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Ecoepidemiologia de Fasciola hepatica (Trematoda, Digenea) en el Norte de la
Provincia de Corrientes destacando aspectos ecoldgi cos de Lymnaea columella
(Pulmonata, Lymnaeidae) y su rol como hospedador in  termediario

Resumen

La fasciolosis, causada por Fasciola hepatica, es una parasitosis de gran importancia para el
ganado doméstico porque ocasiona importantes pérdidas econdémicas a nivel mundial. En Argentina
es endémica y la cuarta enfermedad mas importante para el ganado vacuno, su hospedador
definitivo. Con el objetivo de describir la dinamica de transmision de F. hepatica en una region de
Argentina con clima subtropical, se realizaron muestreos estacionales entre la primavera de 2002 y
de 2005 en un establecimiento en el norte de la Provincia de Corrientes. Se identificé al caracol
hospedador intermediario, se caracteriz6 su habitat y se estudié su abundancia, estructura y dinamica
poblacional en funcién de las condiciones climéaticas y ambientales. Se estimé la prevalencia por F.
hepatica en el hospedador intermediario y definitivo. Una sequia de 6 meses en el medio del estudio
permitid estudiar su impacto en la poblaciéon de caracoles y en la dinamica de transmisiéon de la
fasciolosis.

En el la zona de estudio se detectd un foco de transmision de F. hepatica bien establecido con
altas prevalencias en ambos hospedadores. Lymnaea columella fue el Unico hospedador
intermediario hallado, siendo éste su primer registro de infeccion natural por F. hepatica en Argentina.
Antes de la sequia la prevalencia de L. columella oscil6 entre 0 y 9% y la del ganado bovino entre 7,9
y 95%. La mayor prevalencia se observé en otofio e invierno, cuando las variables climaticas no
limitaron el desarrollo de los caracoles ni del parasito. Durante la sequia no se encontraron caracoles
vivos y la prevalencia en el ganado disminuy6 de 3,8% a cero. Cuando mejoraron las condiciones
ambientales los caracoles se recuperaron rapidamente. La infecciébn aparecié simultdneamente en
caracoles y en ganado un afio después de la sequia, con prevalencias de 0,1% y 1,6%,
respectivamente. Se recolectaron en total 7.851 L. columella en Bafiados y Malezales, dos ambientes
tipicos del Macrosistema del Ibera. Durante los periodos humedos se hallaron caracoles todo el afio,
con altas abundancias en invierno, intermedias en otofio y primavera y bajas en verano, siendo esta
Ultima la estaciébn mas critica por las altas temperaturas y la falta de agua. Durante los periodos
desfavorables los individuos medianos fueron los mas resistentes y los que permitieron una rapida
recuperacién de la poblacion.

La dinamica de transmisiébn de F. hepatica en la zona de estudio estuvo influenciada
principalmente por la disponibilidad de agua. Con suficiente humedad en el ambiente la transmisién
se produce durante todo el afio pero ante una sequia de 6 meses de duracién se interrumpio
naturalmente. El calor y la falta de agua producirian la muerte de los estadios de vida libre del
parasito y de los caracoles infectados, disminuyendo la contaminacion de las pasturas. En base a
esta informacién se propone un programa de control de la fasciolosis que podria hacerse extensivo a

otras regiones con climas y ambientes semejantes al de la zona de estudio.

Palabras Claves: Fasciola hepatica, Lymnaea columella, Fasciolosis, Epidemiologia, Transmision,
Humedales



Ecoepidemiology of Fasciola hepatica (Trematoda, Digenea) in the north of the
Province of Corrientes emphasizing ecological aspec ts of Lymnaea columella
(Pulmonata, Lymnaeidae) and its role as intermediat e host

Abstract

The fasciolosis, caused by Fasciola hepatica, is a parasitic disease of great veterinary importance
due to major economic losses in livestock, the definitive host. In Argentina, fasciolosis is endemic and
the fourth most important livestock disease. To investigate the transmission dynamics of F. hepatica in
a subtropical Argentine region, seasonal samplings were performed over a three-year study period
between spring 2002 and 2005 in a cattle farm in the north of Corrientes Province. The intermediate
snail host was identified and its habitat was characterized. The abundance and population structure
and dynamics were analyzed in relation to climate and environmental conditions. The prevalence of F.
hepatica infection was determined in both hosts. A 6-month drought occurring in the middle of the
study was an opportunity to investigate its impact on the snail population and on the transmission
dynamics.

A well-established transmission focus of F. hepatica was detected in the study area, with high

prevalence values in both hosts. Lymnaea columella was the only intermediate host found, this being
the first record of natural infection of this snail with F. hepatica in Argentina. Before the drought, the
prevalences of L. columella and cattle ranged between 0-9% and 7.9-95%, respectively. The highest
prevalence values were obtained in autumn and winter, when climate conditions favored snail and
parasite development. No snails were found during the drought and prevalence in cattle decreased
from 3.8% to zero. The snail population achieved full recovery when environmental conditions became
milder. Infection appeared simultaneously in snails and cattle one year after the drought, with
prevalences of 0.1 and 1.6%, respectively.
A total of 7,851 L. columella were collected in Bafiados and Malezales, two typical environments of the
Iberd Macrosystem. Snails were found throughout the humid periods, with high abundances in winter,
intermediate in autumn-spring and low in the hot, dry summer. The medium-sized snails were more
tolerant to unfavorable environmental conditions, allowing a rapid population recovery.

The transmission dynamics of F. hepatica in the study area was mainly influenced by water
availability: transmission occurs all year round in humid periods and it is naturally interrupted by a 6-
month drought. High temperature and lack of water may lead to the death of free-living parasite stages
and infected snails, thus limiting pasture contamination. A fasciolosis control program is proposed
based on the information provided herein, which may be extended to other regions with similar

climates and environments.

Key words: Fasciola hepatica, Lymnaea columella, Fasciolosis, Epidemiology, Transmission,
Wetlands



1. Introduccién

Capitulo 1

INTRODUCCION

1.1. Generalidades

La epidemiologia es la ciencia que estudia la frecuencia y la distribucion de las
enfermedades en las poblaciones, los factores que permiten predecir la aparicién, la
permanencia y la severidad de las mismas y el desarrollo de programas de control y/o
prevencion (Traub et al., 2005). Si bien esta definicion esta formulada en el contexto de la
salud humana, en el marco de las enfermedades parasitarias el término epidemiologia se
aplica tanto a los animales como al ser humano (Quiroz, 2005).

La epidemiologia de las enfermedades parasitarias de principios del siglo XX estaba basada
en el modelo individuo-agente infeccioso y se utilizaba para explicar y controlar las
infecciones emergentes (Smith et al., 2005). A fines de ese siglo se empez6 a analizar la
infeccidn a nivel poblacional dentro de un sistema de parasitos y hospedadores que
interactian entre si. Surge asi la ecoepidemiologia que estudia los efectos de las
parasitosis en las poblaciones, los patrones temporales y espaciales de su aparicion y
persistencia, la interaccién de los factores ambientales con las poblaciones de parasitos y

hospedadores y su influencia en la dinamica de transmision (Smith et al., 2005).

La interaccion biolégica entre un parasito y su hospedador es probablemente el tipo
de interaccion interespecifica mas especializada (Hurtrez-Bousseés et al., 2001) y recibe el
nombre de parasitismo . El parasito vive a expensas de su hospedador, se alimenta de sus
tejidos y/o sustancias metabolicas, afectando su fitness y ocasionandole importantes dafios
(Berenguer, 2007). La interaccion hospedador-parasito suele ser muy compleja e
involucra entre otras, caracteristicas genéticas, biologicas y ecoldgicas (Esch et al., 2002).
Esta compleja relacion se manifiesta, entre otros aspectos, por la especificidad del parasito
hacia sus hospedadores, llegando en algunos casos a parasitar una Unica especie (Esch y
Fernandez, 1994). El dafio relativo que sufre cada hospedador varia entre individuos y

depende de la condicion general de cada uno, la cual estd determinada por el estado
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nutricional, la presencia de otras parasitosis, la eficacia de la respuesta inmune y el nivel de
estrés (Wisnivesky, 2003). Los parasitos pueden modificar la supervivencia de sus
hospedadores ya sea en forma directa cuando su presencia mata a los individuos
infectados, o en forma indirecta, cuando les disminuye la capacidad para competir o les
aumenta la vulnerabilidad frente a los predadores (Minchella et al., 1985). Los parasitos
también pueden reducir la capacidad reproductiva de sus hospedadores ya sea
directamente dafiando los o6rganos reproductivos y diminuyendo su fecundidad, o
indirectamente disminuyendo su tasa de crecimiento , afectando su maduracion sexual
(Minchella et al., 1985). Por lo expuesto se concluye que las infecciones parasitarias actdan
como potentes agentes de seleccibn natural de las poblaciones de hospedadores
(Wisnivesky, 2003).

La propagacién de cualquier parasito requiere de la presencia de un hospedador
susceptible y de un mecanismo eficiente de transmisién entre ellos. En el caso de los
endoparasitos el hospedador es el ambiente inmediato del parasito y se acepta cominmente
que este Ultimo posee poco requisitos ambientales, mas alla de la presencia de
hospedadores susceptibles (Wullschleger y Jokela, 1999). Por lo tanto, en estos casos, la
hipotesis de que algunos habitats per se no son adecuados para el parasito aun estando
presentes sus hospedadores, dificilmente sea cierta (Wullschleger y Jokela, 1999). Sin
embargo, muchos parasitos tienen estadios de vida libre en sus ciclos de vida y sélo durante
algunos periodos estan en intimo contacto con el hospedador. En consecuencia, estos
parasitos deben adaptarse a un habitat vivo (hospedador) y al ambiente externo
(Wisnivesky, 2003). EI ambiente externo ejerce influencia en los parasitos que se transmiten
entre varios hospedadores (intermediarios y definitivos), restringiéndolos a los ambientes
donde todos ellos son simpatricos (Wullschleger y Jokela, 1999). De acuerdo con Pavlovsky
(1966), las enfermedades poseen habitats naturales en el mismo sentido que las especies.
Para este autor, las parasitosis en particular, estan localizadas naturalmente en ambientes
denominados focos naturales incluidos en areas geogréficas claramente definidas. Los
focos naturales son unidades ecolégicas o porciones de un cierto paisaje, que incluyen una
comunidad de animales formada por el parasito, los vectores y los hospedadores y el
ambiente externo o abiotico que facilita la circulacion del parasito y la persistencia del mismo
en la naturaleza (Wisnivesky, 2003). De lo expuesto se desprende que para conocer el
modo de transmision de los parasitos que se transmiten entre varios hospedadores es
necesario conocer las condiciones abidticas locales, la interaccion de los hospedadores con
su hbitat, la interaccion entre los hospedadores y el parasito y la historia de vida de éste
ultimo (Haseeb y Fried, 1997).
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Los parasitos del Phylum: Platyhelminthes, Clase: Trematoda, Subclase: Digenea se
hallan dentro del grupo de los que se transmiten entre varios hospedadores.
El ciclo de vida de los digeneos involucra un hospedador definitivo, en general un
vertebrado, donde el parasito alcanza la madurez sexual, por lo menos un hospedador
intermediario, donde se produce la multiplicacion larval (esporoquiste, redias y cercarias) y
estadios de vida libre (miracidios y cercarias) (Haseeb y Fried, 1997). El primer hospedador
intermediario generalmente es un caracol con respecto al cual los digeneos poseen una
gran especificidad. El estadio infectivo para el hospedador definitivo es la metacercaria y
para el primer hospedador intermediario, el miracidio.
Si bien el hospedador intermediario juega un rol fundamental en el ciclo de transmision
porque el parasito se multiplica asexualmente en él y aumenta en forma exponencial el
namero de larvas, el hospedador definitivo es importante en la diseminacién de la infeccion
debido a su mayor capacidad para trasladarse (Haseeb y Fried, 1997). Para entender el
modo de transmision en este tipo de ciclos es esencial conocer la biologia de los
hospedadores intermediarios y definitivos. Mas aun, la dinamica de transmisién de las
infecciones por digeneos soélo puede ser comprendida teniendo en cuenta los factores
abioticos que regulan las poblaciones de hospedadores intermediarios y aquellos que

influyen en el desarrollo de los estadios de vida libre del parasito (Haseeb y Fried, 1997).

1.2 Fasciola hepatica

1.2.1 Ciclo de vida

Fasciola hepatica (Linneaus, 1758) pertenece al Phylum: Platyhelminthes, Clase:
Trematoda, Subclase: Digenea, Orden: Echinostomata, Superfamilia: Echinostomatoidea,
Familia: Fasciolidae (Schmidty Roberts, 1977).

El ciclo de vida de F. hepatica puede dividirse en tres fases como se muestra en la
Figura 1.1: A) dentro del hospedador definitivo (juveniles, adultos y huevos), B) dentro del
hospedador intermediario (esporoquistes, redias y cercarias) y C) en el medio ambiente
(huevos, miracidios, cercarias y metacercarias).

Los hospedadores definitivos de F. hepatica son mamiferos herbivoros, ovinos, bovinos,
caprinos, suinos, equinos, camélidos, lagomorfos y los humanos, entre otros, que adquieren
la infeccion al ingerir metacercarias adheridas en la vegetacion o suspendidas en el agua.
Después de aproximadamente una hora la metacercaria comienza a desenquistarse y una

vez liberado del quiste el juvenil atraviesa la pared intestinal y migra por la cavidad
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abdominal hacia el higado (Andrews, 1999). A los 4-6 dias post-infeccién el juvenil alcanza
el higado, penetra la capsula de Glison y migra a los ductos biliares alcanzandolos a las 5-6
semanas post-infeccion, donde se establece definitivamente y se convierte en adulto (2-3
meses post-infeccién) (Andrews, 1999). Cada fasciola incrementa hasta 100 veces su
tamafio desde que se desenquista y hasta que alcanza los ductos biliares (Fig. 1.2 AB) y
este crecimiento es a expensas de consumir tejido hepatico del hospedador definitivo lo cual
le produce profusas hemorragias y fibrosis. A partir de la 8va semana post-infeccion
comienza el periodo patente de la infeccion, con la aparicién de huevos de F. hepatica en la
bilis y con posterioridad en la materia fecal del hospedador (Fig. 1.1 A) (Andrews, 1999).

Los huevos son operculados, de color amarillo, levemente amarronados, ovalados y no
estan embrionados en la materia fecal (Fig. 1.2 C). Es indispensable que el huevo entre en
contacto con el agua para que comience el desarrollo del embrién (Fig. 1.1 C) (Andrews,
1999). La tasa de desarrollo de los huevos aumenta con la temperatura en el rango de 10°C
y 30°C, tardando 6 meses a 10°C, 2-3 meses a 16°C, 2-3 semanas a 24°C y 8 dias a 30°C
(Andrews, 1999). El desarrollo de los huevos se inhibe considerablemente por encima de los
30°C y completamente por encima de los 37°C, temperatura a la cual también aumenta la
mortalidad (Andrews, 1999). Los huevos sobreviven en heces humedas hasta 10 semanas
en verano y hasta 6 meses en invierno, pero mueren rapidamente en ausencia de agua o
una superficie humeda (Andrews, 1999). Una vez completado el desarrollo del huevo
emerge una larva ciliada, nadadora, llamada miracidio (Fig. 1.1 B y Fig. 1.2 D), que debe
buscar activamente al hospedador intermediario, caracoles de la familia Lymnaeidae. Los
miracidios, al igual que otros estadios larvales de vida libre no se alimentan, por lo que
tienen aprox. 24 hs antes de que se acaben sus reservas para encontrar y penetrar en el
caracol (Andrews, 1999). Los miracidios de F. hepatica poseen fototropismo positivo y
geotropismo negativo, lo cual les facilita encontrar al caracol (Andrews, 1999), ya que los
lymneidos suelen vivir en los bordes de arroyos o pequefios cuerpos de agua y en
ambientes con poca profundidad (Malek, 1985). La penetracion del miracidio ocurre por
cualquier parte del cuerpo del caracol aunque es mas exitosa por la cavidad pulmonar.

En el caracol se produce la multiplicacion asexual de F. hepatica. Dentro del caracol el
miracidio se transforma en el siguiente estadio larval, el esporoquiste (Fig. 1.1 B) que migra
hacia el hepatopancreas. El esporoquiste tiene forma de bolsa y contiene masas de células
germinales que daran origen a las redias (Fig 1.1 B). Las redias maduras abandonan el
esporoquiste rompiendo su pared del cuerpo y se desarrollan en el mismo caracol. Miden
entre 1 y 3 mm, poseen una boca, una faringe y un intestino ciego y se alimentan de los

tejidos del caracol, causandole dafios importantes en el aparato digestivo y reproductor
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(Pinheiro et al., 2004). Las redias poseen células germinales en el extremo posterior de su
cuerpo a partir de las cuales se desarrollan las cercarias .

Cuando las condiciones ambientales son desfavorables las redias pueden producir una
segunda generacion de redias, retrasando la produccion de cercarias hasta que mejoren las
condiciones (Pinheiro et al., 2004).

Por cada miracidio que penetra en el caracol pueden desarrollarse entre 800 y 4.000
cercarias (Andrews, 1999). Las cercarias maduras abandonan las redias y rompen el tejido
del caracol saliendo al medio ambiente (Fig. 1.1 C y Fig. 1.2 F). La emergencia de las
cercarias suele ocurrir entre las 4 y 7 semanas posteriores al ingreso de los miracidios y es
estimulada por la luz, debido a que éstas poseen fototropismo positivo. La temperatura
Optima para la emergencia de las cercarias coincide con la temperatura a la cual el caracol
alcanza su méaxima actividad (Graczyk y Fried, 1999). Las cercarias son el segundo estadio
de vida libre en el ciclo de F. hepatica y al igual que los miracidios no se alimentan, por lo
que su expectativa de vida (24 h aprox.) depende, entre otros factores, de la temperatura
externa y de la cantidad de glucogeno y grasas que acumularon durante su fase en el
caracol (Graczyk y Fried, 1999). Al aumentar la temperatura en el ambiente, aumenta la
cantidad e intensidad de los movimientos y, en consecuencia, disminuyen mas rapidamente
sus reservas (Graczyk y Fried, 1999). Una vez en el agua las cercarias se dirigen hacia la
superficie (geotaxismo negativo) y nadan activamente en busca de un lugar donde
enquistarse. Para hacerlo se adhieren a diferentes sustratos (hojas, plantas, rocas,
superficie del agua, etc.), pierden la cola y secretan una sustancia gelatinosa que las cubre y
las protege. Los quistes o metacercarias (Fig. 1.1 C,Ay Fig. 1.2 E) son el estadio infectivo
para el hospedador definitivo y constituyen formas de resistencia, ya que bajo determinadas
condiciones pueden sobrevivir y permanecer infectivas por mucho tiempo. La supervivencia
y la infectividad de las metacercarias disminuyen al aumentar la temperatura. A -20°C
pierden la infectidad pero no mueren, entre -10 y -2°C resisten el congelamiento y se
mantienen infectivas, entre -3 y 5°C sobreviven aproximadamente un afio, entre 12-14°C 6
meses, a 20°C 8 semanas y a 25°C 6 semanas o menos (Andrews, 1999). En condiciones
naturales, se observo que las metacercarias son destruidas rapidamente por el calor y la

sequia (Boray, 1969).

12



1. Introduccién

Figura 1.1 : Ciclo de vida de Fasciola hepatica. A. Desarrollo en el hospedador definitivo, B.
Desarrollo en el hospedador intermediario, C. Desarrollo en el medio ambiente.
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Figura 1.2: Estadios del ciclo de vida de F. hepatica. A. juveniles y adultos, B. adulto, C.
huevo, D. miracidio, E. metacercaria, F. cercaria.
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1.2.2 Caracteristicas de la infeccién por F. hepatica en el hospedador
intermediario

Fasciola hepatica posee una gran especificidad hacia su hospedador intermediario ya
gue soélo se desarrolla en caracoles de la familia Lymnaeidae. Estos caracoles estan
distribuidos en todo el mundo aunque son mas abundantes en las zonas templadas del
Hemisferio Norte (Malek, 1985). Son caracoles pulmonados, en su mayoria anfibios,
capaces de vivir sobre el fango aunque existen algunas especies mas acuaticas que se
desarrollan a varios centimetros de profundidad. Habitan una gran variedad de ambientes
dulceacuicolas temporarios y permanentes, poco profundos, de aguas claras con poca
corriente, etc (Malek, 1985) (ver capitulo 4 para mas detalles).

No todas las especies de lymneidos son igualmente susceptibles a F. hepatica y tanto
los factores extrinsecos (condiciones ambientales de cada regién) como los intrinsecos
(estado nutricional, tamafio, madurez sexual, etc.) influyen en el rol de cada especie como
hospedador intermediario (Mattos y Ueno, 1986; Minchella et al., 1985; Ollerenshaw,
1971a). Algunos lymneidos actian como el hospedador intermediario principal de F.
hepatica y otros juegan un rol secundario en la transmision del parasito (Boray, 1981).

En Europa, por ejemplo, el hospedador intermediario principal de F. hepatica es Lymnaea
truncatula y los secundarios son Lymnaea glabra y Lymnaea palustris (Boray, 1981). En
Africa, L. truncatula también es el hospedador intermediario principal y la especie introducida
desde América del Norte, Lymnaea columella el secundario (Appleton, 2003). En América
del Norte, Lymnaea bulimoides, Lymnaea cubensis y L. truncatula son los hospedadores
principales (Boray, 1981; Malone et al., 1984) y L. columella el secundario (Malone, 1994).
En América Central, L. cubensis actia como el hospedador principal y L. columella como el
secundario (Boray, 1981). En la mayoria de los paises de América del Sur Lymnaea viatrix,
L. cubensis y L. truncatula estan identificadas como los principales hospedadores de F.
hepatica (Kleiman et al., 2007; Pointier et al., 2006; Samadi et al., 2000 , respectivamente),
mientras que en Brasil, la especie introducida L. columella es el principal hospedador
intermediario (Amato et al., 1986). En Nueva Zelanda y en Australia si bien la especie nativa
Lymnaea tomentosa es un eficiente hospedador de F. hepatica, la especie introducida L.
columella parece ser responsable de la diseminacién de la fasciolosis en zonas donde la

especie nativa no esté presente (Boray et al., 1984; Harris y Charleston, 1976).
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1.2.2.1. ldentificacion de F. hepatica

La identificacién de F. hepatica en el hospedador intermediario puede realizarse a partir
de diferentes técnicas. Por un lado estan las técnicas directas como el aplastamiento, la
diseccion de los caracoles o la observacion de emisién de cercarias, que se basan en las
caracteristicas morfolégicas del parasito. El aplastamiento de los caracoles es el método
més utilizado para detectar infeccién en caracoles provenientes del campo, a pesar de que
sélo brinda informacién sobre la prevalencia® de infeccion (y no la intensidad?®) (Caron et al.,
2008). La diseccion de los caracoles es el método mas usado en infecciones experimentales
ya que permite calcular la prevalencia, la intensidad y la produccion de cercarias (Caron et
al., 2008). La observacion de emision de cercarias puede utilizarse para evaluar la eficiencia
de esa especie como hospedador intermediario y su contribucion a la contaminacion de las
pasturas, pero no es un buen indicador de la prevalencia ya que muchos caracoles no
emiten cercarias, a pesar de estar infectados con cercarias maduras (Vignoles et al., 2002).
Tampoco es un buen indicador de la intensidad de la infeccion ya que solo tiene en cuenta a
las cercarias.

Si se utilizan estas técnicas, la identificacion de F. hepatica debe realizarse a partir de las
caracteristicas morfologicas de las cercarias maduras , ya que presentan caracteres
diagnosticos especificos (Andrews, 1999). En cambio, las redias de F. hepatica poseen
caracteres morfolégicos similares a otras redias de la superfamilia Echinostomatoidea, que
también pueden infectar a los caracoles lymneidos (Carvalho et al., 2001; Prepelitchi y
Ostrowski de Nufiez, 2007). Por lo tanto, cuando se trabaja con lymneidos infectados
naturalmente y no existe informacién sobre que otras especies de Echinostomatoideos estan
presentes en la zona de estudio, la determinacion especifica debe realizarse a partir de las
caracteristicas morfolégicas de las cercarias maduras y no de las redias (Ostrowski de
Nufiez, com. pers). No obstante, solo se podria identificar a F. hepatica a partir de las redias,
si al cabo de numerosos muestreos durante un periodo prolongado de tiempo solo se

hubieran encontrado caracoles infectados exclusivamente con F. hepatica.

