metacercarias (Cuadro 2).

Discusion
Se abservé 100% de viabilidad de las metacercarias obtenidas de caracoles del
campo, en los meses de agosto y de noviembre, asimismo con las metacercarias

obtenidas de los caracoles criados en el laboratorio. Las metacercarias son
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consideradas como completamente viables s6lo si 18 de 20 se conservan vivas®' en

este trabajo se observo el 100% de viabilidad al inocular [os animales,

En los estudios realizados, por Boray ef a'™ encontraron que ias metacercarias
pueden sobrevivir por largos periodos. La edad de las metacercarias de F. hepatica
para ser viables e infectivas debe ser menor de 130 dias a temperatura de 10°C,
36 dias a 25°C y 14 dias a 30°C. El 50% de las metacercarias sobreviven por 60
dias a temperatura de 25°C y, el 20% 36 dias a 30°C. Las metacercarias mueren
cuando son mantenidas a 35°C por 143 dias. En este trabajo las metacercarias se
mantuvieron en refrigeracion a una temperatura de 4°C por 71 y 82 dias,
conservandose viables a 4°C.

Asimismo Boray'™ menciona que el ratén es una de las especies animales de
laboratorio mas susceptible a la infeccion, se ha sugerido que la evaluacién en
ratones es mas conveniente y la apariencia de dano en el higado es una prueba
satisfactoria de viabilidad de las metacercarias, lo cual se corrobord en el presente

trabajo.

De las metacercarias obtenidas en el campo en el mes de agosto, se
administraron enoctubre,a 4 ratones hembra 4 por cada ratbn y a un
macho 7 metacercarias. A los 28 dias se observaron, en un ratdn hembra, 3
fasciolas inmaduras en el parénquima hepatico (grado de infectividad del 75%).
Estos resultados son similares a los encontrados por Lang ' quien observo a los

28 dias fasciolas inmaduras en el parénquima hepatico de un ratén (Figura 1).
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La necropsia a los 51 dias en 2 ratones hembras reveld 1 y 2 fasciolas, siendo
el grado de infectividad de 25 y 75% respectivamente.

En los ratones inoculados en el laboratorio y sacrificados a 51 dias postinfeccion,
se localizaron los parasitos en el conducto biliar al igual que en el trabajo de Manso
et al”® quienes encontraron el parasito en el conducto biliar entre la quinta y
novena semana.

A los otros 2 ratones, una hembra y un macho, se les encontraron 2 fasciolas
a cada uno, siendo el grado de infectividad de 29 y 50% respectivamente, estos
resultados pueden deberse a fallas en la inoculacion, ya que algunas metacercarias
pudieron quedar atrapadas en la canula o bien a que algunas metacercarias ya no
fueran viables.

Se sacrificaron a 4 ratones hembra y un macho. A los 51 dias postinfeccion una
hembra resultd negativa a la fasciola y, se recuperaron de los conductos biliares de
1 a 5 fasciolas por animal positivo, siendo el grado de infectividad de 12.5% vy
62.5% Esta variacion en cuanto al grado de infectividad pudo deberse a las mismas
razones ya mencionadas anteriormente (Figura 2). Las fasciolas encontradas en
este estudio presentaron una longitud ligeramente mayor (4 a 5.5 mm) que las

I* quienes describen que la longitud de las fasciolas

registradas por Manso ef a
encontradas por ellos fueron de 3 a5 mm alas 3y 6 semanas postinfeccion .

Con respecto al grado de infectividad de las metacercarias en conejos como ya se
menciond se obtuvieron en un macho el 31.60%, en 2 hembras el 26% en cada

una. En los conejos inoculados con metacercarias de caracoles criados en el

laboratorio y que fueron refrigeradas (330 dias a 4°C), se encontré que la mayor
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infectividad fue de 10% y la menor de 5.3%, esto concuerda cercanamente con lo
mencionado por Boray'® Ese autor sefiala que las metacercarias de F. hepatica
son viables e infectivas por 130 dias a 10°C. Asi que muy posiblemente las
metacercarias refrigeradas por 330 dias, en este estudio, estaban perdiendo

infectividad (Figura 3).

Acerca de la hipétesis: "se obtendra mejor viabilidad y grado de infectividad de
las metacercarias de F. hepatica en la época de otofic en conejos que en ratones”.
Se observé un mayor grado de infectividad en los ratones que en conegjos esto
concuerda con lo mencionado por Boray quien sefala al ratdon como el mejor animal

para inocular en {aboratorio. Por lo tanto no se probd la hipbtesis planteada.