Por otro lado, existen técnicas moleculares para identificar a F. hepatica en el
hospedador intermediario, como las de hibridizacion/transferencia de ARN y/o ADN y las de
PCR (clasica, multiple y en tiempo real). Las primeras no se utilizan en el campo ya que
requieren el uso de moléculas radiactivas o quimioluminiscentes y de equipos sofisticados y

costosos (Caron et al., 2008). Las técnicas de PCR frecuentemente son consideradas las

! Prevalencia: Nimero de hospedadores infectados con una determinada especie de parasito divido por el nimero de
hospedadores examinados para esa especie de parasito (Bush et al., 1997).
2Intensidad: Nimero de individuos de una determinada especie de parasito en cada hospedador infectado (Bush et al., 1997).
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mejores debido a su gran sensibilidad y especificidad (Kaplan et al., 1997). Sin embargo, la
técnica de PCR clasica no permite determinar la intensidad de la infeccién en el caracol ni la
presencia de cercarias. Al mismo tiempo, las técnicas de PCR clasicas y mudltiples, no
brindan informacion sobre la viabilidad de los parésitos, ya que una sefal positiva ho permite
saber si la infeccion podra desarrollarse hasta la liberacién de cercarias maduras (Caron et
al., 2008). Por ultimo, la técnica de PCR en tiempo real permite calcular de manera confiable
la intensidad de infeccidén ya que el nivel de la flurorescencia es proporcional a la cantidad
de producto de PCR formado y este refleja la cantidad de parasitos presentes (Caron et al.,
2008).

En comparacion con estas técnicas moleculares, el aplastamiento y la diseccion de los
caracoles son métodos simples, de bajo costo, que permiten detectar en forma directa
infecciones naturales y experimentales e identificar distintos estadios larvales del parésito
(Dreyfuss et al., 2005; Mage et al., 2002). Sin embargo, el calculo de la prevalencia y la
intensidad de infeccion suele ser lenta, laboriosa y solo puede realizarse en caracoles muy
infectados.

En definitiva, para identificar a F. hepatica en su hospedador intermediario, existen distintas
técnicas de analisis y cada una responde preguntas diferentes. Actualmente no existe una
Unica técnica que sea simple, robusta, reproducible y lo suficientemente econdémica para
usar en el campo. Por lo tanto, para estimar la prevalencia de la fasciolosis a nivel local, es
imprescindible utilizar una combinacion de técnicas, como por ejemplo las moleculares que
detectan la invasion del parasito y las técnicas directas que detectan infeccidnes exitosas y

permiten identificar distintos estadios larvales del parasito.

1.2.3 Caracteristicas de la infeccion por  F. hepatica en el hospedador
definitivo

La enfermedad causada por F. hepatica en el ganado y en los humanos se conoce como
fasciolosis 0 distomatosis. La fasciolosis tiene una distribucién cosmopolita, siendo mas
frecuente en la mayor parte de Europa incluyendo las islas con condiciones climaticas
favorables, en las zonas montafiosas del sur del continente Asiatico, en el este y sur de
Africa (Boray, 1985), en las regiones templadas y tropicales del continente Americano

(Torgerson y Claxton, 1999), en Nueva Zelanda y en Australia (Boray, 1985).

Los mamiferos herbivoros que actian como hospedadores definitivos de F. hepatica

(seccidn 1.2.1) presentan distinto grado de susceptibilidad y de resistencia al parasito. Por
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ejemplo, las ovejas son muy susceptibles y no presentan resistencia y el ganado bovino es
menos susceptible y su resistencia frente al parasito es moderada. Esto determina que el
desarrollo y los efectos de la infeccién sean diferentes en cada grupo, observandose por

ejemplo mayor mortalidad en ovinos que en bovinos (Olaechea, 2007).

En el hospedador definitivo los dafios o los cambios patolégicos inducidos por F.
hepatica son proporcionales al nUmero de parasitos en los tejidos hepaticos, al tamafio de
las fasciolas adultas y a la duracién del periodo prepatente de la infeccidn (entre la ingestion
del parasito y la eliminacion de huevos). La migracion de las fasciolas juveniles en su
camino hacia los ductos biliares produce hemorragias y esta pérdida de sangre provoca
anemia y en algunos casos la muerte (Boray, 1985).

La fasciolosis puede presentarse en su forma aguda, subaguda o cronica. La fase aguda se
caracteriza por la muerte subita de los animales infectados cuando la carga parasitaria es
muy alta. Los sintomas mas evidentes son ascitis, hemorragia abdominal, ictericia,
membranas empalidecidas, decaimiento y pérdida de estado. Los signos clinicos de esta
fase se hacen evidentes entre la 6° y 10° semana post-infeccion (Behm y Sangster, 1999).
La fase subaguda se caracteriza por una marcada letargia, anemia y pérdida de peso en los
animales infectados. Se observa también una moderada cantidad de huevos del parasito en
las heces del hospedador. Por dltimo, la fase cronica se caracteriza por el desarrollo de
edema inter mandibular, ascitis, extenuacion y una elevada cantidad de huevos del parasito
en las heces del hospedador. Los signos clinicos de estas fases se hacen evidentes entre la

12° y 40° semana post-infeccion (Behm y Sangster, 1999).

Desde el punto de vista veterinario, es una de las enfermedades parasitarias de mayor
importancia econémica para el ganado doméstico, con pérdidas anuales estimadas en mas
de 2000 millones de dolares a nivel mundial (Mas-Coma et al., 1999). Estas son producto
del dafio que produce el pardsito en los animales e incluyen el decomiso de higados, la
muerte de los animales infectados, la reduccion en la produccion de carne y leche (Hope
Cawdery et al., 1977), la disminucion en la calidad de la lana (Boray, 1981), los abortos y la
reduccion en la fertilidad en animales con altas cargas parasitarias (Dargie, 1987). Ademas,
debido a que la fasciolosis se controla mediante la aplicacion masiva de antiparasitarios, a
estas pérdidas debe sumarsele los gastos indirectos del uso de drogas (Boray, 1981). Se
estima que en el mundo alrededor de 250 millones de ovejas y 300 millones de vacas se
encuentran bajo riesgo de infeccién en zonas donde F. hepatica esta presente (Boray,
1981).
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En Argentina los registros de decomiso de higados indican que la fasciolosis es la cuarta
enfermedad de importancia veterinaria del ganado bovino (Oficina de estadistica del
SENASA). Es considerada una enfermedad endémica en el pais y su distribucién abarca las
provincias de Buenos Aires, Catamarca, Cordoba, Corrientes, Chaco, Chubut, Entre Rios,
Jujuy, La Pampa, Mendoza, Misiones, Neuquén, Rio Negro, Salta, San Luis, Santa Cruz,
Santa Fé y Tierra del Fuego (Oficina de estadistica del SENASA, 2007). En los dltimos 5
afos, las mayores prevalencias se registraron en la Region Patagoénica (6,8%), seguida de
la Region Noreste (4,1%), Noroeste (2,2%), Cuyo (1,4%) y Pampeana (0,9%) (Oficina de
estadistica del SENASA, 2007) (Mas detalles en el Capitulo 2).

La poblacion humana puede participar activamente en la transmision, ya que el
desarrollo del parasito muestra las mismas caracteristicas que en el ganado bovino y ovino
(Mas Coma et al., 1999). Esta parasitosis es considerada por la OMS como una zoonosis
emergente y constituye un problema de salud publica, ya que se estima que 2,4 millones de
personas estén infectadas en el mundo (Rim et al., 1994). En los ultimos afios se incremento
la incidencia en 51 paises de los 5 continentes (Mas Coma et al., 1999). Sin embargo, el
hecho de que esta parasitosis no sea de denuncia obligatoria sugiere que el nUmero de
casos podria ser mayor al estimado (Mas-Coma et al., 2005). En nuestro pais, no se conoce

la importancia de esta enfermedad ya que no existen registros sanitarios.

1.2.3.1 Diagndstico

El diagndstico de F. hepatica en el hospedador definitivo puede realizarse a partir de la
necropsia de animales muertos y la observacion de los parasitos adultos en el higado y sus
lesiones, y/o a partir del diagndstico de laboratorio.

El diagnéstico de laboratorio, histéricamente se realiz6 mediante la deteccion de huevos
en materia fecal (diagnéstico coproldgico). Existen varios métodos (flotacion, sedimentacion,
tamizacion, etc) y todos se basan en la concentracion de los huevos para su posterior
visualizacion en lupa o microscopio (Dennis et al., 1954; Kleiman et al., 2005). Actualmente
existen también métodos alternativos, como las técnicas moleculares y los ensayos
inmunoenzimaticos (ELISA) (Duménigo y Villalvilla, 1998; Rognlie et al., 1996), que se
basan en la deteccion de ADN, antigenos o anticuerpos del parasito y son mas sensibles
que los métodos coprolégicos, ya que pueden detectar infecciones tempranas causadas por
juveniles que aun no alcanzaron la madurez sexual y que no liberan huevos, asi como
infecciones tardias con pardsitos seniles. Sin embargo, los métodos moleculares e
inmunolégicos no proveen informacion sobre la cantidad de huevos liberados ni sobre la

proporcion de hospedadores definitivos que aportan huevos al ambiente. Estas variables
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son importantes para la realizacion de estudios epidemiolégicos, ya que la oferta de
potenciales miracidios a las poblaciones locales de caracoles modelan la dindmica de la

transmisioén de F. hepatica.

1.2.4 Epidemiologia de la fasciolosis

El estudio de la epidemiologia de la fasciolosis en el ganado involucra los factores que
afectan la prevalencia y la intensidad de la infecciébn y como ésto impacta en los animales
(Torgerson y Claxton, 1999). La epidemiologia de la enfermedad depende de la
susceptibilidad de las especies de hospedadores definitivos, dada por la resistencia natural
y/o adquirida y por el estado nutricional, la edad y otros factores que condicionan la fisiologia
de cada especie y también de la presién de infeccidon en el ambiente (Torgerson y Claxton,
1999). La presién de infeccion, a su vez, estd fuertemente influenciada por factores
abidticos, en particular por la temperatura y la humedad, que modulan la presencia y el
desarrollo de los hospedadores intermediarios y el desarrollo del parasito dentro y fuera de
éstos (Torgerson y Claxton, 1999). La epidemiologia de la fasciolosis también depende de

una gran variedad de factores topograficos, bioldgicos y de manejo ganadero (Boray, 1985).

En la Figura 1.3 se muestran las interacciones de estos factores epidemioldgicos. La latitud
y la altitud determinan la temperatura . La temperatura media de la atmdsfera disminuye
0,5°C por cada grado que aumenta la latitud y por cada 100m de elevacion en la altitud
(Flores et al., 2008). A su vez, las altas precipitaciones o el riego artificial en zonas con
escasa pendiente o mal drenaje favorecen la acumulacién de agua en el suelo. Cuando la
temperatura oscila entre los 10°C y 30°C y hay suficiente humedad en el suelo se generan
condiciones favorables para el establecimiento y el desarrollo de los caracoles de la
familia Lymnaeidae, que actian como hospedadores intermediarios de F. hepatica
(Torgerson y Claxton, 1999). Estas condiciones permiten que los caracoles desarrollen
poblaciones abundantes y persistentes en el tiempo. A su vez, los huevos de F. hepatica,
eliminados por el ganado infectado, se desarrollan satisfactoriamente bajo éstas mismas
condiciones ambientales, liberAndose al ambiente gran cantidad de miracidios. Estos se
ponen en contacto con las poblaciones abundantes de caracoles susceptibles y aumenta el
numero de caracoles infectados que luego emitirdn cercarias que se enquistaran en la
vegetacion, contribuyendo a la contaminacion de las pasturas y elevando la presion de
infeccion para el ganado. Una gran cantidad de hospedadores definitivos susceptibles, ya

sea por que tienen una resistencia innata pobre o una respuesta inmune deficiente, estara
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en condiciones de infectarse y desarrollar exitosamente la infeccion. A su vez, la elevada
carga ganadera por hectarea contribuira a que muchos animales puedan infectarse y liberen
gran cantidad de huevos al ambiente (Fig. 1.3).

En aquellas areas donde la temperatura media oscila entre 10°C y 37°C, la transmisiéon
se produce durante todo el afio si hay humedad disponible en el terreno. En zonas sujetas a
inviernos rigurosos, veranos muy calidos o periodos de sequia, la transmision esta
restringida a los meses més favorables (Torgerson y Claxton, 1999).

Las medidas para controlar esta parasitosis dependen de un profundo conocimiento de
la epidemiologia de la fasciolosis a nivel local. Este conocimiento permitird disefar
estrategias de control especificas que permitan reducir la transmision del parasito,
minimizando la prevalencia y la intensidad de la enfermedad en animales con riesgo de
adquirirla (Torgerson y Claxton, 1999).

Figura 1.3: Epidemiologia de la fasciolosis.
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1.3. Objetivos de la Tesis

Los objetivos generales de esta tesis son:

1)

2)

3)

Describir la dinamica de transmision de Fasciola hepatica en el norte de la

Provincia de Corrientes,

La presencia de una gran cantidad de bovinos infectados con F. hepatica en el
norte de la Provincia de Corrientes (Moriena et al.,, 1999) y la falta de estudios
epidemioldgicos integrales sobre esta parasitosis en la zona, motivé la realizacion
de este trabajo para conocer la dindmica de transmision local, analizando en forma
simultanea al parasito, a los hospedadores (definitivo e intermediario), al tipo de
ambiente y a las variables bidticas y climaticas.

El norte de la Provincia de Corrientes pertenece a una region con clima
subtropical y presenta una topografia particular ya que gran parte de su superficie
estd ocupada por distintos tipos de humedales, como Bafados, Esteros vy
Malezales . Estas dos caracteristicas de la zona de estudio subrayan la importancia
de estudiar la dindmica de transmision de F. hepatica porque, por un lado, no se
conoce el patron de transmision de F. hepatica en regiones de Argentina con clima
subtropical, ya que los Unicos estudios epidemiologicos realizados en el pais se
desarrollaron en la Patagonia, una region con clima arido frio (Kleiman et al., 2007;
Rubel et al., 2005), y por el otro, porque nunca se habia estudiado la dinamica de
transmision en este tipo de humedales, que seguramente son ambientes aptos para
el desarrollo de los estadios de vida de F. hepatica y de sus hospedadores

intermediarios (caracoles de la familia Lymnaeidae).

Identificar los factores que influyen en la transmi sibn de Fasciola hepatica ,

y

Elaborar una propuesta de control de la transmis  i6n adecuada a las
caracteristicas epidemioldgicas locales.

La dinamica de transmision de F. hepatica esta fuertemente influenciada por
factores bidticos (comunidad de gasterépodos) y abiodticos (temperatura, humedad,
tipos de ambientes) que modulan la dinamica poblacional de los hospedadores
intermediarios y el desarrollo del parasito dentro y fuera de éstos. La importancia

relativa de cada uno de estos factores varia segun la region geogréfica y sus
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caracteristicas climaticas y topograficas. Por lo tanto, resulta fundamental estudiar y
conocer las particularidades de la transmisibn en el norte de la Provincia de
Corrientes para disefar e implementar medidas de control efectivas basadas en las

caracteristicas propias de la transmision en la zona.

Los objetivos especificos y las hipétesis planteadas en esta tesis se describen

detalladamente en cada capitulo, segun corresponda.

1.4. Estructura de la tesis

En el capitulo 2 se describen los criterios adoptados para la seleccion del &rea de estudio
y sus caracteristicas ambientales y climaticas.

En el capitulo 3 se describen los materiales y métodos aplicados a lo largo de todo el
estudio.

En el capitulo 4 se identifica morfologicamente a la especie de lymneido presente en la
zona de estudio.

En el capitulo 5 se describe la abundancia, la estructura, la dinAmica poblacional y los
aspectos biolégicos y ecoldgicos mas sobresalientes de este caracol en los distintos
humedales del norte de la Provincia de Corrientes y su relacién con las variables climaticas
y ambientales.

Finalmente, en el capitulo 6 se describe la dinAmica de transmisién de F. hepatica en la
zona de estudio teniendo en cuenta la prevalencia de infeccién en el hospedador definitivo,
la prevalencia de infeccion en el hospedador intermediario, las variables ambientales y el
manejo sanitario de los animales. En base a estos resultados obtenidos se propone un

programa especifico para controlar la fasciolosis en la zona de estudio.
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2. Carateristicas del ambiente

Capitulo 2

CARACTERISTICAS DEL AMBIENTE

2.1. Seleccion del area de estudio

La primera referencia en Argentina sobre la fasciolosis data de 1888, cuando se la
reconoce como un problema para el ganado ovino en la Provincia de Buenos Aires
(Wernicke, 1888). En aquella época, solo se conocia que el ganado infectado albergaba en
su higado y canales biliares las formas adultas del parasito, reconocidas como pequefias
“sanguijuelas” que vivian en aguas estancadas y eran consumidas por el ganado al pastar
en zonas anegadas. Wernicke (1888) tuvo la certeza de que las larvas de Fasciola hepatica
se desarrollaban en caracoles, pero no logré encontrar ejemplares infectados. La primera
descripcion completa y detallada del ciclo de vida de F. hepatica fue realizada por Sivori
(1893, citado en Bacigalupo, 1934) y el hallazgo de Lymnaea viatrix como hospedador
intermediario en nuestro pais fue realizado por primera vez por Bacigalupo (1934). F.
hepatica fue introducida al nuevo mundo desde Europa después de la colonizacién
(Wernicke, 1888), momento a partir del cual se disperso, afectando al ganado doméstico, al
silvestre y al ser humano (Olaechea, 2007). Actualmente, ésta parasitosis se encuentra
distribuida en todo el territorio Argentino, desde el extremo norte hasta el centro de la
Patagonia, y desde la precordillera hasta las costas del Atlantico.

Para analizar los niveles de infeccion de esta zoonosis a nivel nacional y regional
durante los 5 afios previos al comienzo del estudio (1997-2002) se analizaron los registros
del numero de higados bovinos decomisados en mataderos oficiales, suministrados por la
division de estadistica del Servicio Nacional de Sanidad Animal (SENASA). Para interpretar
los resultados a nivel regional, se dividié al pais en las siguientes regiones: Noroeste (Jujuy,
Salta, La Rioja, Tucuman, Catamarca y Santiago del Estero), Noreste (Formosa, Chaco,
Misiones, Corrientes y Entre Rios), Cuyo (San Juan, San Luis y Mendoza), Pampeana
(Cérdoba, Santa Fé, Buenos Aires y La Pampa) y Patagbnica (Neuquén, Rio Negro,
Chubut, Santa Cruz y Tierra del Fuego).

La prevalencia de fasciolosis a nivel nacional, para el periodo 1997-2002, oscil6 entre
0,7y 1,1% (Tabla 2.1). Teniendo en cuenta que la fasciolosis es la cuarta enfermedad en

importancia para el ganado domeéstico en el pais (SENASA), resulta llamativa la baja
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prevalencia registrada a escala nacional. Estos valores podrian estar subestimando la
prevalencia real, ya que los datos del SENASA solo reflejan la situacion de los mataderos
nacionales, y no tienen en cuenta lo que sucede en los establecimientos Provinciales y

municipales, donde se faenan gran cantidad de animales.

Tabla 2.1: Prevalencia nacional y regional en ganado bovino, calculada a partir del nimero
de higados decomisados por distomatosis en frigorificos nacionales registrados por el
SENASA en el periodo 1997-2002. Ref: P= Prevalencia

Regiones
NOROESTE PAMPEANA | PATAGONICA

Total Pais

Decomiso | P (%) Decomiso | P (%) Decomiso | P (%) Decomiso | P (%) Decomiso | P (%) Decomiso | P (%)

114.559 11 759 0,7 |16.600| 2,9 | 4.557 1,3 |77.275| 0,6 |15.368| 9,6
89.118 0,9 1.092 1,3 |12.480| 2,9 | 4.326 1,7 |59.837| 0,7 |11.383| 8,0
85.362 0,8 845 1,1 |14.653| 3,3 | 4.976 15 |51.127| 05 |13.761| 84
78.114 0,7 934 1,1 |10998| 2,4 | 3.897 1,1 |47987| 05 |14.298| 7,5
66.662 0,7 1.094 15 |10.577| 2,3 | 3.177 1,2 |43.263| 0,5 8.551 5,0
85.949 0,9 2.463 25 9.135 2,5 | 3.755 1,2 [60.193| 0,7 |10.403]| 7,0

A nivel regional, se observan diferencias muy marcadas, tanto en la contribucion de cada
region al niumero de animales faenados y decomisados (Tabla 2.2), como en los niveles de
infeccion (Tabla 2.1). La regidbn Pampeana aporta alrededor del 90% de los animales
faenados y entre el 60-70% de los animales decomisados (Tabla 2.2), pero presenta los
valores de prevalencia mas bajos del pais (0,5-0,7%) (Tabla 2.1). Contrariamente, la regién
Patagonica contribuye muy poco a la faena nacional (1,5-1,8%) y aporta alrededor del 15%
de los animales decomisados (Tabla 2.2), pero presenta las prevalencias mas altas del pais
(5,0-9,6%) (Tabla 2.1). La regién de Cuyo presenta niveles de infeccion bajos (1,1-1,7%)
(Fig 2.1) a pesar de su relativa importancia en la proporcion de animales faenados y
decomisados (2,6-5,0%) (Tabla 2.2) . El Noroeste es la regidn con la menor contribucion a la
faena y al decomiso nacional (0,7-1,6%) y la que presenta la menor prevalencia de
fasciolosis (0,7-1,5%), salvo en 2002, donde todos los valores aumentaron
considerablemente (Tabla 2.1 y 2.2). Finalmente, la region Noreste tiene una importancia
particular, ya que es la segunda region en importancia, tanto en el aporte a la faena y el
decomiso nacional (3,9-5,4% y 10,6-17,2%, respectivamente; Tabla 2.2) como en los niveles
de infeccion de F. hepatica (2,3-3,3%) (Tabla 2.1). Esto significa que existen en esta zona

gran cantidad de animales infectados con el parésito y focos de transmision bien
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establecidos, donde se encuentran las condiciones propicias para el desarrollo del ciclo de

vida del parasito y de sus hospedadores.

Tabla 2.2: Aportes de cada region a la faena (faena x region/ faena nacional) y al decomiso nacional
(decomiso x region/ decomiso nacional) para el periodo 1997-2002 (SENASA).

Regiones

Pais NOROESTE PAMPEANA PATAGONICA

% % % % % % % % % %
Faena | Decomiso | Faena | Decomiso | Faena | Decomiso | Faena | Decomiso | Faena | Decomiso

Afo| Faena |Decomiso

1997 | 10.787.815| 114.559 1,0 0,7 5,4 14,5 3,2 4,0 89,0 67,5 15 13,4
1998 | 9.480.262 89.118 0,9 1,2 4,5 14,0 2,6 4,9 90,5 67,1 15 12,8
1999 | 10.434.127 | 85.362 0,7 1,0 4,3 17,2 3,1 5,8 90,3 59,9 16 16,1
2000 | 10.729.446 78.114 0,8 1,2 4,3 14,1 3,2 5,0 90,0 61,4 18 18,3
2001 | 9.777.845 66.662 0,8 1,6 4,8 15,9 2,7 4,8 90,1 64,9 18 12,8
2002 | 9.492.900 85.949 1,0 2,9 3.9 10,6 3,3 4,4 90,2 70,0 1,6 12,1

Las Provincias que integran la region Noreste difirieron en sus niveles de infeccion
durante el periodo 1997-2002, siendo Misiones la que presentd la mayor prevalencia (5-
11,1%) y el Chaco la menor (0-1,3%). En la Provincia de Corrientes, la prevalencia oscilo
entre 0,9 y 3,7% para el mismo periodo, aunque hubo dos afios sin informacién (1999 y
2000). Estos valores, calculados a partir de datos de decomiso de higado bovinos en
mataderos nacionales (SENASA), difieren de los registrados en mataderos Provinciales y
municipales, registrados por la direccion de Ganaderia de la Provincia de Corrientes. En la
década del 70", la enfermedad estaba circunscripta a unos pocos Departamentos del oeste
de la Provincia y las prevalencias oscilaban entre 9 y 30% (Lombardero et al., 1979b).
Estudios posteriores demostraron una ampliacion del area de distribucion inicial de ésta
enfermedad hacia zonas donde la presencia de F. hepatica no era habitual y un aumento en
los niveles de infeccion, que alcanzaron valores de hasta 32,7% (Moriena et al., 2000).

El Departamento de Beron de Astrada, esta localizado al norte de la Provincia y es una
de las zonas donde la presencia de F. hepatica se registré recién en la década del 90". En
1997, en un matadero de la capital Provincial, se registr6 el primer grupo de bovinos
infectados procedente de la localidad de Berdn de Astrada, con una prevalencia del 2,6%
(Moriena et al., 1999). Un estudio realizado entre 2000 y 2001 en un establecimiento de
dicha localidad, detect6 prevalencias de hasta 84,6% en ganado bovino de la zona, nacido y
criado localmente (Moriena et al., 2001). Este dltimo resultado resalta la importancia de ésta
zona en la transmision de F. hepatica y confirma la existencia de una nueva zona enzootica

para la fasciolosis.
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Figura 2.1: Climas de la Republica Argentina. De acuerdo a lo mencionado en el Capitulo 1,

L-»-I la dinamica de transmision de la fasciolosis

tiene fuertes determinantes ambientales que

modelan y generan patrones de transmision

i 43

particulares en cada region. La Argentina, por
su gran amplitud longitudinal y latitudinal
(desde los 21° 46' hasta los 55° 58' S),
presenta una gran diversidad climética, que

- incluye los climas calido, templado, &rido y

_Eec“m w w  frio (Fig. 2.1). Por lo tanto, es de esperar que
%EE""““‘““" E:."”m““ la dinAmica de transmision de F. hepatica en

= Wil las distintas zonas endémicas del pais sea
T*’:;:m ’ diferente y se vea afectada por distintos
r;wxwm factores.

e e ] V

e
Funte: Cunfoarin cmtos spin fopen

En nuestro pais, son pocos los trabajos relacionados con el estudio de la fasciolosis, y en
Su gran mayoria éstos abordan el tema desde una perspectiva veterinaria, analizando solo
lo que ocurre en los hospedadores definitivos de importancia econémica (e.g. Dwinger et
al., 1982; Lombardero et al., 1979b; Moriena et al., 2001; Moriena et al., 2007; Olaechea,
2007). En consecuencia, los trabajos que abordan el estudio de ésta parasitosis desde una
perspectiva epidemioldgica, analizando todos los factores involucrados en la dindmica de
transmision (hospedadores definitivos, hospedadores intermediarios, parasito, ambiente,
clima, etc.) son escasos (Kleiman et al., 2007; Rubel et al., 2005). Entre ellos, se puede
destacar el estudio sobre los factores involucrados en el ciclo de transmision de F. hepatica,
realizado en los valles cordilleranos patagdnicos de la Provincia de Chubut, por el ser el mas
actual y completo del pais (Kleiman et al., 2007). Los resultados obtenidos en dicho trabajo,
reforzaron la necesidad de estudiar la dinamica de F. hepatica en otra zona endémica, con
caracteristicas climaticas y topograficas contrastantes (Fig 2.1), para identificar los factores
que la determinan, comparar los patrones de transmision y obtener una vision global e
integrada de esta zoonosis a nivel nacional.

La region Noreste se presenta como una zona ideal para realizar un estudio
epidemiolégico de la fasciolosis, ya que es un area endémica para la enfermedad, es la

segunda region en importancia a nivel de prevalencias de infeccion y presenta
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caracteristicas climaticas y fisonémicas completamente opuestas a la region Patagonica.
Por todo lo expuesto, la zona elegida para realizar un estudio epidemiolégico integral de la
fasciolosis, donde se estudiaran todos los factores involucrados en la dindmica de
transmision, es la localidad de Berdn de Astrada, Provincia de Corrientes.

2.2. Caracterizacion del area de estudio

2.2.1. Provincia de Corrientes

La Provincia de Corrientes integra la region Noreste de Argentina (NEA) (Fig. 2.2) y
limita al norte y al oeste con el Rio Parana, que la separa de Paraguay y de las Provincias
de Chaco y Santa Fe; al este con el rio Uruguay, que la separa de Uruguay y de Brasil; al
sur con los rios Guayquirard y Mocoreta y los arroyos Basualdo y Tunas que la separan de
la Provincia de Entre Rios. Al nordeste los arroyos Itaembé y Chimiray junto con un tramo de

30 km de limite seco, la separan de la Provincia de Misiones (Fig. 2.3).

Figura 2.2: Regiones de Argentinas Figura 2.3 : Provincia de Corrientes, Argentina.
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La Provincia de Corrientes tiene una superficie aproximada de 88.200 km?. El territorio
forma parte de la cuenca sedimentaria del Parana originada en el paleozoico y fue afectada
a lo largo de su evolucién por diferentes procesos geodinamicos y morfoclimaticos. La

Provincia no presenta diferencias marcadas en elevaciones topograficas, con maximos que
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no superan los 200 m.s.n.m en el sector noreste y los 35 m.s.n.m en el sudoeste. Esta baja
amplitud lleva a definirla como una llanura (Escobar et al., 1990). La escasa pendiente, la
naturaleza del sustrato geoldgico y la accion de la biomasa, que entorpece el movimiento del
agua, provocan un drenaje deficiente que determina la presencia de vastas &reas
inundables o inundadas (lagunas, esteros, bafiados), ya sea por agua de lluvia o por
desborde de fuentes de agua. Estas &reas cubren cerca del 45% de la superficie de la

Provincia (Carnevali, 1994).

La Provincia de Corrientes presenta un clima subtropical (6 calido-templado) humedo sin
estacidén seca (Escobar et al., 1990). Los determinantes mas importantes del clima son la
temperatura, el régimen de lluvias y el balance hidrico (Carnevali, 1994). La temperatura
media anual varia entre 21,5°C al norte y 19,5°C al sur, la temperatura media del mes mas
frio (julio) varia entre 16 y 13°C y la media del mes mas célido (enero) entre 27 y 26°C.
Estas temperaturas invernales y estivales relativamente elevadas y su escasa variacion
anual definen al clima correntino como subtropical. En verano se registran maximas
absolutas de 42,5 a 46°C, segun zonas, y en invierno minimas absolutas de -1 a -5°C. Sin
embargo las heladas son poco frecuentes, con 320 a 360 dias libres de heladas (Carnevali,
1994). Las precipitaciones son abundantes, frecuentes e irregulares, superando los
1500mm anuales en el NE y descendiendo gradualmente hasta menos de 1000mm en el
SO. La época més lluviosa es el otofio y la mas seca el invierno, con un maximo secundario
en primavera y un minimo secundario en verano. Por la precipitacion registrada no se puede
hablar de estaciones secas ni de sequias de importancia, aunque periodos de escasez de
lluvias ocurren cada 4 a 6 afos, segun la zona, y de real importancia cada 10 afios
(Carnevali, 1994). El balance hidrico es positivo en toda la Provincia durante todo el afio.
Los mayores excesos de agua se observan al noreste mientras que hacia el oeste aumenta
la probabilidad de déficit hidrico, especialmente en verano (Escobar et al., 1990). A partir de
valores estacionales promedios de temperatura media, precipitacion y evapotranspiracion
potencial (ETP) y real (ETR) registrados en diversas estaciones meteorolégicas, se observa
que en verano la precipitacion es menor que la ETP y ETR provocando un déficit hidrico y
un mayor consumo del agua del suelo. En otofio se produce la reposicién del agua del suelo
debido a las lluvias intensas y a un menor consumo de agua, y en primavera son normales

los excesos de agua (Carnevali, 1994).

El clima es reconocido como el factor mas influyente en la distribucion de la vegetacion y
en el desarrollo de sus diversas formas (Carnevali, 1994). Cabrera y Willink (1973) se
basaron en caracteristicas de la vegetaciéon y de la fauna para dividir el territorio de América

latina en regiones biogeogréficas que a su vez pueden subdividirse en dominios, Provincias
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y Distritos. Segun estos autores, en la Provincia de Corrientes se distinguen tres unidades
biogeogréficas: el Distrito Oriental Chaquefio (Provincia Chaquefia), el Distrito del Nandubay
(Provincia del Espinal) y el Distrito de los Campos (Provincia Paranaense). Los dos primeros
pertenecen al Dominio Chaquefio y el ultimo al Dominio Amazénico. El Distrito Oriental
Chaquefio abarca llanuras y sierras de poca elevacion con predominio de bosque xerofilo y
un estrato herbaceo de gramineas, cactaceas y bromelidceas terrestres. También existen
palmares, sabanas y estepas arbustivas. La especie arborea mas caracteristica es el
guebracho colorado (Schinopsis balansae). En el Distrito de los Campos predominan las
sabanas de gramineas con arbustos y arbolitos aislados y en el Distrito del Nandubay el
bosque xerdfilo bajo y con pocas especies y palmares, estepas graminosas y estepas
haléfitas. Las especies arbéreas predominantes son el Nandubay (Prosopis algarrobilla) y el
algarrobo (Prosopis nigra) (Cabrera y Willink, 1973). Posteriormente, Carnevali (1994)
estudio las unidades de vegetacion o unidades de paisaje de la Provincia de Corrientes e
identific6 2 grandes regiones naturales delimitadas por la laguna del lbera: la regién
occidental (divida en 4 subregiones: 1.1.A, 1.1.B, 1.1lLAy 1.11.B) y la region oriental (divida en
4 subregiones: 2.ll, 2.IV, 3.V y 3.Vl) (Fig. 2.4). Estas regiones se relacionan con los

territorios fitogeograficos como se muestra en la Tabla 2.3.

Figura 2.4: Regiones naturales de la Provincia de Corrientes. Fuente: Carnevali, 1994.
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Tabla 2.3: Regiones naturales y territorios fitogeograficos de la Provincia de Corrientes

CODIGO REGION NATURAL* TERRITORIO
FITOGEOGRAFICO**
1.I.A Gran Regi6n occidental Dominio Chaquefio

Distrito Oriental Chaquefio

Albardén y planicie

8 SubDistrito Correntino
subconcava del Noroeste

Sector del parque chaquefio-Correntino de
Schinopsis balansae del albardén y planicies
subcdncavas del NW

11B Sector del parque mesopotamico de
Lomadas arenosas, sabanas graminosas, palmares de Butia
planicies y depresiones yatay y bosques de las lomas y planicies
embutidas
LA Valle actual del Paran& SubDistrito Hidro-higrofito

Sector fluvio-insular paranense con
pajonales, pirizales y bosques riparios

1.1.B
Debresion Iberana Sector de la depresion iberana con
P pirizales, pajonales y bosques xerohalofilos
2.1 Gran Regi6n Oriental Distrito del Nandubay
SubDistrito de las sabanas parque de
Cuchillas mesopotamicas | espinillo y sabanas abiertas en las colinas de
erosion escalonadas del centro-sur
2.1V SubDistrito de los malezales, sabanas y
Malezales de Iby-bai pajonales de la planicie sedimentaria del
este
3.V Colinas y Llanuras del - L
Dominio Amazonico
Noreste
Distrito de los campos
SubDistrito de las sabanas secas de las
planicies subestructurales del NE
SubDistrito de los malezales, sabanas y
3.Vi Malezales de Iby-bai pajonales de la planicie sedimentaria del

este

Fuente: Carnevali, 1994

* Divisién propuesta por Capurro et al., 1973-1985
** Division propuesta por Cabrera y Willink, 1973

En total, Carnevali (1994) reconoce y describe 74 unidades de paisaje (38 en el Distrito
oriental chaquefio, 10 en el Distrito del Nandubay y 26 en el Distrito de los campos). Excede
al objetivo de este trabajo la descripcion de cada una de ellas. So6lo se describira mas

adelante la correspondiente a la del area de estudio (1.1.A).
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La fisonomia de Corrientes estd fuertemente influenciada por las grandes cuencas
hidrolégicas que la rodean (Rio Parana y Rio Uruguay y sus afluentes) y por las lagunas,
bafiados y esteros que abundan en todo el territorio. Estos ultimos no integran un sistema
hidrografico organizado, pero se destacan por conformar el area con mayor dinamismo de la
region. Las lagunas, bafiados y los esteros son alimentados por las lluvias y ocupan un area
de méas de 20.000 km?, que representan el 22,5% del territorio Provincial. Los esteros

correntinos mas importantes son los del Ibera, Maloyas, Batel y Santa Lucia.

2.2.2. Macrosistema del Ibera

La Region del Ibera comprende unos 45.000 km? localizados entre las latitudes 27°40' y
29° 20' S y las longitudes 56°38' y 59°25' O, abarcando gran parte del territorio Correntino
(Fig. 2.5). La regiéon esta formada por un complejo de ecosistemas con predominio de
ambientes palustres (esteros y bafiados) que interconectan extensos lagos poco profundos,
unidos por cursos de agua (Neiff, 2004).

Figura 2.5: Region del Ibera: 1. Grandes lagunas y esteros del este, 2.
NW-Ibera/Neembuc, 3. Cursos y bafiados fluviales

Es una de las principales fuentes superficiales de agua limpia de la Argentina y en ella viven
méas de 4.000 especies vegetales y animales (Poi de Neiff, 2003). En la regién del Ibera
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estan representados los nueve tipos de humedales que caracterizan a los sistemas de
anegamiento® y de inundacion® en Sudamérica (Neiff, 2004). Pero..... ¢, Qué es exactamente
un humedal?

El término humedal engloba a ambientes acuaticos muy diversos que en la Argentina
son conocidos como lagos, lagunas, cafiadas, esteros, bofedales, pantanos, turbales, rios y
arroyos, ademas de muchos otros nombres regionales (Canevari et al., 1999). En la
bibliografia existen diferentes definiciones, algunas relacionadas con el manejo y otras con
criterios ecoldgicos. Kandus et al. (2006) definen a los humedales como é&reas que
permanecen en condiciones de anegamiento o inundacion o con suelos saturados con agua
durante periodos de tiempo considerables; el aporte de agua puede ser de origen marino,
fluvial, pluvial o freatico; el régimen hidrolégico puede ser variable en cuanto a la frecuencia,
intensidad y duracién del periodo de inundacién o anegamiento. A su vez, el régimen
hidrol6gico es reconocido como el principal factor condicionante de las propiedades
estructurales y funcionales de los ecosistemas de humedal (Mitsch y Gosselink, 2000). Los
criterios diagnésticos mas utilizados para la identificacion y delimitacion de humedales
también tienen en cuenta la presencia de vegetacién adaptada al exceso de agua y a la
alternancia de situaciones de exceso y déficit (Keddy, 2000) y la presencia de suelos
hidricos o con sefiales de hidromorfismo (Cowardin et al., 1979). Mitsch y Gosselink (2000)
plantean que, a pesar de la variedad de humedales que existen, todos poseen estas 3
caracteristicas: presencia de agua, ya sea en la superficie o en la zona de las raices, que
genera un suelo saturado; suelos caracteristicos producto de la lenta descomposicion de
materia organica y una biota (vegetacion y animales) adaptada a suelos saturados.

Segin la convencion Ramsar, o convencion sobre los humedales®, éstos son:
“Extensiones de marismas, pantanos y turberas, o superficies cubiertas de agua, sean éstas
de régimen natural o artificial, permanentes o temporales, estancadas o corrientes, dulces,
salobres o saladas, incluidas las extensiones de agua marina cuya profundidad en marea
baja no exceda de seis metros”. Esta definicibn es aun mas general e incluye todas las
aguas interiores y una franja de costas marinas.

Mas alla de la diversidad de definiciones que puedan existir debido a la falta de acuerdo
en una definicion universal (Malvarez, 2004) queda claro que los humedales no son
simplemente ecotonos (0 areas transicionales) entre sistemas acuaticos y terrestres, ya que

poseen caracteristicas estructurales y funcionales propias (Kandus et al., 2006; Neiff, 2004).

Anegamiento: acumulacion de agua por precipitaciones locales (en ingles: waterlogged)
Inundacién: acumulacién de agua por desborde de rios (en ingles: flooded)

La Convencién sobre los Humedales es un tratado intergubernamental aprobado el 2 de febrero de 1971 en la ciudad irani de
Ramsar, relativo a la conservacion y el uso racional de los humedales (Humedales de la Argentina 2007)
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Los humedales son sistemas altamente productivos, con una gran biodiversidad y son un
componente fundamental en el ciclo del agua. Los humedales brindan numerosos beneficios
a la sociedad a través de sus recursos (agua, productos forestales, zonas para ganaderia,
zonas para acuicultura, explotacion de vida silvestre, produccion de energia, etc), funciones
(provision de agua, regulaciéon de inundaciones y sequias, prevencion de intrusién de agua
salada, proteccion contra fendbmenos naturales, retension de sedimentos y nutrientes,
remocién de toxicos, estabilizacion de microclimas, retenciébn de carbono, turismo y
transporte) y atributos (diversidad biologica, importancia sociocultural) (Canevari et al.,
1999).

La gran extension de la Argentina y su variacion latitudinal y altitudinal determinan la
existencia de una gran variedad y riqueza de humedales (Canevari et al., 1999; Malvarez,
1999). El Macrosistema del lber4 , con una superficie de 12.300 Km® y ubicado en el
extremo este de la region del Ibera (Fig. 2.5), constituye el mayor humedal de agua dulce de
la Argentina. Ibera significa “agua que brilla” y es la palabra de la lengua Guarani con que
los aborigenes designaron a las enormes lagunas comprendidas en un extenso paisaje
palustre. Ibera es el nombre con que hoy se conoce a una de las lagunas principales del
macrosistema (Neiff, 2004). EI Macrosistema del Iberé constituye un complejo de humedales
de agua dulce, con régimen de anegamiento de alta recurrencia estacional e interanual,
cuyas aguas escurren hacia el rio Corriente para finalmente desembocar en el rio Parana.
La escasa pendiente de la region, la depresién dada por su ubicacion entre tierras mas altas
y los obstaculos naturales que dificultan el drenaje de las aguas hacia su unica salida, el rio
Corriente, posibilitan la existencia de una cubierta permanente de agua en algunos sectores,
vastas superficies sujetas a inundaciones y anegamientos temporarios en otros Yy
elevaciones muy bien drenadas. Esta diversidad de relieves permite la existencia de
distintos tipos de ambientes, cuyas caracteristicas mas salientes han sido resumidas por
Neiff (2003a). El autor clasifica los cuerpos y cursos de agua del Macrosistema del Ibera en

ambientes leniticos (agua quietas) y ambientes I6ticos (aguas corrientes) (Fig. 2.6).

Las lagunas de superficie bien definida son ambientes leniticos permanentes y pueden
dividirse en pequefias y grandes, las cuales difieren no solo en el tamafio sino en el régimen
de alimentacién de aguas y en las caracteristicas fisicas y quimicas. Las lagunas pequefias
poseen forma redondeada, con didmetros entre 30 y 500 m y una profundidad que varia
entre 1,5y 4 m. A pesar de que la fluctuacion estacional del nivel de agua no supera los 50
cm se distinguen dos fases contrastantes: periodos de aislamiento de los cuerpos de agua
(en general en afios con poca precipitacion) y periodos de anegamiento en los cuales se

producen flujos horizontales de intercambio de nutrientes y organismos entre lagunas,
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Figura 2.6: Cursos y cuerpos de agua del Macrosistema del Ibera. Fuente: Neiff, 2003.
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entre éstas y los bafiados y esteros, y entre éstas y los arroyos y rios, como el Batel y el
Corrientes, afluentes del Rio Parana. El agua de las pequefas lagunas es transparente,
neutra a ligeramente 4cida y con baja salinidad.

La forma de las grandes lagunas varia desde subrredondeada o irregular (lagunas
Galarza, Luna, Trin, Naranjito, etc.) a elongadas con su eje mayor paralelo al eje de mayor
escurrimiento de agua (lagunas Fernandez, Medina, lbera, Parana) (Neiff, 2003a). Estas
lagunas son muy dindmicas ya que suelen estar enmarcados por extensos mantos de
vegetacion anfibia propia de los esteros que por momentos se abren para dar a lugar a
espejos de agua definidos. Los espejos de agua no tienen un borde definido pero mantienen
su forma gracias a un embalsado (isla flotante constituida por vegetacion palustre) firme de
mas de un metro de espesor que flota en el mismo ambiente. En general las aguas suelen
presentar variaciones diarias y estacionales del pH que oscilan entre 5,5y 7,5.

Los esteros y cafiadas son ambientes leniticos permanentes. Si bien los términos han
sido usados en forma auténoma, no existen mayores diferencias para distinguirlos a nivel
ecologico. Vulgarmente el término “estero” se ha usado para designar grandes extensiones
que no ofrecen delimitacion visual, anegadas en forma permanente, aunque con
fluctuaciones en el nivel de agua que pueden, ocasionalmente, dejar el suelo descubierto;
son alimentados por agua de lluvia, lo que genera un régimen de fluctuaciéon hidrométrica
gradual con una muy lenta circulacion del agua debido a la escasa pendiente. El agua de los
esteros tiene mayor salinidad que las lagunas, el pH es acido (4-6), el color es castafo-
castafio oscuro, con baja concentracién de oxigeno disuelto y estratificacion térmica (Neiff,
2003a).
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Los “esteros” pueden definirse como: Extensos paisajes densamente vegetados con
dominancia de plantas palustres (geofitos), de pendiente muy escasa, que presentan
depresiones con agua estancada en forma permanente o semi permanente y hasta lagunas
densamente vegetadas, con alta produccion de plantas acuaticas, que se descomponen
lentamente, dando origen a la formacién de suelos con horizonte organico superficial. En los
sitios deprimidos del paisaje hay tendencia a la formacion de turba con la peculiaridad de
estar originada en la senescencia de plantas vasculares (y no musgos). Hay permanente
deficiencia de oxigeno disuelto y abundante materia organica particulada y disuelta. El agua
tiene caracter acido permanente, transparencia alta, color castafio y carece de materiales

inorganicos suspendidos.

Dentro de los ambientes leniticos temporarios del Macrosistema del lbera se pueden
distinguir dos tipos de ambientes bien diferenciados, los bafiados y los malezales. Los
bafiados son interfases entre las éareas palustres de estero y la tierra firme.
Cronolégicamente son paisajes muy recientes que se originan por la pérdida de la
capacidad de almacenamiento de agua debido a la colmatacion progresiva de los lagos, lo
gue conduce al encharcamiento de nuevas areas. La gran mayoria de los bafiados en el
Ibera son alimentados por lluvias locales que producen el encharcamiento temporal del
suelo. No hay aportes aloctonos de nutrientes ni de sedimentos (Neiff, 2003a). Son los
humedales mas ricos en fauna de vertebrados acuaticos y tienen mucho interés para la cria
de ganado (Neiff et al., 2004).

Los bafiados pueden definirse como: “cuerpos de agua semipermanentes, situados en
terrenos bajos de pendiente suave, con fondo arenoso o arenoso-arcilloso y horizonte
orgéanico superficial de pocos centimetros de espesor. En los bafiados reconocidos hasta el
presente, el agua tiene bajo contenido de electrolitos y el pH se encuentra proximo al punto
neutro. En los estiajes suelen quedar sin agua, generandose cambios apreciables en la

vegetacion, pasando de una etapa dominada por las plantas acuaticas (Nymphoides indica,

Pontederia rotundifolia, Ludwigia peploides, etc.), a una fase en la que gradualmente se

incrementa la dominancia de las plantas anfibias (Polygonum spp., Eleocharis spp., Enhydra

anagallis, etc.). A pesar de la existencia de una fase de suelo descubierto de agua, la misma
suele ser de menor duracion que la fase acuética y ello posibilita que existan en esta Ultima
algas filamentosas, diatomeas, desmididceas, estadios ninfales de insectos y otras
entidades propias del ambiente acudtico entre los que se destacan tecamebianos,
oligoquetos y nematodes, copépodos y algunos bivalvos. Los “bafiados” resultan de

reconocido interés ganadero, dado que en ellos alcanzan notable desarrollo las pasturas
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hidréfilas, con especies de valor forrajero como Leersia hexandra, Oplismenopsis najada y

Eleocharis spp.”

Los malezales se encuentran topogréaficamente mas elevados que los bafiados. Ocupan
terrenos con suelos pesados, mal drenados, generalmente llanos o con una morfologia
ligeramente cdncava y sin ondulaciones (Neiff, 2003a). Estan formados por un micro relieve
fracturado en forma de columnas (monticulos, mesetas y/o tacurues) con cabezas planas o
semiesféricas cubiertas principalmente por paja colorada (Andropogon lateralis) y un gran
namero y variedad de ciperaceas; las columnas poseen una altura variable de entre 10 y 60
cm y estan separadas entre si por depresiones, valles o zanjas de 10 a 20 cm producto de la
erosion hidrica (Pizzio et al., 1994). En los malezales se observa una alternancia mas o
menos regular de periodos de suelo inundado y descubierto. La duracion de cada una de
estas fases es variable y depende de la ubicacion topogréafica y de las precipitaciones.
Durante el periodo de anegamiento el agua escurre por los multiples canales definidos entre
los monticulos, que constituyen una red dendritica, causada por el arrastre de erosivo de
materiales de los horizontes superiores. La reduccion progresiva del encharcamiento (por
evapotranspiracion y escurrimiento) da lugar al reemplazo de la comunidad vegetal
generando una alternancia natural de tres formas biolGgicas: acuatica-palustre-terrestre en
el mismo sitio (Neiff, 2003a).