Conclusion

Se concluye que la viabilidad de las metacercarias de Fasciola hepatica obtenidas
en el campo en los meses de agosto y de noviembre de 1997, al observar la
morfologia del quiste era del 100%, obteniéndose el grado de infectividad del
62.5%-75% en los ratones.

El grado de infectividad de las metacercarias obtenidas de caracoles criados en
el laboratorio, inoculadas en conejos fue de 26 a 31.60%, siendo mas bajo que el

obtenido en ratones.



Cuadro 1

OBTENCION DE FASCIOLAS EN RATONES INOCULADOS CON METACERCARIAS OBTENIDAS DE CARACOLES COLECTADOS
EN EL CAMPQ DEL MES DE AGOSTO Y NCVIEMBRE DE 1997,

Metacercarias
de agoste
Fecha de Nimero de Numero de Tiempo de Técnica de Técnica de Necropsia Porcentaje de
inoculacién animales metacercarias refrigeracion Sedimentacién  Sedimentacién 51 dias infeccién
9M10/97 25 dias 30 dias
1 hembra 4 71 negativo negativo 3 fasciolas * 75%
1 hembra 4 71 negativo negativo 2 fasciolas 50%
1 hembra 4 71 negativo negativo 1 fasciota 25%
1 hembra 4 71 negativo negativo 3 fasciclas 75%
1 macho 7 7 negativo negativo 2 fasciolas 29%
Metacercanias
de noviembre
18/11/98 1 hembra 8 82 negativo positivo 3 fasciolas 37.50%
1 hembra 8 82 negative positivo 1 fasciola 12.50%
1 hembra 8 82 negativo positivo 5 fasciolas 62.50%
1 hembra 8 82 negativo positivo negativo 0
1 macho 6 82 negativo positivo 2 fasciolas 33%

* =28 dias 3 fasciolas inmaduras

621



OBTENCION DE FASCIOLAS PROCEDENTES DE CONEJOS INOCULADOS CON METACERCARIAS OBTENIDAS

Cuadro 2

CRIADOS EN EL LABORATORIO DE LA 4°Y 5* GENERACION

DE CARACOLES

Fecha de Animales Fecha de Numero de Tiempo de necropsia NUmero de Porcentaje
Ohbtencidn de inoculacidn metacercarias refrigeracién fasciolas de
metacercarias de las infeccién

metacercarias

26/01/98 hembra 17/02/98 60 21 dias 33 dias 16 26%

3/02/08 hembra 17/02/98 60 14 dias 34 dias 19 31.60%

16/02/98 hembra 17/02/98 €0 1 dia 36 dias 16 26%

16/02/98 hembra 24/03/99 75 330 dlas 27 dias 4 5.30%

16/02/98 hembra 24/03/99 70 330 dias 27 dias 7 10%

oLl



Porcentaje de infectividad

Figura 1
Grado de infectividad de las metacercarias de Fasciola hepatica inoculadas a 5 ratones
obtenidas de caracoles de campo del mes de agosto
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Porcentaje de infectividad
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Figura 2

Grado de infectividad de metacercarias de Fasciola hepatica inoculadas a ratones obtenidas de
caracoles de campo del mes de noviembre
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Figura 3

ias de Fasciola hepatica inoculados a conejos
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CONCLUSIONES FINALES

1. - En el presente trabajo en los afios de 1997 y 1998, en el rancho de la
Universidad Auténoma de Hidalgo del municipio de Tulancingo, Hgo. Se noté que el
ganado bovino presentd una prevalencia de Fasciola hepatica en los meses de
noviembre, diciembre de 1997 y en enero, febrero y marzo (otofio e invierno) de
1998 con 100% y 80% respectivamente, y en los caracoles se encontraron las
fases evolutivas de Fasciola hepatica en los meses de agosto a noviembre.

2.- Se identificaron los siguientes moluscos: Fossaria humilis como huésped
intermediario de F. hepatica y como asociados: Physa cubensis, Helix aspersa,
Succinea sp. y Planorbella (Pierosoma) trivolvis, en el rancho de la Universidad
Auténoma de Hidalgo.

3- Se identifico a Fossaria humilis, como huésped intermediaric de Fasciola
hepatica, en el rancho de la Universidad Autdnoma de Hidalgo.

4.- E! porcentaje de infeccion como fases evolutivas de F. hepatica encontrado
dentro de caracoles de campo fue: 2.1% de esporoquistes, 3.69% de redias y 2.6%
de cercarias y en caracoles cuitivados en el laboratorio fue: 15% de esporoquistes,
17.50% de redias y 11% de cercarias.

5.- Las metacercarias obtenidas en el campo fueron 100% viables durante los
meses de agosto y noviembre de 1997 y el grado de infectividad de las

metacercarias en ratones fue del 62.5 al 75%.
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