Los malezales pueden definirse como: “un tipo especial de bafiados, donde al
anegamiento estacional del suelo por lluvias locales, se le suma el efecto de procesos
erosivos locales, el fuego y la actividad de agentes biolégicos (hormigas y vacas) que
pueden originar cambios direccionales (tendencia sucesional) por transformacion de los

paisajes pristinos en sistemas de menor capacidad de soporte bidtico”.

Los ambientes I6ticos presentes en el Macrosistema del Ibera ocupan menos del 5% de
la superficie y estan representados por los efluentes y canales secundarios, por donde el
sistema vierte sus aguas al Rio Parana, y por los afluentes que aportan agua al sistema. Los
canales de flujo permanente adecuan su disefio y pueden cambiar su posicion en funcion de
la cantidad de agua producida por las lluvias.

Los esteros y los bafiados ocupan la mayor extension y paradojicamente, son los menos
conocidos (Neiff, 2004). Los ambientes leniticos y l6ticos recién descriptos, integran un
macrosistema en el cual muchos elementos y procesos se encuentran interconectados.
Estos ambientes intercambian organismos y nutrientes a través del contacto de sus aguas y
modifican su extension, retrayendo o expandiéndose, en funcién del régimen de

precipitaciones (Neiff, 2003a). El patrén de paisaje, el origen, la composicién quimica de sus
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aguas, la elevada riqueza de especies vegetales y animales, su estado pristino y su posicién

biogeografica hacen del Iberd un sistema unico en América (Neiff y Poi de Neiff, 2006).

2.2.3. Ber6n de Astrada

El Departamento de Berén de Astrada se encuentra al norte de la Provincia de
Corrientes (Fig. 2.7) y esta delimitado al este por el estero Santa Lucia, al oeste por el
estero Riachuelo y al norte por el rio Parana (Fig. 2.8). El Departamento posee una
extension de 804 Kmz?, que representan el 1% de la superficie Provincial. Es un territorio de
llanura en el cual se encuentran lagunas, esteros, bafados, malezales y arroyos, estos
altimos de escasa profundidad y con un amplio valle de inundacion. Las caracteristicas
climéticas, hidrograficas y topogréaficas benefician el desarrollo de la ganaderia y la

agricultura, con un marcado predominio por la produccion de arroz.

Figura 2.8: Mapa hidrografico del Departamento de Beron de

Figura 2.7: Ubicacién del Departamento de Astrada.
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Este Departamento forma parte de la region denominada NW-Ibera/Neembucu ubicada
en el sector occidental de la Region del Iberd (Neiff y Poi de Neiff, 2006) (Fig. 2.5). Esta
region pertenece al territorio fitogeogréfico del Dominio Chaquefo, Distrito Oriental
Chaquefio, SubDistrito Correntino, Sector del parque chaquefio-Correntino, segun la
clasificacion de Cabrera y Willink (1973), que equivale, segun Carnevali (1994), a la
subregion del albardén y planicie subcéncava del Noroeste (1.1.A) de la region natural
denominada “Gran region occidental” (Fig. 2.4 y 2.9). Esta subregion ocupa una superficie
aproximada de 1.024.000 ha donde se destacan planicies embutidas en lomadas arenosas,

constituyendo una planicie de relieve subconcavo a plano. El relieve es més elevado en el
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extremo NE (65 m) lo cual genera una suave pendiente y escurrimiento en sentido NE-SO,
que permite la eliminacion de los excedentes de agua a través de una red fluvial dispuesta
en abanico (Carnevali, 1994). A pesar de su aparente chatura se distinguen 6 unidades de
paisaje bien definidas. En el extremo E de esta subregion, donde esta ubicada el area de
muestreo (Fig. 2.10), predominan por un lado las depresiones sin cauce con escurrimiento
direccional (esteros y bafiados) y el predominio de vegetacion palustre y acuatica (U.P. N°6),
y por el otro, planicies subconcavas, con escasa pendiente e hidromorfismo acentuado, con
graves problemas de drenaje y anegamiento, cuyo excedente de agua de lluvia es volcado
en los esteros limitrofes y donde predominan la sabana abierta con malezales y pajonales
(U.P N©°5) (Fig. 2.10) (Carnevali, 1994).

Figura 2.9: Ubicacion relativa de la Subregion 1.1.A en la
Provincia de Corrientes.

Figura 2.10: Subregion 1.l.A: Unidades de paisaje: 1: lomadas y planicies arenosas del
Noroeste; 2: Dique natural del Parana medio y afluentes; 3: Quebrachales y sabanas graminosas;
4: Quebrachales; 5: sabanas y sabanas-parque de Schinopsis y Prosopis spp., 6: esteros y
bafados del Noroeste. Circulo indica la zona de estudio.
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Capitulo 3

MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se describe la metodologia general aplicada a lo largo de todo el

estudio.

3.1 Seleccion del lugar de estudio

Para seleccionar un establecimiento ganadero en el Departamento de Berdn de Astrada,
se consulté a los Drs. en Medicina Veterinaria Ricardo Moriena, Oscar Racioppi y José
Alvarez, expertos en el estudio de la distribucion y la prevalencia de la fasciolosis en la
Provincia de Corrientes. El grupo liderado por el Dr. Moriena estudia desde 1975 los niveles
de infeccion por F. hepatica en distintos hospedadores definitivos, tanto domésticos (bovinos
y bufalos) como silvestres (carpinchos) y tiene a su cargo la Catedra de Parasitologia y
Enfermedades Parasitarias de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional del Nordeste (UNNE).

El establecimiento a seleccionar debia reunir las siguientes condiciones: 1) poseer
ganado bovino infectado con F. hepatica y 2) que ese ganado fuera nacido y criado en el
establecimiento, para garantizar que el foco de transmision fuese local.

En base a la informacion suministrada, se selecciond el establecimiento ganadero “Don
Ricardo” (27°33'S, 57°32°0) ubicado al este del Departamento de Berdn de Astrada, a 3 km

del &rea urbanizada (Fig. 3.1).

Periodo de estudio: El estudio se desarroll6 entre noviembre de 2002 y noviembre de
2005. Durante este periodo se registraron en forma continua la temperatura del aire y la
precipitacion y se realizaron muestreos estacionales para conocer los niveles de infeccion
por F. hepatica en el hospedador definitivo e intermediario y para estudiar la abundancia y la

dinamica poblacional de éste ultimo.
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Figura 3.1 : Mapa del Departamento de Berdn de Astrada. El rectangulo rojo indica la ubicacién
del establecimiento seleccionado.
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3.2 Variables climaticas

La temperatura del aire se registr6 con un sensor HOBO Data Logger ubicado
estratégicamente en el establecimiento, al reparo del sol y fuera del alcance de los animales.
Por fallas en el funcionamiento del mismo, como la falta de registro o el agotamiento
anticipado de la pila, no fue posible obtener un registro continuo de esta variable. Para
solucionar este inconveniente, se obtuvieron registros diarios de temperatura minima,
maxima y media del aire de la estacion meteoroldégica mas cercana al area de estudio,
ubicada en el aeropuerto de la ciudad de Corrientes (27°45'S, 58°76°0O) distante 145 Km de
la localidad de Berdn de Astrada. Se calcul6 la relacion entre los valores registrados por el
sensor y los obtenidos de la estacion meteorologica mediante una regresion lineal (Sokal y
Rohlf, 1969) para aquellos periodos en los cuales se contaba con ambas fuentes de datos.
Esa funcion de ajuste permitié calcular la temperatura del aire en los meses en los cuales no
hubo registro del sensor. Esta prueba se realiz6 habiéndose comprobado previamente
mediante la prueba no paramétrica de Kolmogorov-Smirnov (K-S) (Daniel, 1990) que las dos

bases de datos poseian la misma distribucion (p> 0,05).
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En la Tabla 3.1 se muestran las ecuaciones resultantes de la regresion lineal entre la
temperatura del aire registrada por el sensor y la obtenida de la estacion meteorologica del
aeropuerto de Corrientes. Con estas ecuaciones se calcularon la temperatura minima,
media y maxima mensual del aire en el establecimiento a partir de los valores de la estacion

meteorologica seleccionada (Tabla 3.2).

Tabla 3.1.: Ecuaciones lineales obtenidas por regresion lineal entre la
temperatura del aire registrada por el sensor ubicado en el
establecimiento “Don Ricardo” y la temperatura del aire registrada en la
estacion meteorolégica del aeropuerto de Corrientes.

Regresion lineal

Temperatura Temperatura Temperatura
Mes minima media maxima
Enero y=1,01x-0,75 y=0,97x+0,36 Y=1,0x-1,24
Febrero y=0,90x+0,77 y=1,02x-0,73 y=1,01x-1,24
Marzo y=0,63x+6,15 y=0,85x+3,48 y=0,88x+4,03
Abril y=0,88x+2,51 y=0,97x+0,52 y=0,96x+0,51
Mayo y=0,80x+3,74 y=0,80x+3,80 y=0,78x+4,80
Junio y=0,80x+3,73 y=0,85x+2,82 y=0,94x+0,35
Julio y=0,80x+1,82 y=0,90x+1,34 y=0,93x+0,77
Agosto y=0,88x+1,32 y=0,94x+0,78 y=0,98x-0,01
Septiembre y=0,90x+1,84 y=0,94x+1,13 y=0,75x+6,14
Octubre y=0,65x+4,94 y=0,71x+6,08 y=0,70x+7,91
Noviembre y=0,90x+1,84 y=0,94x+1,13 y=0,75x+6,14
Diciembre y=0,69x+6,73 y=0,81x+4,52 y=0,60x+12,39

y= valor estimado de la temperatura del aire en el establecimiento
x= valor de la temperatura registrada en la estacién meteorolégica del
aeropuerto de Corrientes.

Los valores de la precipitacion mensual fueron obtenidos directamente de la estacion
meteoroldgica ubicada en el aeropuerto de la ciudad de Corrientes (27°45'S, 58°76°0)
(Tabla 3.2).
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Tabla 3.2.: A) Temperatura minima, media y maxima mensual del aire calculada a partir
de las ecuaciones obtenidas por regresion lineal entre datos del sensor y de la estacién
meteoroldgica del aeropuerto de Corrientes. B) Valores mensuales de precipitaciéon

obtenidas de la estacién meteoroldgica del aeropuerto de Corrientes.

A (T) B (mm)
AfiO Mes Tem'pferatlira Temperatura Tempgratura Precipitacion
minima media * maxima * *x
Enero 13,6 25,6 35,2 225,0
Febrero 15,8 25,2 34,2 42,4
Marzo 16,3 26,2 36,2 245,9
Abril 12,6 21,3 32,5 305,1
Mayo 11,0 20,0 29,6 84,1
2002 Junjo 6,5 15,8 28,7 26,7
Julio 5,8 14,3 28,2 125,7
Agosto 5,0 18,1 31,9 89,7
Septiembre 51 18,4 32,5 87,6
Octubre 10,1 22,3 33,1 193,0
Noviembre 12,8 23,6 33,6 224,3
Diciembre 18,0 26,7 35,0 170,2
Enero 13,7 25,8 36,6 103,6
Febrero 13,5 26,1 38,1 193,5
Marzo 14,0 23,9 34,0 156,2
Abril 8,6 21,4 32,8 121,2
Mayo 7,2 18,6 29,6 111,3
Junio 7,5 19,5 30,0 4,0
2003 Julio 2,6 15,5 31,4 6,1
Agosto 3,5 15,2 33,4 55,1
Septiembre 4,5 19,8 35,5 137,9
Octubre 10,3 22,3 35,2 224,0
Noviembre 10,2 23,3 36,0 190,0
Diciembre 16,2 25,4 33,3 350,8
Enero 15,5 27,0 34,9 0,5
S Febrero 13,3 25,3 40,0 104,6
2 Marzo 13,5 25,0 38,4 54,4
g Abril 9,9 23,4 37,7 118,4
£ Mayo 6.8 15,8 25,0 3.8
% 2004 .]unjo 5,4 17,3 28,9 141,5
k= Julio 2,6 15,7 29,1 42,7
5 Agosto 2,0 16,0 314 40,6
o Septiembre 6,6 19,7 33,8 141,0
Octubre 12,0 21,1 31,2 158,2
Noviembre 11,7 22,6 31,6 239,5
Diciembre 18,5 25,1 34,0 133,3
Enero 13,9 26,9 35,5 81,3
Febrero 15,2 25,9 38,1 53,6
Marzo 14,8 24,7 37,5 131,3
Abril 10,6 20,7 33,3 358,6
Mayo 8,0 19,4 28,8 89,4
Junio 7,5 19,0 28,7 47,8
2005 Julio 2,6 15,5 30,7 3,0
Agosto 52 17,4 31,6 49,0
Septiembre 4,3 16,8 31,6 34,8
Octubre 12,0 20,2 35,2 80,8
Noviembre 12,3 23,8 33,0 383,0
Diciembre 16,4 18,7 34,7 61,0

*calculada a partir de las ecuaciones lineales obtenidas por regresion lineal
**obtenidos de la estacion meteoroldgica del aeropuerto de Corrientes
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Para conocer las condiciones de humedad en los distintos ambientes del
establecimiento seleccionado, se confeccion6 un balance hidrico de acuerdo al método de
Thornthwaite y Mather (1957) para el periodo de estudio. El balance hidrico se calcul6 con
los valores de la temperatura media mensual del aire y la precipitacion mensual (Tabla 3.2).
Este andlisis permite establecer el régimen hidrico del suelo mediante el calculo de los
cambios que se producen en la entrada, la salida y el almacenamiento del agua en la
superficie del suelo. Asi, es posible identificar periodos de exceso, de déficit, de
almacenamiento o de utilizacion del agua del suelo, los cuales determinan periodos
favorables o desfavorables para el desarrollo de los caracoles y para la transmision del ciclo
de vida de F. hepatica (Malone et al., 1984).

En la Figura 3.2 se muestran los resultados del Balance hidrico. Entre abril (otofio) y
agosto (invierno) de 2004 se observa la ausencia de un exceso de agua, en contraste con el
mismo periodo en los afios 2002, 2003 y 2005, donde se registraron 4, 2 y 2 meses con
exceso de agua, respectivamente (Fig. 3.2). Esto indica que, a pesar de no haberse
registrado déficit de agua, este periodo en 2004 fue significativamente mas seco que los
demas, situacion que pudo corroborarse en el establecimiento, al observar que todos los
ambientes acuaticos se secaron completamente. Entre septiembre y octubre de 2004 se
observd un periodo de recarga del agua del suelo como consecuencia de un aumento
sostenido de las precipitaciones y de la acumulacion del agua de lluvia en los distintos
ambientes (Fig. 3.2) y en noviembre de 2004 se detectdé un periodo de exceso de agua,

similar a lo observado en los afios anteriores y posterior (Fig. 3.2).

Las particularidades observadas en otofio, invierno y principios de primavera de 2004
permitieron dividir el estudio en 4 periodos consecutivos (Fig. 3.2) cuya duracion y

denominacion se indican a continuacion:

* Primer periodo himedo (entre enero de 2002 y marzo de 2004).
» Periodo seco (entre abril y agosto de 2004).
» Periodo de recarga (entre septiembre y octubre de 2004).

e Segundo periodo humedo (entre noviembre de 2004 y diciembre de 2005).
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igura 3.2: Balance hidrico para el periodo 2002-2005 en Beron de Astrada, Corrientes.
Precipitacion: linea continua; Evapotranspiracion potencial (ETP): linea punteada; Exceso de agua:
lineas verticales; Reposicién del agua: lineas oblicuas hacia abajo ( ); Utilizacion del agua: lineas
oblicuas hacia arriba ( ). La flecha con dos cabezas indica la duracién del periodo de sequia.
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Dentro de los periodos humedos se observéd la siguiente tendencia estacional: veranos
con predominio de periodos de utilizacién del agua del suelo como consecuencia de que la
precipitacibn es menor que la evapotranspiracién, esta Ultima elevada por las altas
temperaturas; otofios y primaveras con alternancia de periodos de reposicion y de exceso
del agua en el suelo como consecuencia de aumento en las precipitaciones y disminucién

de la evapotranspiracion; inviernos sin un patrén definido (Fig. 3.2).

A nivel general, los periodos hiumedos estuvieron caracterizados por exceso de agua, el
periodo seco por escasas precipitaciones y sequia, y el periodo de recarga por un aumento
en las precipitaciones (Fig. 3.2).

La abundancia, la estructura y la dinamica poblacional del hospedador intermediario y la
prevalencia de infeccion por F. hepatica en ambos hospedadores (intermediario y definitivo)
fueron analizados en funcion de los periodos mencionados anteriormente. Estos analisis
permitieron comparar los resultados obtenidos antes, durante y después de la sequia vy
evaluar el efecto de esta situacion ambiental desfavorable sobre la dinamica de transmision
de F. hepatica.

44




3. Materiales y métodos

3.3 Hospedador definitivo

El establecimiento “Don Ricardo” posee 2.200 ha dedicadas exclusivamente a la cria de
ganado bovino, aunque también se cria ganado ovino en menor escala y solo para consumo
interno. La carga ganadera es de aproximadamente 70 ovinos y 1.100 bovinos de la raza
Braford (Fig. 3.3). Esta raza sintética combina la rusticidad y la adaptabilidad del Cebu (raza
Brahman), con la calidad y la eficiencia en la produccion de carne y leche, la mansedumbre
y la fertilidad de la raza bovina Hereford. La raza Braford posee mayor resistencia a
enfermedades, menor selectividad alimenticia, una reconocida fertilidad y fecundidad, una
alta longevidad, un temperamento docil y una gran plasticidad (http://www.braford.org.ar). Es
una raza adaptada a condiciones subtropicales y tropicales.

Figura 3. 3: Ganado bovino de la raza Braford

En Argentina la raza Braford se encuentra ampliamente distribuida en el norte y en los
esteros de la Provincia de Corrientes, donde predominan condiciones ambientales dificiles
para la ganaderia (altas temperaturas, sequias, inundaciones, etc.), razén por la cual no

prospera la cria de otras razas bovinas (http://www.braford.org.ar).

Al igual que en el resto de la Provincia de Corrientes, los bovinos machos nacidos en el
establecimiento son vendidos al ser destetados. Las hembras se dividen entre las que son
mantenidas como vientres para continuar con la cria, las que permanecen aproximadamente
1.5 afios y luego son trasladadas temporalmente a otro campo ganadero en la Localidad de
Ita Ibaté (12 km al norte de la ciudad de Berdon de Astrada) y las que son vendidas para
engorde a establecimientos ganaderos ubicados en la Pampa Humeda, debido a la mejor

calidad de sus pastos.

La vegetacion dominante en el establecimiento son pastizales y malezales de
Andropogon lateralis y pajonales de Paspalum sp., de baja calidad para el ganado (Pizzio et
al., 1994). El establecimiento, ubicado en una zona de lomadas y depresiones, posee y se
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encuentra rodeado por ambientes acuaticos temporales como bafiados, esteros y malezales
gque son alimentados principalmente por agua de lluvia y en menor medida por vertientes
que daran origen al arroyo y estero San Lorenzo (Fig. 3.1).

Las 2.200 ha del establecimiento “Don Ricardo” estan divididas en 5 potreros de 200-500
ha cada uno. El manejo general del ganado bovino se basa en una baja rotacion entre
potreros y una gran rotacion dentro de cada potrero. Los potreros son similares en cuanto al

relieve, la vegetacion y el tipo de ambientes acuaticos.

El establecimiento no posee un programa especifico de tratamiento antiparasitario. Las
drogas mas usadas son Ivermectina y Albendazol que se aplican indistintamente cada tres
meses (otofio, invierno y primavera-verano), entre el destete y el afio y medio del animal.
Las hembras de mas de 2 afios son tratadas una o dos veces al afio. La Ivermectina es un
antiparasitario de amplio espectro usado en el tratamiento y control de parasitosis internas y
externas del ganado bovino y ovino, que no tiene efectos sobre F. hepatica (Fairweather y
Boray, 1999). El Albendazol es un carbamato benzoimidazélico con efectos antihelminticos y
antiprotozoarios frente a los parasitos tisulares e intestinales. Esta droga es eficaz contra el
estadio adulto de F. hepatica y su eficacia aumenta al aumentar la edad del parasito,
observandose una eficacia del 50-70% frente a fasciolas de 10 y 11 semanas y del 80-99%

frente a fasciolas mayores a 12 semanas (Fairweather y Boray, 1999).

3.3.1 Actividades realizadas en el establecimiento

3.3.1.1 Muestreos

Con el propoésito de estudiar la prevalencia de infeccidén por F. hepatica en el ganado
bovino del establecimiento “Don Ricardo” primero se dividié a los animales en las siguientes
categorias etarias de interés epidemioldgico: terneros (hembras y machos hasta 6 meses
sin destetar), vaquillonas (hembras desde el destete hasta la primera paricion; 22-27

meses) y vacas (hembras de 3 a 9 afios).

Para conocer la prevalencia de infeccion por F. hepatica y el aporte de huevos al medio
entre categorias etarias dentro de cada estacion y entre estaciones, durante el primer
periodo humedo (antes de la sequia) se recolectaron muestras de materia fecal de terneros,

vaquillonas y vacas en primavera de 2002, verano, otofio y primavera de 2003 (Fig. 3.4).
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Durante y después de la sequia se seleccionaron dos grupos de bovinos a los cuales se
les hizo un seguimiento de la prevalencia por F. hepatica y del aporte de huevos al medio
desde su destete y hasta los 12 meses. Cada uno de estos grupos representa a una
cohorte. Las muestras de materia fecal de la primera cohorte fueron recolectadas en el
periodo seco (otofio e invierno de 2004), en el periodo de recarga (principios de primavera
de 2004) y en el segundo periodo humedo (primavera de 2004 y de 2005) (Fig. 3.4). Las
muestras de materia fecal correspondientes a la segunda cohorte fueron recolectadas
exclusivamente durante el segundo periodo humedo en verano, invierno y a principios de
primavera de 2005 (Fig. 3.4).

En total se realizaron 11 muestreos de materia fecal de ganado bovino cuya distribucién

en los periodos en los que se dividi6 el estudio se muestra en la figura 3.4

En cada muestreo, se seleccion6 al azar un nimero representativo de animales de cada
categoria etaria, todos ellos debidamente identificados con caravanas numeradas. Los
animales fueron agrupados en corrales y se los hizo pasar a través de una manga de trabajo
para facilitar el manejo individual. La extraccién de materia fecal se realizd directamente del
recto de cada animal, mediante la utilizacion de un guante veterinario. Cada muestra se
identificé individualmente y conservo en un freezer (-19°C) hasta su procesamiento en el

laboratorio.

Figura 3.4: Muestreos de materia fecal de ganado bovino en el establecimiento “Don
Ricardo” en Berén de Astrada, Corrientes. Ref.; asteriscos negros: muestreos realizados en todas
las categorias etarias; asteriscos rojos: muestreos correspondientes a la primera cohorte; asteriscos
celestes: muestreos correspondientes a la segunda cohorte.
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3.3.2 Actividades realizadas en el laboratorio

3.3.2.1 Método de diagndstico

Para el diagnostico de infeccidn por F. hepatica se utilizé la técnica de sedimentacién de
Dennis, Stone y Swanson (1954) para la deteccion de huevos en la materia fecal. Esta
técnica se basa en que la velocidad de caida o de sedimentacion de los huevos de F.
hepatica es mayor que la de los detritos presentes en la materia fecal (ver procedimiento en
ANEXO 1).

La identificacion de los huevos de F. hepatica, se realiz6 a partir de sus caracteristicas
morfoldgicas (Fig. 3.5). Estos son de forma ovalada u ovoide, con una envoltura lisa de color
amarillento o marrén claro. En una de sus extremidades posee un pequefio opérculo (Fig.
3.5 B) y sus medidas varian entre 130 - 140 um de largo por 70 - 90 um de ancho
(Bacigalupo, 1934).

Figura 3. 5: Huevo de Fasciola hepatica. A. Vista general. B. Detalle del opérculo abierto.
Escala: 25 um

Se contabilizé el nimero total de huevos en cada muestra (8 g) y se calculé el nimero
de huevos por gramo de materia fecal (hpg) como estimador de la contaminacion de las
pasturas. La prevalencia de infeccion se calculé como el nimero de animales infectados

sobre el total de animales analizados.

La recoleccién, traslado, conservacion y procesamiento de las muestras de materia fecal

estuvo a cargo de los Drs. en medicina Veterinaria Ricardo Moriena, Oscar Racioppi y José
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Alvarez, del laboratorio de Enfermedades Parasitarias de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad Nacional del Nordeste (UNNE).

3.3.3. Anadlisis estadistico

3.3.3.1. Infeccién por F. hepatica en el primer periodo humedo

En el primer periodo himedo se comparé la prevalencia de infeccion por F. hepatica
entre terneros, vaquillonas y vacas por estacion y entre estaciones mediante la prueba de 2
para muestras independientes . Cuando el nimero de muestras a comparar fue igual a dos
se utilizé la prueba de y? para dos proporciones independientes (Fleiss, 1981). Cuando se
compararon mas de dos proporciones se utilizé la prueba de y¥* para proporciones muiltiples
(Fleiss, 1981) y a posteriori, cuando fue necesario, el procedimiento de Tukey para multiples
comparaciones de a pares (Zar, 1999). Estos andlisis se realizaron con el programa
WINPEPI (Abramson, 2004).

Durante este periodo también se comparé el nimero de huevos por gramo de materia fecal
(hpg) entre terneros, vaquillonas y vacas por estacion y entre estaciones mediante las
siguientes pruebas no paramétricas para muestras independientes: cuando soOlo se
compararon dos muestras se utilizé la prueba Mann-Whitney (Daniel, 1990) y cuando el
numero de muestras a comparar fue mayor a dos se utilizé la prueba de Kruskall-Wallis, y a
posteriori, cuando fue necesario, el test de Dunn (Daniel, 1990). Estos analisis se realizaron
con el programa STATISTICA, Version 6.0 (StatSoft, 2001).

3.3.3.2 Infeccién por F. hepatica en 2 cohortes en el periodo seco, de recarga y
segundo periodo humedo

Durante y después de la sequia se comparoé la prevalencia de infeccion por F. hepatica
de los individuos de cada cohorte por separado a lo largo del tiempo mediante las siguientes
pruebas no paramétricas para muestras dependientes : cuando s6lo se compararon dos
proporciones se utilizé la prueba ¥*> de McNemar (Sokal y Rohlf, 1969) y cuando el nimero
de proporciones a comparar fue mayor a dos se utilizé la prueba Q de Cochran (Fleiss,
1981; Sokal y Rohlf, 1969). Estos andlisis se realizaron con el programa STATISTICA,
Version 6.0 (StatSoft, 2001).
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Durante estos periodos también se compar6 el numero de huevos por gramo de materia
fecal (hpg) de los individuos de cada cohorte por separado a lo largo del tiempo mediante
las siguientes pruebas no paramétricas para muestras dependientes: cuando solo se
compararon dos muestras se utilizé la prueba de Wilcoxon (Daniel, 1990) y cuando el
namero de muestras a comparar fue mayor a dos se utilizé la prueba de Friedman (Daniel,
1990). Estos andlisis se realizaron con el programa STATISTICA, Version 6.0 (StatSoft,
2001).

3.3.3.3. Infeccién por F. hepatica por categoria etaria entre periodos

Para comparar la prevalencia de infeccion por F. hepatica de cada categoria etaria entre
periodos se utilizo la prueba de y* para muestras independientes  (Ver seccién 3.3.3.1 para
la especificacion del tipo de prueba a utilizar en relacibn al nimero de muestras a

comparar).

Los resultados de esta seccion se presentan en el Capitulo 6, seccién 6.5.1. (Pagina 113)

3.4 Hospedador intermediario

3.4.1. Actividades realizadas en el establecimiento
3.4.1.1. Muestreos

Los muestreos de caracoles se realizaron entre noviembre de 2002 y noviembre de 2005
en forma estacional en verano (marzo), otofio (mayo), invierno (septiembre) y primavera
(noviembre). En total se realizaron 14 muestreos que se distribuyeron de la siguiente

manera en los distintos periodos en los que se dividi6 el estudio (Fig. 3.2):

e Primer periodo humedo - incluye los muestreos de primavera 2002, verano,
otofio, invierno y primavera 2003 y verano 2004,

» Periodo seco -» incluye el muestreo de otofio 2004,

* Periodo de recarga - incluye el muestreo de invierno 2004 y uno adicional a
principios de primavera 2004,

* Segundo periodo humedo -> incluye los muestreos de primavera 2004 y verano,

otofo, invierno y primavera 2005.
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Durante el periodo de recarga se agregd un muestreo adicional a principios de primavera,
en octubre de 2004, para estudiar el efecto de la sequia en la poblacion de caracoles y en

Su recuperacion.

3.4.1.1.1. Ambientes

Los muestreos se llevaron a cabo en dos humedales tipicos de la region Noreste de la
Provincia de Corrientes: un bafiado y un malezal (ver definiciones y caracteristicas
generales en el capitulo 2, seccion 2.2.2 y 2.2.3). En el establecimiento elegido para el
estudio, estos dos ambientes estaban contiguos y presentaban las siguientes
particularidades:

1) El Bafado, de 938,1 m de perimetro y forma aproximadamente circular (Fig. 3.6 A),
contenia abundante vegetacidon acudtica, entre las cuales se destacaban las flotantes
Salvinia spp y Pistia spp y las enraizadas Pontederia lanceolata y Eleocharis spp (Fig. 3.6
B,C); la profundidad en el centro del bafiado superaba los 1.5 m y en el borde alcanzaba
los 70 cm (Fig. 3.6 B,C) y

2) El Malezal ocupa una superficie aproximada de 24.300 m?® (Fig. 3.6 A); la base de los
monticulos esta dominada por gramineas del género Andropogon (Fig. 3.6 C), las cuales
constituyen una parte importante en la dieta del ganado bovino.

La erosion hidrica genero la formacidén de canales alrededor de los monticulos por donde
drena el agua de lluvia hacia el bafiado que se encuentra topograficamente mas deprimido
gue el malezal (Neiff, 2003a). Esta disposicion espacial de los elementos que conforman
este ambiente le confiere su fisonomia caracteristica. Los canales alrededor de los
monticulos presentan anchos variables (Fig. 3.6 A) con caracteristicas estructurales
distintas, que podrian representar 2 habitats potencialmente diferentes para los caracoles.
Por esta razon, se delimitaron dentro del Malezal los canales angostos y los canales
anchos. Los canales angostos son surcos alrededor de los monticulos de entre 5y 20 cm
de ancho y hasta 25 cm de profundidad, que conforman una red muy ramificada (Fig. 3.6
C). Los pastos que crecen sobre la base de los monticulos obstruyen la llegada de los
rayos del sol, dejando a estos ambientes permanentemente ensombrecidos (Fig. 3.6 C).
Los canales anchos son surcos que miden entre 20 y 50 cm de ancho y hasta 40 cm de
profundidad delimitados a ambos lados por monticulos (Fig. 3.6 B). Su longitud es muy
variable, alcanzando una extension maxima de 270 m; su trayectoria es sinuosa y su leve
pendiente en direccion al Bafiado provoca que las porciones cercanas a éste retengan
agua por mas tiempo y sean las Ultimas en secarse; cuando estos canales estan

anegados se observa una leve corriente en direccion al bafiado.
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Estos ambientes se llenan exclusivamente con agua de lluvia y quedan interconectados

luego de periodos de fuertes precipitaciones, principalmente en primavera.

3.4.1.1.2. Sitios de muestreo

De la extension total del Bafiado, se selecciond la porcion contigua al Malezal cuya
extension (480 m) representa aproximadamente el 50% del perimetro total (Fig. 3.6 A). En
esta porcidon se establecio un borde, que se define como el espacio entre la orilla y los
primeros 60 cm hacia adentro medidos en forma perpendicular. La profundidad registrada
en el borde oscil6 entre 0 y 70 cm. Hacia el centro del bafado la profundidad aumenta
significativamente imposibilitando la realizacion de los muestreos. A lo largo del borde se
establecieron 8 sitios de muestreos equidistantes 60 m entre si (Fig. 3.6 A) que se
mantuvieron fijos a lo largo de todos los muestreos. Los sitios eran homogéneos en
relacién a su fisonomia y apariencia.

En el Malezal se delimité un area de 50 m x 90 m y en ella se seleccionaron al azar 4
canales anchos, en cada uno de los cuales, segun su extension, se establecieron entre 1y
4 sitios de muestreo equidistantes 75 m entre si que se mantuvieron fijos a lo largo de
todos los muestreos. En esta misma area se seleccionaron 8 monticulos al azar que se
mantuvieron fijos a lo largo de todos los muestreo y se establecieron como sitios de

muestreo todos los canales angostos circundantes (Fig. 3.6 A).

3.4.1.1.3. Recoleccion de caracoles

En los 14 muestreos y en cada sitio de muestreo se recolectaron todas las especies de
caracoles presentes utilizando el método de captura por remocion (Rabinovich, 1980).
Estos fueron recolectados en toda la columna de agua desde el fondo hasta la superficie y
en el centro y los bordes. Los caracoles fueron recolectados durante 30 minutos por una
sola persona, quien utilizé la mano o un colador de malla metélica fina (1 mm de poro).
Para estudiar la estructura poblacional de la familia Lymnaeidae la basqueda se extendié a
2 horas.

Cuando los ambientes se secaron, se buscaron caracoles sobre la superficie y en el
fondo, cavando agujeros de 20 cm de didmetro por 20 cm de profundidad. La tierra seca
extraida fue revisada minuciosamente in situ, en busca de caracoles vivos y/o conchillas
vacias. También se buscaron caracoles en restos de vegetacion seca como troncos,

hojas, tallos, etc.
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Figura 3. 6:A. Esquema de la disposicion espacial del Malezal y el Bafiado en el establecimiento
“Don Ricardo”; B. Perfil a nivel de los canales anchos del Malezal; C. Perfil a nivel
de los canales angostos del Malezal. Ref: Circulos negros: monticulos; circulos

verdes: canales angostos; flecha: sentido de la pendiente; cruces: sitios de
muestreos en el borde del Bafiado.
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En el campo se realiz6 una primera clasificacion de los caracoles recolectados,
dividiéndolos a nivel de familia en base a su apariencia externa. Los ejemplares de cada
familia fueron colocados aisladamente en recipientes de plastico conteniendo agua del
sitio de colecta y rotulados con la fecha, el sitio de muestreo y la clasificacién taxonémica.
Los caracoles fueron trasladados vivos al laboratorio de la Unidad de Ecologia de
Reservorios y Vectores de Pardsitos en la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
(FCEN-UBA).

3.4.1.1.4. Variables ambientales

En cada sitio de muestreo, simultaneamente con la colecta de caracoles se registraron
los valores de pH, temperatura y columna de agua y se estimé cualitativamente el tipo de

vegetacion y su cobertura.

La temperatura del agua se registr6 con un termometro digital con un rango de
medicion entre -10°C a +100°C y 0,1°C de precision; el pH se registrd6 con un pHmetro
digital con un rango de medicién entre 0 y 14 y una precision de 0,1 pH; la columna de
agua se registré con una cinta métrica de 100 m de longitud; la vegetacion fue clasificada

en acudtica, palustre o terrestre.

Los resultados correspondientes a esta seccion se presentan en el Capitulo 5,

seccién 5.5.1: Ambientes (Pagina 77).

3.4.2. Actividades realizadas en el laboratorio

3.4.2.1  Caracoles de la familia Lymnaeidae
3.4.2.1.1 ldentificacion taxondmica

La identificacion de los individuos de la familia Lymnaeidae se realiz6 a partir de las
caracteristicas morfolégicas y/o morfométricas de la conchilla, del érgano renal y del
sistema reproductor femenino y masculino (Paraense, 1982).

El 10% de los caracoles recolectados en cada muestreo fue relajado, sacrificado, fijado
y conservado de acuerdo a la metodologia descripta por Paraense (1984) y Rangel-Ruiz y
Gamboa-Aguilar (2005) como se detalla en el ANEXO 2.
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Las conchillas fueron observadas bajo un microscopio estereoscopico con ocular
graduado. La Lic. Silvia Pietrokovsky realizé las disecciones para extraer los érganos con
valor taxonémico.

El material estudiado se comparé con las descripciones y los dibujos de las especies
de lymneidos descriptas para la Region Neotropical (Paraense, 1982; Paraense, 1984) y
con las correspondientes a L. truncatula (Gloer, 2002).

Aquellos individuos que compartian las caracteristicas morfolégicas con los ya

identificados fueron asignados a la misma especie.

Los resultados correspondientes a esta seccion se presentan en el Capitulo 4 (Pagina
64).

3.4.2.1.2 Abundancia y estructura poblacional

En el laboratorio se contabilizaron los caracoles de la familia Lymnaeidae recolectados
en cada muestreo, por ambiente, durante 30 minutos. Como indice de abundancia se

utilizé la captura por unidad de esfuerzo (Rabinovich, 1980), definido como el nUmero de

ejemplares capturados en 30 minutos.

. L, . Figura 3. 7: Conchilla de lymneido
Para estudiar la estructura y la dinamica poblacional en vista ventral. Linea negra:

ez . , longitud entre el apex y el margen
se midio el largo de la conchilla entre el apex y el anterior. Escala: 5 mm.
margen anterior (Fig. 3.7) de todos los caracoles
recolectados durante 2 horas en cada ambiente y por
fecha de muestreo. La longitud de la conchilla se midio
con un microscopio estereoscépico con ocular graduado.
Los caracoles medidos fueron agrupados en las
siguientes categorias de tamafio: recién nacidos,
juveniles, medianos, grandes y muy grandes. Las
primeras dos categorias representan a los caracoles

inmaduros sexualmente y las Gltimas tres a los caracoles

margen anterior

adultos. El valor numérico de cada categoria dependera

de la identidad del caracol.

Los resultados de esta seccion se presentan en el Capitulo 5, secciones 5.5.2
(Abundancia, Pag. 82) y 5.5.4 (Estructura poblacional, P4g. 91).
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3.4.2.1.3 Infeccion por F. hepatica

Los caracoles vivos que no fueron sometidos a la identificacion taxondmica (seccion

3.4.2.1.1), se examinaron para detectar la presencia de trematodes en sus visceras.

Para hallar caracoles infectados con F. hepatica se estimuld la emision de cercarias de
acuerdo a la metodologia descripta por Souza et al (2002) con modificaciones, como se

detalla en el Anexo 3.

La identificacion de F. hepatica se realiz6 a partir de la observacion de las
caracteristicas morfologicas de las cercarias maduras (ver capitulo 1, seccion 1.2.2.1) bajo

un microscopio optico (400x).

La identidad de F. hepatica se corroboré6 mediante la determinacion molecular de las
cercarias y las redias halladas en los caracoles lymneidos y mediante la obtencién de
adultos en ratas de laboratorio infectadas experimentalmente con las metacercarias (Jones,
2005) obtenidas a partir del enquistamiento de las cercarias emitidas por los caracoles
lymneidos recolectados en el establecimiento.

Para la determinacién molecular de los estadios larvales de F. hepatica se seleccioné al
azar el 47% de los caracoles recolectados en otofio del primer periodo humedo, que luego
del examen parasitologico fueron conservados individualmente en alcohol 70% a 4°C. Los
cuerpos fueron remitidos a la Dra. Silvana Carnevale y a la Lic. Marcela Cucher, del
Departamento de Parasitologia del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas, ANLIS
“Dr. Carlos G. Malbran” para la identificacion del parasito mediante una técnica de PCR
basada en la secuencia del gen de la subunidad 1 de la citocromo c oxidasa de F. hepatica
(Cucher et al., 2006).

Para la obtencién de Fasciolas adultas, 6 ratas Wistar de 21-24 dias procedentes del
bioterio del departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Buenos Aires, fueron inoculadas oralmente con 25 metacercarias cada una. A partir del dia
30 post-infeccion se buscaron huevos en la materia fecal de las ratas y los animales
positivos fueron disecados para buscar Fasciolas adultas en los ductos biliares. La
determinacion de las fasciolas adultas se realiz6 a partir de sus caracteristicas morfolégicas
(Jones, 2005).

Los resultados correspondientes a esta seccion se presentan en el Capitulo 6, seccion
6.5.2 (pagina 118).
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3.4.2.2 Caracoles no lymneidos

Los caracoles no lymneidos, recolectados simultaneamente con los de la familia
Lymnaeidae, fueron identificados a nivel de género y/o de especie, siguiendo las claves y
descripciones de los caracoles de agua dulce de Argentina (Castellanos y Landoni, 1981,
Paraense, 1975; Rumi, 1991). Los individuos seleccionados para realizar la identificacion
fueron relajados, matados, fijados y conservados de acuerdo a lo descripto por Paraense
(1984) (Anexo 2).

En el laboratorio se determin6 el nUmero de caracoles de cada familia recolectados en
30 minutos, por muestreo y por ambiente. Como indice de abundancia se utilizé la captura
por unidad de esfuerzo (Rabinovich, 1980) definida como el numero de ejemplares

capturados en 30 minutos.

Los resultados correspondientes a esta seccion se presentan en el Capitulo 5, seccién
5.5.2: Abundancia (Pag. 82).

3.4.3. Anadlisis estadistico

Para decidir el tipo de pruebas estadisticas a aplicar primero se chequed la distribucion
de todas las variables (temperatura del aire, del agua, precipitacién, pH, columna de agua,
abundancia y longitud) mediante la prueba de normalidad de Wilk-Shapiro (Sokal y Rohlf,
1969). La falta de normalidad en las variables precipitacion mensual, abundancia y longitud
del caparazon de los caracoles medidos (p< 0,05) estableci6 el uso de pruebas no

paramétricas.

3.4.3.1. Variables ambientales

En cada ambiente se compar6 la columna, la temperatura del agua y el pH entre
estaciones dentro de cada periodo mediante las siguientes pruebas no paramétricas para
muestras independientes: cuando sélo se compararon dos muestras se utilizé la prueba
Mann-Whitney (Daniel, 1990) y cuando el nUmero de muestras a comparar fue mayor a dos
se utilizd la prueba de Kruskall-Wallis, y a posteriori, cuando fue necesario, el test de Dunn
(Daniel, 1990). Estos analisis se realizaron con el programa STATISTICA, Version 6.0
(StatSoft, 2001).
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3.4.3.2. Abundancia

El coeficiente de correlacibn de Spearman (Daniel, 1990) se utiliz6 para analizar la
relacién entre: 1) la abundancia de los lymneidos y las variables climéticas (temperatura
media, maxima y minima mensual del aire y precipitacion mensual); 2) la abundancia de los
lymneidos y las variables ambientales (temperatura del agua, pH y profundidad por
ambiente) y 3) la abundancia de los lymneidos y la abundancia de los caracoles no
lymneidos. En el caso de las variables climéticas los valores correspondieron al mes anterior

al muestreo.

La abundancia de los lymneidos se compar6 entre periodos mediante una prueba de y?
para proporciones dependientes . Cuando el nUmero de proporciones a comparar fue igual
a dos se utilizo la prueba de y? de bondad de ajuste (Zar, 1999). Para comparar mas de dos
proporciones se utilizé la prueba de x* de bondad de ajuste para proporciones mdltiples y a
posteriori, cuando fue necesario, se subdividi6 la prueba para realizar las mdultiples
comparaciones de a pares (Zar, 1999). Estos andlisis se realizaron con el programa
STATISTICA, Version 6.0 (StatSoft, 2001).

Esta misma prueba se utilizd6 también para comparar dentro de los periodos humedos la
abundancia de los lymnaeidos a) entre estaciones, b) entre ambientes y c) entre estaciones
dentro de cada ambiente. Ademas, se utiliz6 para comparar dentro de cada estacion la

abundancia de los lymneidos con la de los no lymneidos.

3.4.3.3. Estructura poblacional

La distribucion de tamafios entre estaciones en los periodos humedos se comparé
mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, y a posteriori, cuando fue necesario,
el test de Dunn (Daniel, 1990). Estos analisis se realizaron con el programa STATISTICA,
Version 6.0 (StatSoft, 2001).

3.4.3.4. Infeccién

3.4.3.4.1. Infeccién por F. hepatica en lymneidos durante todo el estudio

La prevalencia general y por ambiente se compar6 entre periodos mediante la prueba de
¥* para muestras independientes . Cuando el nimero de muestras a comparar fue igual a

dos se utilizé la prueba de y? para dos proporciones independientes (Fleiss, 1981). Cuando
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se compararon mas de dos proporciones se utilizd la prueba de y* para proporciones
multiples (Fleiss, 1981) y a posteriori, cuando fue necesario, el procedimiento de Tukey para
multiples comparaciones de a pares (Zar, 1999). Estos analisis se realizaron con el
programa WINPEPI (Abramson, 2004).

Esta misma prueba se utiliz6 para comparar dentro del primer periodo himedo la

prevalencia por F. hepatica en lymneidos entre ambientes y entre clases de tamafo.

Durante el primer periodo humedo también se compard la proporcion de lymneidos
infectados (namero de lymneidos infectados/ndmero de lymneidos examinnados) entre ambientes y entre
clases de tamafio mediante la prueba de y? para proporciones dependientes  (Ver seccion
3.4.3.2 para especificacion del tipo de prueba en funcion del nimero de muestras a

comparar).

3.4.3.4.2. Infeccidén por F. hepatica en lymneidos dentro del primer periodo
humedo

El coeficiente de correlacibn de Spearman (Daniel, 1990) se utiliz6 para analizar la
relacién entre 1) la prevalencia por F. hepatica en lymneidos y su abundancia y 2) la

prevalencia por F. hepatica en lymneidos y la temperatura minima, media y maxima del aire.

La prueba de y* para muestras independientes  se utiliz para comparar:

a) la prevalencia por F. hepatica en lymneidos entre estaciones,

b) la prevalencia y la proporcion de lymneidos infectados por ambiente entre
estaciones,

c) la prevalencia y la proporcion de lymneidos infectados por clase de tamafio entre
estaciones,

d) dentro de cada estacion, la prevalencia la proporcion de lymneidos infectados entre
ambientes

e) dentro de cada estacion, la prevalencia la proporcion de lymneidos infectados entre

clases de tamafo

Ver seccion 3.4.3.4.1. para especificacion del tipo de prueba en funcion del nimero de

muestras a comparar.
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El tamafio de los lymneidos infectados con F. hepatica en cada estacion se comparé
mediante las siguientes pruebas no paramétricas para muestras independientes: cuando
solo se compararon dos muestras se utilizd la prueba Mann-Whitney (Daniel, 1990) y
cuando el nimero de muestras fue mayor a dos se utiliz la prueba de Kruskall-Wallis, y a
posteriori, cuando fue necesario, el test de Dunn (Daniel, 1990). Estos analisis se realizaron
con el programa STATISTICA, Version 6.0 (StatSoft, 2001).

3.5. Dinamica de transmision

Para analizar la dindmica de transmision de F. hepatica en el Departamento de Berén de
Astrada se integraron los resultados de la prevalencia de infeccion observada en el ganado
bovino y en el caracol hospedador intermediario a lo largo de todo el periodo de estudio
junto con aquellas variables climaticas y ambientales que tuvieron influencia sobre la misma.
Para el andlisis también se tuvieron en cuenta los tiempos de desarrollo de los estadios
larvales de vida libre del parasito en relaciébn con la temperatura y la humedad en el
ambiente. Siguiendo con la metodologia de analisis aplicada en este trabajo, la dinamica de
transmisién fue analizada primero en cada uno de los periodos en los que se dividié el
estudio (primer periodo humedo, periodo seco, de recarga y segundo periodo humedo) y

luego en forma integral.
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Capitulo 4

IDENTIFICACION DEL HOSPEDADOR INTERMEDIARIO
DE Fasciola hepatica

4.1 Introduccion

Los caracoles que actian como hospedadores intermediarios en el ciclo de vida de
Fasciola hepatica pertenecen a la Clase Gastropoda, Subclase Pulmonata, Orden
Basommatophora, familia Lymnaeidae .

Esta familia representa uno de los grupos con mayor niumero de especies entre los
caracoles de agua dulce (Remigio, 2002) y su sistematica ha sido, histéricamente, objeto de
controversia (Remigio y Blair, 1997). Hasta hace un tiempo atras la determinacion especifica
de los miembros de esta familia se basaba exclusivamente en las caracteristicas
morfolégicas de la conchilla y de los 6rganos internos, en particular del aparato reproductor
masculino (Malek, 1985). Considerando estos criterios de clasificacion, Baker (1908)
reconocio 113 especies de lymneidos en América del Norte y dividio a la familia en 7
géneros: Acella, Bulimnea, Lymnaea, Pleurolimnaea (taxon fosil), Pseudosuccinea, Radix y
Galba. Cuarenta afios después Hubendick (1951), luego de una exhaustiva comparacion
morfolégica de la familia a nivel mundial, plante6 que resultaba injustificable la subdivision
en géneros o subgéneros debido a la gran uniformidad anatomica encontrada y dejo a
Lymnaea como unico género valido. Este autor reconocié 40 especies validas entre las que
se encuentran Lymnaea stagnalis, Lymnaea palustris y Lymnaea truncatula en la Region
Holartica (Europa, Asia, norte de Africa, norte de América); Lymnaea cubensis, Lymnaea
bulimoides y Lymnaea columella en América Central y del Norte; Lymnaea viatrix, Lymnaea
diaphana y Lymnaea coussini en América del Sur. La discusion sobre la validez de un Gnico
género o de los 7 propuestos por Baker (1908) sigue vigente y genera gran confusion al
referirse a las distintas especies ya que éstas pueden ser nombrada de dos, o incluso de
tres, maneras diferentes. A modo de ejemplo, el principal hospedador intermediario de F.

hepatica en Europa ha sido nombrado en trabajos epidemiolégicos, moleculares y/o
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reproductivos como Lymnaea truncatula Muller, 1774, Galba truncatula (Mller, 1774) y
Lymnaea (Galba) truncatula (Abrous et al., 1999; Bargues y Mas-Coma, 1997; Issia et al.,
2008).

Algunas especies de la familia Lymnaeidae se diferencian por la forma de sus
conchillas, por la forma y el tamafio de sus préstatas o por la relacion del largo del pene y el
prepucio (Paraense, 1983). Sin embargo, estos caracteres no siempre son suficientes para
diferenciar especies emparentadas (Caron et al., 2007), sobre todo en ambientes donde
coexisten especies morfoanatomicamente similares.

Con el objetivo de intentar esclarecer la taxonomia y las relaciones dentro de esta
familia se desarrollaron técnicas moleculares, citogenéticas, enzimaticas, etc (Jabbour-
Zahab et al.,, 1997; Remigio y Blair, 1997). Las secuencias de ADN de marcadores
moleculares conocidos han demostrado ser una muy buena herramienta para diferenciar
genética y molecularmente a los integrantes de la familia Lymnaeidae (Bargues et al., 2001).
Entre éstas, la secuencia del gen 16S del ARN mitocondrial resulté un buen marcador para
la diferenciacion y determinacion a nivel de especie (Remigio y Blair, 1997) y la secuencia
del gen 18S del ADN ribosomal permitio la diferenciacion y agrupacion de especies a nivel
supraespecifico (Bargues y Mas Coma, 1997). Esta clasificacion molecular en unidades
supraespecificas permite también analizar a posteriori qué caracteristicas fenotipicas estan
asociadas a cada grupo y consecuentemente deducir el valor taxonémico de esas
caracteristicas morfoanatémicas (Bargues y Mas-Coma, 1997). Por ejemplo, en el Altiplano
Boliviano, Samadi et al (2000) consideraron que el grupo filogenético formado por L.
cubensis-L. truncatula (Bargues et al., 1997) puede diferenciarse a partir de la forma de la
préstata y la relacion del largo de la vaina del pene pero no por la forma de la conchilla. En
América del Sur las especies L. columella, L. diaphana y L. viatrix pudieron ser identificadas
y diferenciadas a partir de caracteristicas morfolégica y moleculares por aplicacion de la
técnica de PCR-RFLP en la regién ITS-1 y en una porcion del gen 16S del ADNm (Carvalho
et al., 2004).

Por lo expuesto anteriormente resulta evidente la necesidad de aplicar distintas
técnicas que se complementen entre si para identificar correctamente a los miembros de la

familia Lymnaeidae.
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En Argentina, la familia Lymnaeidae esté representada por L. columella en la Region
Noreste (Provincia de Misiones, Corrientes y
Entre Rios; Paraense, 1982), L. viatrix
principalmente en la Regién Centro-Sur
(Kleiman et al., 2004; Paraense, 1982), L.
truncatula en la Provincia de Mendoza (Issia
et al., 2008) y L. diaphana en la Provincia
de Chubut (Pietrokovsky, com. pers.) (Fig.
4.1). Otras dos especies, L. plicata (Scott,

1953) y L. pictonica (Castellanos y Landoni,

1981) han sido poco citadas y no existe

Referencias

@ Lymnaea viatrix

® | ymnaea columella
© Lymnaea diaphana
® [ymnaea truncatula

informacioén actualizada.

Figura 4.1: Distribucion geografica de las especies
de Lymnaea en Argentina. Fuente: Scott, 1953;
Paraense, 1982; Rossanigo et al., 1983; Kleiman et
al., 2004; Issia et al., 2008.

Las cuatro especies de Lymnaea mas estudiadas en Argentina se diferencian entre si
a partir de distintas caracteristicas. Lymnaea columella se distingue de las demas por la
forma de su conchilla, por la morfologia de su préstata y de su uréter (Paraense, 1983) y a
nivel molecular (Duffy et al., 2009). Las otras tres especies presentan conchillas similares
entre si. Lymnaea diaphana se diferencia de las otras 2 por el tamafio y la forma de la
prostata y por la relacion del largo de la vaina del pene y el prepucio (Issia et al., 2008). La
diferenciacion entre L. viatrix y L. truncatula es mas compleja. Por un lado, Issia et al. (2008)
las diferencian por la forma de la préstata y la relacién del largo pene/prepucio, mientras que
Duffy et al (2009) confirman su identificacibn a partir del polimorfismo hallado en la

secuencia de la hélice E10-1 de la region variable V2 del gen 18S del ARN ribosomal.

63



4. |dentificacion del HI

4.2 Objetivo

Identificar morfolégicamente al caracol involucrado en la dinAmica de transmision de
Fasciola hepatica en el Departamento de Beron de Astrada, Provincia de Corrientes,

Argentina.

4.3 Materiales y métodos

En capitulo 3, seccién 3.4: Hospedador intermediario, punto 3.4.2.1.1

4.4 Resultados

Las caracteristicas de la conchilla y los 6rganos internos de los ejemplares de la
familia Lymnaeidae recolectados en Beron de Astrada coinciden con las descripciones
realizadas por Paraense (1983) para Lymnaea columella , Say 1817 (Fig. 4.2). Lymnaea

columella fue la Unica especie de la familia Lymnaeidae hallada en el &rea de estudio.

Figura 4. 2: Aspecto externo de Lymnaea
columella proveniente de Beron de Astrada,
Corrientes, Argentina

4.4.1 Descripcién morfologica

La conchilla de L. columella es ovalada y estéa compuesta por 5 anfractos. El primero
de estos anfractos, denominado espira del cuerpo, es muy voluminoso y alcanza una

longitud 3 veces mayor que en el resto de los anfractos (Fig. 4.3 A). Los 4 anfractos
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restantes se agrupan en la parte distal de la conchilla y forman un espiral corto que termina
en un apice puntiagudo (Fig. 4.3 A). La conchilla posee lineas de crecimiento gruesas
atravesadas por lineas espirales finas que le confieren una ornamentacion muy

caracteristica. La apertura es alargada y ocupa dos tercios de la longitud total (Fig. 4.3 B).

Figura 4. 3: Conchilla de Lymnaea columella de Berdn de Astrada. A: vista dorsal, B: vista ventral. ec=
espira del cuerpo; e= espiral; ap= apertura, Escala: 5 mm

4L apice

Paraense (1983) identifica a la prostata, a la relacion del largo del pene y el prepucio y al

organo renal como los 6rganos con valor diagnéstico para la identificacion de L. columella.

En el aparato reproductor masculino  de L. columella la préstata, el ducto seminal
deferente y el eferente no se diferencia entre si, ya que tienen forma de cinta delgada y
poseen aproximadamente el mismo ancho (Fig. 4.4 B) y el prepucio es de 2 a 6 veces mas
largo que la vaina del pene (Fig. 4.4 B,C).

El aparato reproductor femenino  no posee caracteristicas distintivas (Paraense,
1983). Esta compuesto por una glandula del albumen muy voluminosa que cubre
parcialmente el oviducto. Este ultimo, describe una trayectoria aproximadamente circular y
se ubica entre la glandula del albumen y glandula nidamental. La vesicula seminal se ubica
a la izquierda de la glandula del aloumen y posee una apariencia globosa, como si estuviera
constituida por pequefios paquetes. A continuacion de la glandula nidamental se encuentra

el utero de paredes muy finas que se angosta hacia la zona distal y gira hacia la derecha
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Figura 44: Anatomia del aparate reproductor de Lymnaea columelia en vista ventral. Ay C) Fotografia del aparato reproductor
fernening v masculino de L columella de Berdn de Astrada, respectivamerte. B) Dibujo tomado de Paraense (1983).

Ga glandula del albumen; Vs: vesicula seminal; Ov. oviducts; Gn: glandula nidamental, Ep: espermateca; Ut uters;
Va: vagina, Ot ovotestis; Vi vaina del pene; Pp= prepucic; Vd: vaso deferents; Pr. prostata. Escala AB: 1 mm; C: 0.5 mm.
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para continuar en la vagina. La espermateca que puede adoptar distintas formas se localiza

a la izquierda de la vagina y posee color anaranjado (Fig. 4.4 A,B).

El 6rgano renal de L. columella se extiende en forma lineal por el lado derecho del
pericardio a través del manto. En su porcion distal, el uréter describe un recorrido en forma
de “S” o de doble flexion y luego gira hacia la derecha de forma tal que la abertura termina
en el pneumostoma (Fig. 4.5 A,B).

Figura 4.5: Anatomia del 6rgano renal de Lymnaea columella en vista ventral. A) Fotografia de L.
columella de Berédn de Astrada. B) Dibujo tomado de Paraense (1994). tr: tubo renal, m: manto, ur: uréter.
Escala A: 2 mm; B: 0,5 mm.

La descripcion del resto de los érganos internos puede leerse en Paraense (1983).

4.4.2 Comparacion con otros lymneidos de Argentina

La comparacion entre los ejemplares de L. columella de Berdn de Astrada y ejemplares
fijados de L. viatrix, L. diaphana y L. truncatula de Argentina, mostré las siguientes
diferencias morfolégicas:
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Conchilla: La conchilla de L. columella posee una espira del cuerpo (o primer anfracto)
mucho més desarrollada que la de L. viatrix, L. diaphana y L. truncatula, y su apertura ocupa
2/3 del largo total de la conchilla, mientras que en las otras especies, ocupa sélo la mitad del
largo total (Fig. 4.6) (Paraense, 1983).

Figura 4. 6: Conchilla de Lymnaea diaphana de Sarmiento,
Chubut, Argentina (cortesia de Silvia Pietrokovsky). Escala: 5mm

Uréter: El uréter en L. columella posee una doble flexibn mientras que en L. viatrix, L.

truncatula y L. diaphana el uréter sélo se curva hacia la derecha (Paraense, 1984).

Prostata: La prostata de L. columella tiene forma de cinta y no se diferencia del vaso
deferente ni del eferente. En las otras especies la prostata es una expansion alargada,
ovalada o achatada, mas ancha que los ductos deferente y eferente (Issia et al., 2008;
Paraense, 1983).

Relacion pene/prepucio: En L. columella el prepucio es de 2 a 6 veces mas largo que
la vaina del pene, mientras que en L. viatrix es de 1 a 3 veces mas largo (Paraense, 1984),
en L. diaphana de 1 a 2 veces mas largo (Paraense, 1984) y en L. truncatula de 4 a 5 veces

mas largo (Issia et al., 2008).
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4.5 Discusion

Lymnaea columella es una especie facilmente distinguible de las otras especies del
género presentes en Argentina (L. viatrix, L. diaphana y L. truncatula) por sus caracteristicas
morfoldgicas. Ademas, presenta un patrén Unico y muy diferente al de las otras especies de
Lymnaea en la secuencia de la hélice E10-1 de la regién variable V2 del gen 18S del ARN
ribosomal analizada por PCR-Real time (Duffy et al., 2009), en la secuencia de la region
ITS-1 y de una porcion del gen 16S del ARNm analizadas por PCR-RFLP (Carvalho et al.,
2004). Esto permite afrmar que indudablemente los caracoles lymneidos estudiados en

Beron de Astrada son sin lugar a dudas Lymnaea columella.

Lymnaea columella fue descripta originalmente por Say (1817). Baker (1908) propone la
creacion del género Pseudosuccinea y establece a L. columella como su especie tipo.
Desde entonces no ha habido acuerdo entre investigadores de distintas disciplinas sobre la
localizacion genérica de esta especie, ya que algunos la ubican dentro del género Lymnaea
(Coelho y Lima, 2003; Paraense, 1982), otros dentro del género Pseudosuccinea (Gutiérrez
et al., 2001; Pointier et al., 2007) y otros la nombran utilizando ambos géneros Lymnaea
(Pseudosuccinea) (Dacal et al., 1988; Malek y Cogswell, 1980). En esta tesis se ha decidido

nombrarla como Lymnaea columella en coincidencia con Hubendick (1951).

Las actividades humanas son las principales causas de la invasibn de moluscos
dulceacuicolas en ambientes acuéticos y este fendmeno se ha incrementado en las Ultimas
décadas producto del aumento del comercio de plantas y peces entre acuarios alrededor del
mundo (Pointier et al., 2007). Mediante este mecanismo se cree que distintas especies de
caracoles de la familia Lymnaeidae han invadido nuevas regiones y se han establecido mas
alla de sus areas de distribucién natural (Madsen y Frandsen, 1989). Este es el caso de L.
columella que por su gran capacidad de colonizacién y de expansion en areas nuevas ha
logrado establecerse en muchisimos paises alrededor del mundo. Esta especie fue
descripta por primera vez en Estados Unidos, presumiblemente en el estado de Filadelfia
(Say, 1817) y desde entonces se ha expandido por todo el continente Americano (Malek,
1985). En América Central ha sido hallada en Cuba (Gutiérrez et al., 2003), Islas de
Guadalupe (Durand et al., 2002), Puerto Rico, Méjico, Jamaica, Guatemala, Costa Rica y
Panama (Paraense, 1982). En Sudamérica, L. columella fue introducida en Ecuador, Brasil
(Paraense, 1982), Colombia (Salazar et al., 2006), Venezuela (Malek y Chrosciechowski,
1964), Paraguay, Argentina (Paraense, 1982; Scott, 1953), Uruguay (Heinzen et al., 1994) y

Peru (Larrea et al., 2007). También ha sido introducida en otros continentes como Oceania,

69



4. |dentificacion del HI

donde se la encontrd en las islas de la Polinesia Francesa (Pointier y Marquet, 1990), en
Nueva Zelanda (Harris y Charleston, 1977b) y en Australia (Boray et al., 1984); en Africa,
donde se la encontré en Sudéfrica (Appleton, 2003), Egipto, Kenya y Zambia (Madsen y
Frandsen, 1989), y finalmente en Europa, donde se la ha citado en Francia (Pointier et al.,
2007), Paises Bajos (Malek, 1985), Suiza, Dinamarca, Alemania y Polonia (Madsen y
Frandsen, 1989).

Su gran poder de colonizacion pudo corroborarse en Sudéfrica donde L. columella es la
especie colonizadora mas exitosa entre los caracoles dulceacuicolas que invadieron ese
pais en los Ultimos afios y actualmente ocupa el tercer lugar entre las especies de caracoles
de agua dulce con mayor distribucion (DeKock et al., 1989).

La invasion de L. columella no sélo amplia su distribucion geografica sino que puede
tener consecuencias en la expansion de la fasciolosis. En Nueva Zelanda, donde L.
columella fue introducida en la década del 60, rapidamente colonizé gran parte del pais y
desplazé a la especie nativa, Lymnaea tomentosa como principal hospedador intermediario
de F. hepatica, ampliando considerablemente la distribucion de la fasciolosis y provocando
cambios en la epidemiologia de la misma (Harris y Charleston, 1976). En Australia la
especie nativa, L. tomentosa, es un hospedador intermediario mas eficiente que L. columella
(Boray et al., 1984), pero como estas dos especies se desarrollan en ambientes distintos,
existe el riesgo de que L. columella participe en la transmision del parasito en los ambientes
donde la especie nativa no se desarrolla, ampliando la distribucion de la parasitosis hacia
zonas historicamente libres del paréasito (Boray et al., 1984).

Lymnaea columella ha demostrado ser un efectivo hospedador intermediario de F.
hepatica tanto en condiciones naturales como experimentales. Su rol en la transmision del
parasito en condiciones naturales ha sido confirmado en Brasil (Amato et al., 1986; Coelho y
Lima, 2003), Uruguay (Heinzen et al., 1994), Peru (Larrea et al., 2007), Colombia (Salazar et
al., 2006), Nueva Zelanda (Harris y Charleston, 1976) y Australia (Boray et al., 1984).
Experimentalmente se ha logrado infectar a L. columella con miracidios de F. hepatica en
Cuba (Gutiérrez et al., 2003), Puerto Rico (Leon-Dancel, 1970), Francia (Pointier et al.,
2007) y Sudafrica (Van Eeden y Brown, 1966 citado en Malek y Cogswell, 1980).

La informacion sobre la biologia y la ecologia de L. columella es muy escasa. Los pocos
trabajos desarrollados en este tema coinciden en que las siguientes caracteristicas
biolégicas y ecoldgicas son las que le permiten a esta especie adaptarse y establecerse
exitosamente en ambientes nuevos y con distintas condiciones (DeKock et al., 1989): su
capacidad para reproducirse por autofecundaciéon (DeKock et al., 1989), su alto potencial

reproductivo y su tolerancia a un amplio rango de temperaturas (Harris y Charleston, 1977c),
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su caracter mas acuatico (Boray et al., 1984; Harris y Charleston, 1977b), su tolerancia a un

amplio rango de condiciones de salinidad y pH (DeKock et al., 1989), entre otras.

En Argentina, Lymnaea columella es una especie introducida que posee actualmente una
distribucion acotada a la regidon noreste, pero que debido a su gran capacidad de
colonizacién y adaptacién a nuevos ambientes y a su tolerancia a un amplio rango de
temperaturas podria expandirse rapidamente hacia otras zonas de Argentina con
caracteristicas topograficas, climaticas y ambientales favorables para su desarrollo. Estas
nuevas zonas podrian ser regiones no habitadas por otro lymneido o con presencia de otras
especies de lymneidos bien establecidas como L. viatrix, L. truncatula o L. diaphana. A su
vez, su comprobada capacidad para transmitir satisfactoriamente a F. hepatica (ver péarrafo
anterior) y el antecedente de haber desplazado a los lymneidos nativos como principales
hospedadores intermediarios del parasito en otros paises (Harris y Charleston, 1976),
permitiria suponer que esta especie podria ampliar la distribucién de la fasciolosis en
Argentina hacia zonas donde antes no se registraban casos, 0 podria aumentar los niveles
de infeccidén en zonas donde ésta ya esta instalada, al aumentar el nimero de caracoles
susceptibles. Las especulaciones sobre estos posibles escenarios refuerzan la necesidad
estudiar las caracteristicas biologicas y ecologicas mas importantes de esta especie en

Argentina.

En este Capitulo se ha identificado morfolégicamente al caracol que actia como
hospedador intermediario de F. hepatica en el norte de la Provincia de Corrientes. Distintos
aspectos sobre su biologia, su ecologia y su dinamica poblacional seran estudiados en el
capitulo siguiente (Capitulo 5) y esta informacion junto con la obtenida en el Capitulo 6
sobre su rol como hospedador intermediario, permitirdn conocer la epidemiologia de la

fasciolosis en el area de estudio y disefiar medidas de control efectivas.
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4.6 Conclusiones

Lymnaea columella es la Unica especie de la familia Lymnaeidae hallada en el area de
estudio y esto la convertiria en un potencial hospedador intermediario de Fasciola

hepatica a nivel local,

Lymnaea columella se diferencia facilmente de las otras especies de lymneidos
presentes en Argentina (L. viatrix, L. diaphana y L. truncatula) tanto por su aspecto
externo (morfologia de la conchilla) como por su anatomia interna (morfologia de la

prostata, el uréter y la relacion pene/prepucio),

Lymnaea columella es una especie introducida en Argentina que posee actualmente una
distribucion restringida a la Regién Noreste, pero dadas sus caracteristicas biologicas
podria ampliar su distribucion hacia otras zonas del pais con condiciones topogréficas,

climaticas y ambientales favorables para su desarrollo,
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Capitulo 5

ABUNDANCIA, pINAMICA POBLACIONAL Y ASPECTOS
BIOLOGICOS DE Lymnaea columella

5.1 Introduccion

El conocimiento de la ecologia y la biologia de los caracoles de la familia Lymnaeidae es
esencial para comprender la epidemiologia de la fasciolosis y disefiar estrategias efectivas
de control. En las dltimas décadas se han llevado a cabo numerosos estudios
epidemioldgicos sobre esta parasitosis (Boray, 1981; Buchon et al.,, 1997; Malone, 1994;
Ollerenshaw, 1971b) pero muy pocos se han focalizado en la ecologia del hospedador
intermediario en condiciones naturales (Boray, 1969; Cruz-Mendoza et al., 2004; Kleiman et
al., 2007; Malone et al., 1984).

Las poblaciones de caracoles dulceacuicolas, entre los que se encuentran los
lymneidos, estan sujetas a una gran cantidad de limitaciones ecologias impuestas en gran
medida por las enormes fluctuaciones temporales que sufre el ambiente donde viven
(Gérard, 2001). La presencia, la abundancia y la estructura y la dinAmica poblacional de
éstos organismos resulta de la interrelacion entre las propiedades intrinsecas de cada
especie y las propiedades extrinsecas del habitat, tanto biéticas como abidticas (Krasnov et
al., 2006). Entre los factores bidticos, la predacion y la competencia interespecifica son
reconocidos como los mas importantes en la estructuracion de las poblaciones (Dillon,
2000). En relaciébn a los factores abibticos, la temperatura y la precipitacion son
considerados los factores mas limitantes (Ollerenshaw, 1971a; Torgerson y Claxton, 1999) y
su importancia relativa puede variar espacial y temporalmente. La temperatura es un factor
critico para la ecologia y la biologia de la mayoria de los organismos poiquilotermos, ya que
afecta directamente la tasa de crecimiento, la edad de maduracion sexual y la fecundidad
(Islam et al., 2001) y puede inhibir 0 acelerar muchos procesos biolégicos (Claxton et al.,

1999). Por su parte, la humedad también resulta fundamental para la vida de estos
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caracoles que solo pueden desarrollarse en suelos hiumedos y saturados de agua
(Ollerenshaw, 1971b).

En particular, los caracoles de la familia Lymnaeidae se desarrollan y reproducen en forma
Optima cuando la temperatura oscila entre 10°C y 30°C y cuando el suelo contiene suficiente
humedad (Torgerson y Claxton, 1999). Cuando las condiciones ambientales se vuelven
desfavorables, ya sea porque aumenta o disminuye mucho la temperatura o por que el
ambiente se seca, los lymneidos son capaces de sobrevivir estivando durante las sequias e
hibernando durante los meses frios, permaneciendo en ambos casos en estado de latencia
(Boray, 1969). La supervivencia luego de la estivacion dependeréa de la resistencia de los
caracoles a la desecacion, la cual estd influenciada principalmente por la duracién de la
sequia, por la temperatura y por el tamafio de los caracoles (Harris y Charleston, 1977a).
Los lymneidos suelen estivar enterrdndose en la tierra o retrayéndose en su conchilla
mientras permanecen sobre el suelo o sobre barro, tallos, troncos, ramas caidas, dentro de
grietas 0 pequefias depresiones en el suelo o incluso sobre matas de vegetacién acuatica
seca (Jokinen, 1978).

Las poblaciones de lymneidos presentan tasas de reproduccién y crecimiento muy altas
cuando las condiciones ambientales son favorables y se mantienen en el tiempo (Islam et
al., 2001). En condiciones naturales, donde las variables climéticas fluctian continuamente y
se produce una alternancia de periodos favorables y desfavorables, la dinamica poblacional
de estos caracoles es de tipo “crash-boom”, con crecimientos explosivos cuando las
condiciones son adecuadas y disminuciones drasticas en las épocas desfavorables (Malone
et al.,, 1984). La recuperacion de las poblaciones que han sido afectadas numéricamente
suele ser rapida debido a que son hermafroditas y capaces de reproducirse por fecundacion
cruzada o autofecundacion (Dillon, 2000), lo cual permite que con unos pocos individuos

maduros sexualmente se asegura la continuidad de la poblacion.

Si bien la familia Lymnaeidae posee una distribucibn cosmopolita, muchas de las
especies estan restringidas por las caracteristicas que debe tener su habitat (Malek, 1985),
entendiéndose como tal al espacio que reune las condiciones adecuadas para que la
especie pueda residir y reproducirse, perpetuando su presencia (Southwood, 1977). El
habitat de estos caracoles es muy variable ya que algunas especies viven en zonas
pantanosas, en bordes de lagos y lagunas o parches abiertos cerca de las costas, otras
prefieren charcos con agua estancada y presencia de vegetacion y otras viven en los
margenes de rios, arroyos y lagunas, sobre el fango que bordea las costas o sobre palos,

piedras y restos de vegetacion (Malek, 1985). Algunas especies presentan habitos mas
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acuaticos, como Lymnaea columella (Harris y Charleston, 1977b) y otras mas anfibios o

terrestres, como Lymnaea viatrix (Kleiman et al., 2007).

Lymnaea columella fue identificada como el Unico representante de la familia
Lymnaeidae en la zona de estudio (Capitulo 4). En Argentina no existen estudios sobre
aspectos biolégicos y ecolégicos de esta especie en condiciones naturales ni
experimentales. La informacion sobre L. columella proviene de los pocos trabajos realizados
a nivel mundial, en su mayoria en Brasil (Amato et al., 1986; Coelho y Lima, 2003), Cuba
(Calienes et al., 2004; Gutiérrez et al., 2003) y Nueva Zelanda (Harris y Charleston, 1976).
En algunos trabajos realizados en condiciones naturales se observdé que L. columella
presenta una dindmica poblacional anual y ciclica, con mayores abundancias y
predominancia de caracoles adultos en los meses mas frios y secos y un descenso de la
abundancia durante los meses mas calurosos Y lluviosos (e.g. Amato et al., 1986; Heinzen
et al., 1994; Ledn-Dancel, 1970; Oliveira et al., 2002). En otros trabajos no se encontré un
patrén estacional de la abundancia y la estructura poblacional (Cafiete et al., 2004; Coelho y
Lima, 2003). Segun Maure et al (1998) y Amato et al (1986) L. columella puede producir 2
generaciones por afio, una en verano (enero-marzo) y otra en invierno (junio-octubre),
mientras que Mattos et al (1997) y Appleton (1974) registraron una Unica generacion anual.
En su ambiente natural, la longevidad méxima registrada en L. columella fue de 15 meses
(Appleton, 1974) y el largo maximo de la conchilla fue de 20 mm (Silva Santos et al., 1987).

Bajo condiciones controladas de laboratorio, la mayor longevidad de L. columella fue de
183 dias y el tamafio maximo de 21,5 mm (Souza y Magalhdes, 2000). También se observo
gue L. columella posee una alta tasa de reproduccion, ya que cada individuo puede poner
en promedio 2352 huevos durante su vida fértil, que dura aproximadamente 98 dias (Gomes
et al., 1975). A su vez, caracoles criados en aislamiento producen méas huevos que los
criados de a pares, corroborando la capacidad de L. columella para reproducirse por
autofecundacién (Gutiérrez et al., 2002b). El tamafio al cual L. columella alcanza la madurez
sexual y comienza a poner huevos oscila entre 4 y 9 mm, segun lo informado por distintos
autores (Appleton, 1974; Gomes et al., 1975; Harris y Charleston, 1977c; Souza y
Magalhdes, 2000). Ademas, se observd que las L. columella de tamafio grande resisten
mejor la desecaciéon y por mas tiempo en comparacién con las pequefas (Harris y
Charleston, 1977a).
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5.2

f)

5.3

1)

2)

5.4

Objetivos

Estudiar aspectos biolégicos de Lymnaea columella en la zona de estudio,

Caracterizar los ambientes habitados por L. columella a partir de sus variables
ambientales,

Describir la abundancia de L. columella por ambiente y a lo largo del tiempo por
estaciones climaticas,

Describir la estructura y la dinamica poblacional de L. columella a lo largo del tiempo
por estaciones climaticas,

Analizar la influencia de factores bidticos y abiéticos en la abundancia y la dindmica
poblacional de L. columella,

Determinar el impacto en la abundancia y la dinamica poblacional de L. columella
durante y después de una sequia de 6 meses de duracién

Hipotesis

Lymnaea columella se encuentra bien establecida en la zona de estudio,
conformando poblaciones abundantes y estables durante todo el afio, ya que
encuentra en los distintos tipos de ambientes (Bafados y Malezales del
Macrosistema del Iberd) las condiciones y recursos necesarios para alimentarse,
crecer y reproducirse. A su vez, se adapta a las fluctuaciones ambientales y
climaticas mediante estrategias de supervivencia que le aseguran su permanencia

en el tiempo.

La abundancia y la dindmica poblacional de L. columella estdn moduladas por el

nivel de agua en los humedales y por la temperatura.

Metodologia (en Capitulo 3, secciones 3.2: Variables climaticas y 3.4:
Hospedador intermediario).
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5.5 Resultados

Los periodos en los que se dividié el estudio: primer periodo humedo (1° PH), periodo
seco, periodo de recarga y segundo periodo humedo (2° PH), presentaron condiciones
climaticas muy distintas (Figura 3.2), razon por la cual se decidi6 analizar a cada uno en
forma separada. Sin embargo, los analisis estadisticos so6lo pudieron realizarse con los
datos de los periodos humedos ya que en el periodo seco y en el de recarga se realizaron
pocos muestreos (1 y 2, respectivamente). Dentro de cada periodo hiumedo los muestreos

se agruparon por estacion.

Como es de esperar para un clima subtropical en los periodos humedos la mayor
temperatura media del aire se registrd en verano (25,7 °C), luego en primavera (21,5 °C),
otofio (21,0 °C) e invierno (16,3 °C). La mayor precipitacibn media estacional se registré en
otoilo (239,9 mm), luego en primavera (164,0 mm), en verano (117,3 mm) y en invierno
(52,1 mm).

5.5.1 Ambientes

Se encontraron ejemplares de Lymnaea columella en los 3 ambientes estudiados, a
saber el borde del Bafado, los canales anchos del Malezal y los canales angostos del
Malezal. En la Tabla 5.1 se muestran los valores minimos y maximos absolutos de la
temperatura instantanea del agua y el pH y la media de la columna de agua, registrados
durante todo el periodo de estudio en los sitios de muestreo de cada ambiente (8 en el

borde del Bafiado, 10 en los canales anchos y 8 en los canales angostos del Malezal).

La temperatura instantanea del agua no mostro variaciones importantes entre los sitios de
muestreos de un mismo ambiente, en ninguno de los muestreos realizados. En los 8 sitios
de muestreo del borde del Bafiado la diferencia entre el mayor y el menor valor absoluto
oscilo entre 0,5C (I del periodo de recarga) y 3,5 C (P del periodo de recarga). En los 10
sitios de muestreo de los canales anchos del Malezal la diferencia oscil6 entre 0,2€C (O del
2° PH) y 3,1 (P del periodo de recarga e | del 2° PH). En los 8 sitios de muestreo de los
canales angostos del Malezal la diferencia fue de entre 0,6<C (O del 2° PH) y 3,0C (P del 2°
PH). Por ejemplo, como se observa en la Tabla 5.1, en el muestreo de otofio del 2° PH la
temperatura del agua oscilé entre 19,4 y 22,0C en el borde del Bafiado (diferencia: 2,6),
entre 20,7 y 20,9C en los canales anchos (diferencia: 0,2) y entre 20,5 y 21,6 en los

canales angostos (diferencia: 1,1). Estas diferencias podrian considerarse despreciables
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frente al amplio rango de temperaturas a la cual se desarrollan los caracoles de la familia
Lymnaeidae (10-30C; Torgerson y Claxton, 1999), y permitiria suponer que no se
encontraran diferencias en la biologia de L. columella entre los sitios de muestreos de un
mismo ambiente.

El pH tampoco difiri6 entre los sitios de muestreos de un mismo ambiente ya que la
diferencia entre el menor y el mayor valor oscilé entre 0,1 y 1 en todos los ambientes y en
todos los muestreos (Tabla 5.1). Esta variacion probablemente tampoco afecte la biologia de
estos caracoles cuya actividad se desarrolla en ambientes donde el pH oscila entre 5y 8,6
(Van Someren, 1946).

Tabla 5.1: Valores de las variables ambientales registradas en el borde del Bafiado, en los canales anchos y en
los canales angostos del Malezal.

Periodos Primer himedo | Seco | Recarga Segundo humedo
2002 2003 ‘ 2004 2005

Humedal Ambiente Variable p Vv o I p Vv o) I p p Vv o) I p
A Min| 235 251 143 240 21,0 331 235 21,0 | 243 332 194 24,5 240
Max | 244 264 17,5 250 225 340 240 245|252 364 220 260 27,0
Bariado B;;%Zgg' oH Min| 70 78 55 70 57 | o 6,7 60 50 60 60
(n=8) Max| 70 78 55 7.0 5,7 6,8 70 60 70 70
CA Med | 26,5 237 128 75 183 1,0 99 197|650 7.6 342 159 60,0
DE| 15 12 23 51 26 04 13 92 | 50 60 184 11,3 00
A Min| 221 253 17,0 220 23,0 25 | 232 20,7 260 225
Max | 232 262 200 245 240 256 | 24,5 209 291 254
;:r?cnhzl oH Min| 76 60 50 60 s | s | & 67 s 50 60 60
(n=10) Max| 76 60 60 65 6,7 60 60 60
CA Med | 32,0 120 149 95 19,5 17,2 | 38,3 26,8 153 218
Malezal DE| 41 16 27 58 33 47 | 62 93 56 116
A Min| 251 258 180 20,0 18,5 | 22,9 205 254 224
Max | 266 285 19,6 215 21,0 | 24,3 21,6 26,0 254
aﬁggsatlo oH Min| 77 60 60 65 s | s | s 60 s 50 6,0
(n=8) Max| 77 70 60 65 6.0 6.0 6,0
CA Med | 255 150 98 43 76 | 225 237 90 143
DE| 15 50 03 42 16 | 25 12 10 37

Referencias: n: sitios de muestreos; TA: temperatura del agua (°C); CA: altura de la columna de agua (cm),

Min: minimo; Max: maximo; Med: media; DE: Desvio Estandar; P: primavera; V: verano; O: otofio; I: invierno; S: seco; --: sin dato

Con respecto al tipo de vegetacion, en el borde del Bafiado se hallaron principalmente
plantas acuaticas enraizadas (Pontederia lanceolata) y flotantes (Pistia sp y Lemna sp), en
los canales anchos del Malezal se hallaron plantas acuéticas flotantes (Pistia sp) y raices de
los pastos que crecen sobre los monticulos que conforman el Malezal (Andropogon lateralis

y otras especies del género Andropogon), siendo estas Ultimas la Unica vegetacion presente
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de los canales angostos del Malezal. En el borde del Bafiado las plantas acuéticas

ocupaban el 50% de la superficie y en los canales anchos el 10%.

La columna de agua mostré variaciones entre los sitios de muestreo de un mismo
ambiente en unas pocas estaciones, como puede observarse por el elevado valor del desvio
estandar, por ejemplo en otofio del 2° PH en el borde del Bafiado (DE= 18,4) 0 en primavera
del 2° PH en los canales anchos del Malezal (DE= 11,6) (Tabla 5.1). Seguramente, esto se
deba a que el fondo de estos ambientes es muy irregular y con depresiones, las cuales

podrian estar asociadas con el pisoteo de los animales.

La poca variabilidad de la temperatura del agua, el pH, el tipo de vegetacién y su
cobertura entre los sitios de muestreo de cada ambiente permite considerar que cada
ambiente es homogéneo. Debe resaltarse que las mediciones de éstas variables se
realizaron en forma instantdnea y en el transcurso de un par de horas, por lo cual si los sitios
de muestreo no fueran homogéneos, hubiera sido esperable encontrar diferencias
importantes en la temperatura del agua y el pH. Esta homogeneidad de los ambientes
permite agrupar los sitios de muestreo dentro de cada uno de ellos y considerar sélo el tipo
de ambiente, segun se trate del borde del Bafiado, de los canales anchos o de los canales

angostos del Malezal.

El Bafiado y Malezal, que son humedales temporarios, estuvieron completamente secos
al menos durante una estacion a lo largo del periodo de estudio; el Bafiado se seco en otofio
del periodo seco y el Malezal ademas estuvo seco en verano (2003) del 1° PH, en invierno
del periodo de recarga y en verano del 2° PH (Tabla 5.1).

El borde del Baiado fue el ambiente donde las variables ambientales mostraron mayor
oscilacion entre estaciones, ya que la temperatura del agua oscil6 entre 14,3 y 36,4°C, el pH
entre 5,0 y 7,8 (Tabla 5.1) y la columna de agua entre 0,5 cm (V2005 del 1° PH) y 70 cm
(P2004 del 2° PH). En la Figura 5.1 se muestran las variaciones estacionales de la
temperatura y la columna del agua durante los periodos humedos. La temperatura del agua
difirio significativamente entre estaciones en el 1° PH y en el 2° PH (H)= 15,5, p= 0,001 y
He= 13,3, p= 0,004, respectivamente) (Fig. 5.1 A.1,2). Las comparaciones de a pares
mostraron que en ambos periodos, la temperatura del agua en verano fue significativamente
mayor que en otofio (p< 0,05) y que en el resto de la estaciones no se encontraron
diferencias significativas (p> 0,05). La columna de agua no difirié entre estaciones durante el
1° PH (p> 0,05) (Fig. 5.1 B.1) pero si lo hizo en el 2° PH (H= 16,8, p= 0,001), cuando en

primavera fue significativamente mayor que en invierno y en verano (p< 0,05) (Fig. 5.1 B.2).
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5. Abundancia y dinamica poblacional de L. columella

En los canales anchos del Malezal la temperatura del agua oscil6 entre 17 y 29,1°C, el
pH entre 5y 7,6 (Tabla 5.1) y la columna de agua entre 0,5 cm (I del 1° PH) y 45 cm (P2004
del 2° PH). La Figura 5.2 muestra las variaciones estacionales de la temperatura y la
columna del agua durante los periodos humedos. La temperatura del agua difirid
significativamente entre estaciones en el 1° PH y en el 2° PH (Hi)= 14,0, p= 0,003 y Hp)=
8,7, p= 0,01, respectivamente) (Fig. 5.2 A.1,2). Durante el 1° PH la temperatura del agua en
verano y en primavera fue significativamente mayor que la de otofio (p< 0,05), mientras que
en el 2° PH, la temperatura del agua en invierno resulto significativamente mayor que la de
otofio (p< 0,05). La columna de agua no difirié6 entre estaciones durante el 2° PH (p> 0,05)
(Fig. 5.2 B.2) pero si lo hizo en el 1° PH (H@g= 18,9, p< 0,001), cuando la columna de agua
en primavera fue mayor que en invierno y verano (p< 0,05) (Fig. 5.2 B.1).

En los canales angostos del Malezal la temperatura del agua oscilo entre 18 y 28,5°C,
el pH entre 5y 7,7 (Tabla 5.1) y la columna de agua entre 0,5 cm (I del 1° PH) y 27 cm
(P2002 del 1° PH). La Figura 5.3 muestra las variaciones estacionales de la temperatura y la
columna de agua durante los periodos hiumedos. La temperatura del agua no difiri6 entre
estaciones durante el 1° PH (p> 0,05) (Fig. 5.3 A.1) pero si lo hizo en el 2° PH (Hp= 8,4, p=
0,01) (Fig. 5.3 A.2), cuando la temperatura del agua en invierno fue significativamente mayor
a la de otofio (p< 0,05). La columna de agua no mostré diferencias significativas entre

estaciones en ninguno de los periodos humedos (p> 0,05 para ambos) (Fig. 5.3 B.1,2).

El pH no difirid entre estaciones en ninguno de los periodos humedos, en ninguno de los

ambientes (p> 0,05 en todos los casos).

En primavera, como consecuencia del aumento en las precipitaciones (Fig. 3.2),
aumento también la columna de agua en el Bafiado (Fig. 5.1 B.1,2) y en el Malezal (Fig. 5.2
B.1,2 y Fig. 5.3 B.1,2), quedando ambos humedales desbordados e interconectados. Esta
situacion permitié considerar que todos los ejemplares de L. columella hallados en la zona
de estudio pertenecen a una Unica poblacidn, cuyos individuos pueden dispersarse

libremente entre los ambientes estudiados cuando estos estan conectados.
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5. Abundancia y dinamica poblacional de L. columella

Figura 5.1: Borde del Bafiado. Variaciones estacionales de la temperatura del agua (A) y la columna de

agua (B) durante el primer (1) y el segundo periodo himedo (2). *Grafico de Cajas y bigotes (Box & Whisker plot). El
circulo central representa la mediana, el borde superior e inferior de la caja el primer y el tercer cuartil, respectivamente y los bigotes los
valores extremos (minimo y maximo).
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5. Abundancia y dinamica poblacional de L. columella

Figura 5 .3: Canal angosto del Malezal. Variaciones estacionales de la temperatura del agua (A) y
la columna de agua (B) durante el primer (1) y el segundo periodo himedo (2)*.
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5.5.2. Abundancia

En el presente estudio se recolectaron en total 7.851 ejemplares de Lymnaea columella.
Estos individuos fueron hallados a lo largo de todo el estudio, excepto en el muestreo de
otoflo de 2004 (periodo seco), cuando todos los ambientes estaban completamente secos
(Tabla 5.1). En la Figura 5.4 se muestra el patron estacional de la abundancia de L.
columella (nimero de caracoles hallados en 30 minutos) a lo largo del tiempo. Durante los
periodos humedos la abundancia fue baja en verano, aumenté en otofio, alcanzé el pico
maximo en invierno y descendi6 en primavera (Fig. 5.4). En el periodo de recarga la
abundancia aumentd al aumentar las precipitaciones: se increment6 en invierno y el pico

maximo se observo a principios de primavera (Fig. 5.4).

La abundancia de L. columella difirié significativamente entre periodos (yx*s= 5.837,9,
p< 0,001), registrandose la mayor abundancia en el 2°PH (384,1 caracoles/30min; 58,7%),
luego en el 1°PH (170,9 caracoles/30min; 26,1%), en el periodo de recarga (99,3
caracoles/30min; 15,2%) y llego a O en el periodo seco. Las comparaciones de a pares
mostraron diferencias significativas entre todas las combinaciones (p< 0,001).
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5. Abundancia y dinamica poblacional de L. columella

En ambos periodos humedos se observé una correlacion negativa entre la abundancia
de L. columella y la temperatura media (Fig. 5.4), maxima y minima mensual del aire (1° PH:
rs= -0,99, -0,94 y -0,83, respectivamente; 2° PH: rs= -0,90, -0,86 y -0,97, respectivamente;
p< 0,05 en todos los casos). La abundancia de L. columella no estuvo correlacionada con la

precipitacion mensual (p> 0,05 para cada periodo).

Figura 5. 4: Variacion estacional de la abundancia de Lymnaea columella y de la temperatura media
mensual del aire en Berdn de Astrada, Provincia de Corrientes, Argentina. A.
Abundancia estacional de L. columella, B. Temperatura media mensual del aire. Ref.:
Periodo humedo: exceso de agua, periodo seco: escasas precipitaciones, periodo de recarga:
aumento en las precipitaciones.
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La abundancia de L. columella difiri¢ significativamente entre estaciones tanto en el 1°
PH (x*@= 153,8, p< 0,001) como en el 2° PH (3= 490,7, p< 0,001). Las comparaciones de
a pares mostraron diferencias significativas entre todas las estaciones (p<0,001). En el 1°y
en el 2° PH la mayor abundancia se registro en invierno (62,1% y 76,9%, respectivamente) y
la menor en verano (0,9% y 0,2%, respectivamente) (p< 0,05 en ambos). Sin embargo, las
abundancias registradas en otofio y en primavera mostraron patrones diferentes. En el 1°

PH la abundancia en otoiio (37,1%) fue significativamente mayor que en primavera (5,3%;
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5. Abundancia y dinamica poblacional de L. columella

Y’o= 30,1, p< 0,001), mientras que en el 2° PH la abundancia en primavera (21,0%) fue

significativamente mayor que en otofio (1,9; y°x= 50,3, p< 0,001).

La abundancia de L. columella también mostr6 diferencias significativas entre
ambientes en ambos periodos himedos (1° PH: %= 32,6, p< 0,001 y 2° PH: y*»= 92,8, p<
0,001). En el 1° PH la abundancia fue similar en los canales anchos del Malezal y en el
borde del Bafiado (46,3 caracoles/30min; 54,1%, y 34,7 caracoles/30min; 40,6%,
respectivamente; x°1=1,6, p= 0,19) y ambas resultaron significativamente mayores que la
registrada en los canales angostos del Malezal (4,5 caracoles/30min; 5,3%; xz(l)z 68,5, p<
0,001). En cambio, en el 2° PH la abundancia en el borde del Bafiado (121,7
caracoles/30min; 63,4%) fue significativamente mayor a la de los canales anchos del
Malezal (56,9 caracoles/30min; 29,6%; XZ(l): 23,5, p< 0,001) y ambas resultaron
significativamente mayores a la de los canales angostos del Malezal (13,4 caracoles/30min;

7,0%; x*w)= 86,8 y x°u)= 26,9, respectivamente; p< 0,001 en ambos casos).

En la Figura 5.5 A, B y C se muestra la abundancia, la temperatura y la columna media
del agua para cada ambiente a lo largo de todo el periodo de estudio. Durante los periodos
hamedos, la abundancia de L. columella no estuvo correlacionada con la temperatura del
agua (p> 0,05), ni con el pH (p> 0,05) ni con la profundidad (p> 0,05), en ninguno de los
ambientes (Fig. 5.5 A, B, C).

Cuando se analizé cada ambiente por separado considerando ambos periodos himedos
juntos, se encontraron diferencias significativas en la abundancia de L. columella entre
estaciones en el borde del Bafiado (x*s= 358,1, p< 0,001), en los canales anchos (x’z=
356,1, p< 0,001) y en los canales angostos del Malezal (x2(3)= 57,4, p< 0,001), como se
muestra en la Tabla 5.2. Las comparaciones de a pares mostraron diferencias significativas
entre todas las estaciones en los primeros dos ambientes, mientras que en los canales
angostos del Malezal sélo la abundancia en primavera fue significativamente mayor a las
demas (Tabla 5.2). En el borde del Bafiado y en los canales anchos del Malezal la mayor y
la menor abundancia se registré en invierno y en verano, respectivamente. En las otras
estaciones estos ambientes exhibieron patrones opuestos, ya que L. columella fue méas
abundante en el borde del Bafiado en primavera y en los canales anchos del Malezal en

otofo.
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5. Abundancia y dinamica poblacional de L. columella

Figura 5. 5: Variaciones estacionales de la abundancia de L. columella, la columna de agua media
y la temperatura media del agua en: A) los canales anchos del Malezal, B) el borde del Bafiado y

Tabla 5.2: Abundancia estacional de L. columella en el borde del Bafiado, en
los canales anchos y en los angostos del Malezal, durante los dos periodos

hdamedos.
Ambiente
borde del Bafiado Canal ancho del Canal angosto del

Malezal Malezal
Estacién A A A
verano 0,8%" 0% 0,4%"
otofio 10,6%” 14,4%" 3,9%"
invierno 68,9%"° 81,0%" 19,6%"
primavera 19,7%d 4,6%d 76,1%b

A: abundancia (nimero de individuo/30 min).

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas (p< 0,05) entre estaciones

dentro de cada ambiente.
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5. Abundancia y dinamica poblacional de L. columella

Figura 5.5 (cont) : Variaciones estacionales de la abundancia de L. columella, la columna de
agua media y la temperatura media del agua en: A) los canales anchos del Malezal, B) el borde del
Bafiado y C) los canales angostos del Malezal.
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5. Abundancia y dinamica poblacional de L. columella

Durante el periodo seco los 3 ambientes se secaron completamente (Tabla 5.1, Fig. 5.5

A,B,Cy Fig. 5.6 D,F,G) y como se mencion6 anteriormente, no se encontraron caracoles.

En invierno del periodo de recarga el Unico ambiente con agua fue el borde del Bafiado
(Fig. 5.5 B) y alli se recolectaron 50 L. columella/30 min. A principios de primavera, cuando
todos los ambientes contenian agua (Fig. 5.6 A-D, E), se recolectaron 243, 4 y cero L.
columella/30 min en el borde del Bafiado, en los canales anchos y en los canales angostos

del Malezal, respectivamente (Fig. 5.5 A,B,C).

En el borde del Bafiado y en los canales anchos del Malezal, aparte de L. columella se
encontraron ejemplares del género Biomphalaria, Physa y Drepanotrema y de la familia
Ampullariidae, mientras que en los canales angostos del Malezal sélo estaba presente L.
columella. La abundancia de L. columella no mostré correlacion con la abundancia de
ninguno de los integrantes de la comunidad de gasterépodos (p> 0,05). Sin embargo, se
observo una leve tendencia al aumento de la abundancia de L. columella al reducirse la del
género Biomphalaria (rs= -0,8, p= 0,2) y al aumentar la de los demas grupos (Drepanotrema,

Physa y Ampullariidae: rs= 0,2, 0,8 y 0,4, respectivamente, p> 0,05 para todas).

En la Tabla 5.3 se muestra la abundancia y la frecuencia relativa de cada integrante de la
comunidad de gasterdépodos por estacion durante los periodos humedos. En verano la
comunidad de gasterépodos estuvo representada solamente por el género Biomphalaria y la
especie L. columella, siendo la primera significativamente mas abundante que la segunda
(w= 42,2, p< 0,001) (Tabla 5.3). En el resto de las estaciones todos los grupos estuvieron
presentes aunque con patrones de abundancias muy distintos. En otofio los grupos mas
representativos fueron L. columella y el género Drepanotrema, con abundancias similares
entre si (p> 0,05) y significativamente mayores al resto de los grupos (x*s= 20,8, p< 0,001)
(Tabla 5.3). En invierno la abundancia de L. columella fue significativamente mayor a la de
los demas grupos (x*»= 887,9, p< 0,001), constituyéndose en la especie mas frecuente
(98,7%; Tabla 5.3). En primavera las L. columella también fueron el grupo més abundante
(= 68,3, p< 0,001), seguido por las biomphalarias, las physas y las ampullariias con
abundancias similares entre si (p> 0,05) y mayores a la de las drepanotremas (x’z= 26,7,
p< 0,001) (Tabla 5.3).
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Tabla 5.3: Estructura de la comunidad de gasterépodos en Berdn de Astrada, Provincia
de Corrientes, Argentina

Periodos hiumedos

estacion verano otofio invierno primavera
Gasterépodos A F A F A F A F
Lymnaea columella 06 13%" 280 385% 2443 939%° 67,8 42,0%°
Biomphalaria spp 440 987%° 66 91%° 20 08%° 345 21,4%"
Drepanotrema spp 0,0 0,0% 27,0 37,1%a 2,0 0,8% b 3,5 2,2% ¢
Physa spp 00 00% 10 14%° 80 31%° 220 136%"
Ampullariidae 00 00% 101 139%° 40 15%° 335 20,8%"

A: Abundancia (n° individuos/ 30 min)

F: Frecuencia (% de caracoles de un grupo del total de gasterépodos recolectados)
Letras minUsculas distintas en la misma columna indican diferencias significativas (p< 0,05) entre la frecuencia de los gasterépodos por
estacion.

5.5.3. Aspectos biolégicos de L. columella

En el borde del Baiado y en los canales anchos del Malezal frecuentemente se
encontraron L. columella nadando activamente por la superficie del agua con el pie hacia
arriba (Fig. 5.7 E), con el pie hacia abajo (Fig. 5.7 F), adheridas a tallos, hojas y raices de
plantas acuaticas (Fig. 5.7 A-C, G-I), en reposo sobre plantas flotantes o enraizadas (Fig.
5.7 F), o sobre el fondo (Fig. 5.7 D). Las L. columella presentaron actividad bajo
temperaturas absolutas del agua entre 14,3°C (otofio) y 36,4°C (verano), pH entre 5 (otofio)
y 7,8 (verano) y columnas de agua entre 0,5 cm (verano) y 70 cm (primavera) (Tabla 5.1).
No se encontraron L. columella bajo columnas de agua mayores a 70 cm.

Cuando los ambientes se secaron, no se encontraron L. columella estivando ni

conchillas vacias en las muestras de tierra analizadas.
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Figura 5.6: Ambientes donde se encontraron L. columella en Berdn de Astrada, Provincia de
Corrientes, Argentina, con y sin agua: A y C: Bafiado con agua, B: Bafiado con muy
poca agua, D: Bafado seco, E: canal ancho del Malezal con agua, F: canal ancho

del Malezal seco, G: canal angosto del Malezal seco.
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Figura 5. 7: Lymnaea columella en su habitat. A y B: Adherida a tallos de plantas acuéticas, C: Adherida
a hojas vivas; D: sobre el barro en un ambiente poco profundo; E: nadando sobre la

superficie del agua con el pie hacia arriba; F: nadando sobre la superficie del agua con el pie
hacia abajo, G-I: Adherida a ramas y hojas muertas.
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5.5.4. Estructura Poblacional

Los 7.851 ejemplares de L. columella midieron entre 1,1 y 25,3 mm de largo, con una
mediana (M) de 7,1 mm y el primer y tercer cuartil de 4,6 y 10,9 mm, respectivamente.

La distribucion de tamafios durante los dos periodos humedos se muestra en la Figura

5.8. En el 1° PH se observaron diferencias significativas en el largo de la conchilla de L.
columella entre estaciones (H)= 196,6, p< 0,001). Las comparaciones de a pares mostraron
diferencias significativas entre todas las estaciones (p< 0,001), encontrandose el mayor
valor de la mediana en verano (M= 8,8 mm), luego en invierno (M= 7,6 mm), en otofio (M=
6,6 mm) y finalmente en primavera (M= 4,9 mm) (Fig. 5.8 A).
En el 2° PH también se observaron diferencias entre estaciones (Hs= 1691,4 p< 0,001),
encontrandose los mayores valores de la mediana en verano e invierno (M= 9,8 y 11,9 mm,
respectivamente, p< 0,05), los intermedios en primavera (M= 4,7 mm, p< 0,05) y los mas
bajos en otofio (M= 2,5 mm, p< 0,05) (Fig. 5.8 B).

En el periodo de recarga también se encontraron diferencias significativas en el tamafio
de los caracoles entre estaciones (U= 4189,5, p< 0,001), registrandose caracoles mas
grandes en invierno (M=11,4 mm) que a principios de primavera (M= 4,6 mm), como se

muestra en la Figura 5.9.

Figura 5.9: Tamafo de L. columella por estacion en el periodo de recarga. Las franjas representan las
distintas categorias de tamafios: A: recién nacidos (1-3,6 mm); B: juveniles (3,7-6,5 mm); C: medianos (6,6-
13,1 mm), D: grandes (13,2-19,7 mm).
Gréfico de Cajas y bigotes (Box & Whisker plot). El circulo central representa la mediana, el borde inferior y superior de la
caja el primer y el tercer cuartel, respectivamente y los bigotes los valores extremos (minimo y méaximo). Letras distintas
indican diferencias significativas (p< 0,05) en el tamafio de L. columella entre estaciones.
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5. Abundancia y dinamica poblacional de L. columella

Figura 5.8: Tamafo de L. columella por estacion en los periodos humedos: A) primer periodo

hamedo, B) segundo periodo himedo. Las franjas representan las distintas categorias de tamafios:
A: recién nacidos (1-3,6 mm); B: juveniles (3,7-6,5 mm); C: medianos (6,6-13,1 mm), D: grandes (13,2-19,7
mm); E: muy grandes (> 19,8 mm). El circulo central representa la mediana, el borde inferior y superior de la caja el
primer y el tercer cuartel, respectivamente y los bigotes los valores extremos (minimo y maximo). Letras distintas indican
diferencias significativas (p< 0,05) en el tamafio de L. columella entre estaciones.
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Segundo periodo himedo

De acuerdo con Appleton (1974), las L. columella menores a 6,5 mm son consideradas
inmaduras sexualmente. Ademas, en linea con el trabajo de Souza y Magalhdes (2000),
quienes encontraron que bajo condiciones experimentales L. columella eclosiona con 1,1
mm y alcanza una longitud media de 3,7 mm durante su primer mes de vida, las L. columella
inmaduras (<6,5 mm) fueron subdivididas en dos categorias: Recién nacidos (individuos

entre 1 y 3,6 mm) y Juveniles (individuos entre 3,7 y 6,5 mm). La presencia de caracoles
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recién nacidos indica el reclutamiento de una nueva generacién. A su vez, las L. columella
adultas (> 6,5 mm) fueron asignadas a las siguientes categorias de tamafo: Medianas (6,6
— 13,1 mm), Grandes (13,2 - 19,7 mm)y Muy grandes (> 19,8 mm).

Considerando estas categorias de tamafio se puede observar en las Figuras 5.8 y 5.9 que
en el 1° PH y en el de recarga se encontraron caracoles recién nacidos, juveniles, medianos

y grandes y en el 2°PH, aparecen también las L. columella muy grandes.

La estructura poblacional de L. columella durante el periodo de estudio se muestra en la
Figura 5.10.

En los veranos del primer periodo himedo (2003 y 2004) mas del 90% de los caracoles
eran medianos y los restantes, cuando estuvieron presentes, eran juveniles. En otofio la
aparicion de un 4,7% de caracoles recién nacidos y el aumento en la proporcion de los
juveniles (43,3%) indico reclutamiento de nuevos individuos. En esta estacion, la proporcién
de caracoles medianos disminuy6 al 52%. En invierno aumento la proporcion de caracoles
recién nacidos (9,2%), disminuyd la de juveniles (28,5%), se mantuvo constante la de
medianos y por primera vez aparecieron caracoles grandes (2,9%). En las primaveras
(2002 y 2003) se registrd una proporcion muy alta de caracoles inmaduros (73,8% y 82,2%,
respectivamente) de los cuales alrededor del 20% eran recién nacidos. El resto de la

poblacion estaba compuesto por L. columella medianas (Fig. 5.10).

En el periodo de recarga la mayoria de los caracoles recolectados en invierno ,
inmediatamente después de que terminara la sequia, eran adultos (98,1%). De éstos, el
80,9% eran medianos y el resto grandes. A principios de primavera de 2004, la aparicion
de 29,0% y 47,2% de L. columella recién nacidas y juveniles, respectivamente, indico el

reclutamiento de nuevos individuos y la recuperacion de la poblacion.

En el segundo periodo himedo la poblacion de L. columella en el verano estaba
constituida por un 85,7% de individuos medianos y los restantes eran juveniles mayores a
5,4 mm (Fig. 5.10). En otofio , la aparicion de un 69,9% de caracoles recién nacidos y el
aumento en la proporciéon de los juveniles (11,0%) indicé reclutamiento. Los caracoles
medianos representaban el 17,6% de la poblacion y los grandes el 2,7%. En invierno
disminuy6 la proporcion de recién nacidos (3,2%), aumentd la de juveniles, medianos y
grandes (19,8%, 38,1% y 38,5%, respectivamente) y por primera vez aparecieron caracoles
muy grandes (0,3%). Finalmente, en las dos primaveras (2004 y 2005) se observé una gran
proporcion de caracoles inmaduros (95,3% y 61,3%, respectivamente), de los cuales el

38,5% y 16,3%, respectivamente eran recién nacidos. La proporcion de caracoles adultos
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difirid entre estas dos primaveras. En 2004 so6lo se encontraron L. columella medianas
(4,7%), mientras que en 2005 se encontré un 37,7% de medianos y un 0,6% de grandes
(Fig. 5.10).

Figura 5. 10: Estructura poblacional de L. columella de Berén de Astrada, Provincia de Corrientes,
Argentina, durante el periodo de estudio. Referencias: Blanco: recién nacidos (1 — 3,6 mm); Negro:
juveniles (3,7 — 6,5 mm); Naranja: medianos (3,6 — 13,1 mm); Celeste: grandes (13,2 — 19,7 mm). Los nimeros
sobre las barras indican la cantidad de L. columella medidas.
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5.6. Discusién

De los resultados expuestos en este capitulo se desprende que Lymnaea columella se
encuentra bien establecida y puede desarrollarse de manera 6ptima en dos de los
humedales mas distribuidos de la Provincia de Corrientes, los Bafiados y los Malezales.
Estos ambientes, como se menciond en el capitulo 2, forman parte del Macrosistema del
Iberd, uno de los humedales méas importantes de Sudamérica por su extensién, su ubicacién
geografica enmarcada en terrenos biogeograficos muy diferentes y su proximidad a grandes
rios (Neiff, 2003b). El Macrosistema del Ibera ocupa una superficie de 12.300 km? al NE de
Argentina (Neiff, 2004) e integra a su vez un sistema mas amplio de humedales conocido
como la Regién del Ibera que abarca unos 40.000 km? y constituye una de las principales
fuentes de agua dulce no contaminada de Argentina, donde viven mas de 4.000 especies

vegetales y animales (Poi de Neiff, 2003).

Esta es la primera vez que se encuentra a un lymneido en un Bafiado y un Malezal en
Argentina. Hasta el presente trabajo las dos especies de Lymnaea mas estudiadas en el
pais (L. columella y L. viatrix) habian sido encontradas en otro tipo de ambientes, por
ejemplo, L. columella en lagos (Paraense, 1986), rios (Castellanos y Landoni, 1981;
Gutiérrez Gregoric et al., 2006; Paraense, 1986; Scott, 1953), diques (Paraense, 1986),
charcos (Castellanos y Landoni, 1981), pantanos cubiertos de hierba (Paraense, 2005),
canales de irrigacion y campos de cultivo de arroz (Rumi y Hamann, 1990) y L. viatrix en
arroyos, canales de irrigacion (Castellanos y Landoni, 1981; Paraense, 2005), rios
(Castellanos y Landoni, 1981; Lombardero et al., 1979a; Paraense, 2005), pantanos
(Paraense, 2005), charcos (Castellanos y Landoni, 1981), mallines (Kleiman et al., 2007) y
lagunas (Castellanos y Landoni, 1981; Kleiman et al., 2007).

Este resultado es importante porque amplia la diversidad de ambientes que puede
habitar L. columella y porque contribuye al conocimiento de la riquisima fauna que vive en

algunos de los humedales que integran el Macrosistema del Ibera.

El Bafado y el Malezal son humedales lénticos, 0 sea de aguas quietas, sin corriente
(Neiff, 2003) y el hallazgo de L. columella en ambientes con estas caracteristicas coincide
con lo reportado por Castellanos y Landoni (1981) y Malek (1985). Desde la perspectiva de
los caracoles y segun la clasificacion de Southwood (1977), a nivel espacial los humedales
estudiados podrian considerarse continuos, ya que sus areas favorables resultaron mayores

a las que el caracol puede cubrir por dispersidn. Esto significa que los caracoles podrian
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desplazarse libremente siempre entre zonas favorables dentro de un mismo ambiente e
incluso entre ambientes cuando éstos quedan interconectados en primavera.

A nivel temporal, los Bafiados y los Malezales de la zona de estudio podrian clasificarse
como predecibles (alternancia regular de periodos favorables y desfavorables; Southwood
(1977)) ya que durante los periodos humedos en otofio, invierno y primavera las condiciones
fueron favorables y Unicamente en verano las mismas se volvieron desfavorables para L.
columella. Pero, podrian clasificarse como impredecibles (periodos favorables de variada
duracion, interrumpidos por periodos desfavorables también de variada duracion;
Southwood (1977)), si se considera el periodo seco, ya que la sequia interrumpio

repentinamente las condiciones favorables.

5.6.1. Abundancia

La ausencia de caracoles durante el periodo seco y la menor abundancia de L. columella
en el periodo de recarga, respecto de ambos periodos humedos, estaria reflejando el efecto
negativo de la sequia sobre la poblacién de caracoles. Una respuesta similar ante una
sequia fue observada para L. columella en Brasil (Amato et al., 1986) y para L. bulimoides
en USA (Malone et al., 1984). En los periodos humedos, la lluvia no parece ser un factor
limitante para la poblacion de L. columella ya que la falta de correlacion entre la abundancia
y la precipitacion sugiere que los ambientes estudiados contenian la minima cantidad de
agua necesaria para permitir el desarrollo de la poblacion durante todo el afio.

En el segundo periodo humedo la abundancia de L. columella fue significativamente
mayor a la del primer periodo hiumedo, a pesar de que se muestrearon los mismos
ambientes y en las mismas estaciones, y de que no se observaron grandes diferencias en
las variables climéticas (Fig. 3.2) y ambientales (Tabla 5.1). Esta diferencia de abundancias
podria estar relacionada con la infeccion por trematodes, que puede alterar ciertos
parametros de sus hospedadores intermediarios (Lafferty, 1993) como su tasa de
reproduccion y de supervivencia (Sorensen y Minchella, 2001). Entonces, la menor
abundancia de L. columella en el primer periodo himedo podria deberse a una mayor
prevalencia de infeccion, por ejemplo, por Fasciola hepatica. Esto se analizara en el préximo

capitulo (# 6), referente a la dinamica de transmision de F. hepatica en la zona de estudio.
El patron estacional de la abundancia de L. columella en Berdn de Astrada fue similar en

ambos periodos humedos (Fig. 5.4), con los valores mas bajos registrados en verano, los

mas altos en invierno y los intermedios en primavera y otofio.
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En verano, las altas temperaturas del aire (Fig. 5.4) y la falta de agua (los canales
anchos y angostos del Malezal estuvieron secos en 2 de los 3 veranos; ver Tabla 5.1) o la
reduccion de la columna de agua (como ocurrié en el borde del Bafiado en 2 de los 3
veranos; ver Tabla 5.1), pudieron haber limitado el desarrollo y la supervivencia de L.
columella, reduciendo su abundancia. Resulta llamativo que la mayor abundancia de L.
columella se halla encontrado en invierno , cuando se registraron temperaturas medias
estacionales del aire (16,6°C) cercanas al limite inferior del rango de temperaturas en el cual

se desarrollan los lymneidos (10-30°C).

En otofio la menor abundancia de L. columella con respecto al invierno podria deberse a
un arrastre de la situacion de los veranos secos y calurosos, en el sentido de que no
transcurrié el tiempo suficiente para que la poblacion se recupere completamente. En
primavera , la disminucién de la abundancia respecto al invierno podria deberse al aumento
en el nivel de agua registrado en todos los ambientes (Figura 5.1, 5.2 y 5.3; Tabla 5.1) como
consecuencia de un aumento en las precipitaciones que generé exceso de agua en el suelo
(Fig. 3.2). Esta situacion podria haber provocado la dispersién de las L. columella hacia
otros sitios mas lejanos, no incluidos en los muestreos, diluyendo consecuentemente su
abundancia en los ambientes muestreados, lo cual se vio reflejado en una disminucion de la
abundancia. La disminucion de la abundancia de L. columella y otros moluscos como
consecuencia de un aumento en las precipitaciones fue observado por otros autores
(Barbosa y Barbosa, 1994; Coelho y Lima, 2003).

Ademéas de las variables climéaticas y ambientales recién analizadas, el patron de
abundancias de L. columella podria estar relacionado con la presencia y la abundancia de
los otros caracoles que habitan los humedales e integran la comunidad de gasteropodos,
como las ampullarias, las physas, las drepanotremas y las biomphalarias (Tabla 5.3). De
éstos, solo el dltimo grupo parece tener una relacion definida con la especie en estudio, ya
que su abundancia estacional fue inversa a la de L. columella, lo cual podria sugerir una
interaccion negativa entre ambos grupos, como la competencia por los recursos. De acuerdo
con Dillon (2000), los lymneidos y la Familia Planorbidae, que incluye al género
Biomphalaria, pueden competir por alimento ya que son consumidores generalistas y sus
dietas suelen superponerse. De hecho, Utzinger y Tanner (2000) encuentran que Lymnaea
natalensis y Biomphalaria pfeifferi podrian competir por los recursos porque prefieren el
mismo tipo de sustrato. Por lo tanto, en verano la gran abundancia del género Biomphalaria
podria explicar la disminucién de la abundancia de L. columella y, en forma analoga, la casi

desaparicion de las biompahalarias en invierno , permitiria el boom poblacional de L.
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columella (Fig. 5.4). Los otros grupos no parecen influir en la abundancia de L. columella
(Tabla 5.3). La coexistencia entre L. columella y caracoles de los géneros Physas,
Drepanotrema y Ampullaria fue reportada numerosas veces (Coelho, 2007; Teles et al.,
1991).

El patrén estacional de abundancias de L. columella observado en este trabajo es similar
al reportado en los pocos estudios realizados sobre aspectos ecoldgicos de esta especie. En
Puerto Rico (Leon-Dancel, 1970) y en Brasil (Amato et al., 1986; Mattos et al., 1997) las
abundancias fueron maximas en los meses mas frios y minimas en los mas calurosos. Esta
relacién inversa entre la abundancia y la temperatura también fue observada en Lymnaea

bulimoides en Louisiana, USA (Malone et al., 1984).

El hecho de que los canales anchos del Malezal y el borde del Bafiado presentaran
abundancias altas y similares en el primer periodo himedo (40,6 y 54,1%, respectivamente)
permite afirmar que son los ambientes mas favorables para el desarrollo de L. columella en
la zona de estudio. Ademas, el borde del Bafiado fue el ambiente con mayor abundancia
en el segundo periodo humedo (63,4%) y el Unico donde se encontraron caracoles en el
periodo de recarga. Este ambiente fue el Unico con agua durante los veranos y antes e
inmediatamente después de la sequia (Tabla 5.1 y Fig. 5.5 B). Esto podria deberse a que el
Bafiado: 1) se encuentra en las zonas mas bajas del terreno y recibe el excedente de agua
de las zonas altas, 2) posee una leve concavidad que le permite retener el agua acumulada
por mas tiempo y 3) posee numerosas plantas acuéticas que mantienen la humedad del
suelo. Esto lo convertiria en un ambiente muy importante para la dindmica poblacional de L.
columella, ya que actuaria como el lugar de estivacion de los caracoles durante las épocas
desfavorables (sequias) y como fuente de los mismos cuando mejoran las condiciones. De
hecho fue alli donde se encontraron los ultimos ejemplares de L. columella en el verano
(2004) del 1° PH previo a la sequia de 6 meses. Si bien no se encontraron caracoles
enterrados durante el periodo seco, la capacidad de L. columella de estivar y resistir
condiciones de sequia y calor ha sido reportada tanto en condiciones naturales (Amato et

al., 1986) como experimentales (Harris y Charleston, 1977b).

Las L. columella aparecieron en el Bafiado en invierno del periodo de recarga, posiblemente
porque aumentaron las precipitaciones y el ambiente comenzé a retener agua. Desde alli
seguramente los caracoles se desplazaron hacia los otros ambientes a medida que éstos
aumentaban su columna de agua, con lo cual el Bafiado actuaria como fuente de L.

columella. En los canales anchos del Malezal se observaron nuevamente caracoles a
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principios de primavera (2004) del periodo de recarga (Fig. 5.5 A), mientras que en los
canales angostos se observaron recién en la primer primavera del 2° PH (Fig. 5.5 C).

El hallazgo de ejemplares de L. columella nadando por la superficie del agua con el pie
hacia arriba (Fig. 5.7 E) permite suponer que estos caracoles pueden trasladarse activa y
libremente entre ambientes. Este comportamiento, denominado nado de espaldas o “back-
swimming”, constituye el mecanismo principal de desplazamiento en Lymnaea stagnalis y se
ve facilitado por la existencia de una membrana hidrofobica, secretada por el pie del caracol,

gque se adhiere a la superficie del agua y lo sostiene (Aono et al., 2008).

Por otro lado, resulta llamativa la gran cantidad de caracoles hallados en los canales
anchos del Malezal (54,1% y 29,6% del total recolectado en el primer y segundo periodo
hamedo, respectivamente) teniendo en cuenta que este ambiente estuvo seco en 4
muestreos (Tabla 5.1) y no se encontraron caracoles en otros 2 muestreos, aun en
presencia de agua (Fig. 5.5 A). Estas sequias no parecen afectar a los caracoles, que
alcanzan abundancias altas y semejantes a las observadas en un ambiente mas
permanente como fue el Bafiado. Seguramente esto se deba a que durante los periodos en
que los canales anchos del Malezal tienen agua, los caracoles encuentran recursos
suficientes para incrementar notablemente su abundancia y compensan los efectos
negativos de las sequias.

Esta observacién se ve reforzada por la abundancia registrada en los canales angostos del
Malezal que a pesar de haber estado seco en los mismos momentos que los canales
anchos, presentaron abundancias significativamente menores. Esto podria deberse a las
siguientes caracteristicas no favorables de este uUltimo ambiente: la falta de vegetacion
acudtica, la presencia continua de sombra que impediria el desarrollo y el crecimiento de
algas y columnas de aguas poco profundas.

Por todo lo expuesto se podria pensar que son las caracteristicas ambientales de los
distintos humedales, y no la frecuencia y cantidad de las sequias, las que modulan el patron
de abundancias de L. columella, ya que esta posee diversas estrategias que le permiten
sobrevivir a los periodos desfavorables y recuperarse rapidamente, si el ambiente le brinda

las condiciones y recursos adecuados.

5.6.2. Estructura poblacional

La distribucion de tamafios de L. columella mostré un patrén similar en ambos periodos

himedos. En verano predominaron los caracoles medianos, en otofio los medianos,
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juveniles y recién nacidos, en invierno estuvieron presentes todas clases de tamafio y en
primavera, al igual que en otofio, hubo presencia de caracoles medianos, juveniles y recién
nacidos (Fig. 5.8 A-B).

En otofio, invierno y primavera del 2°PH el tamafio de los caracoles fue mayor que en el
1°PH, a pesar de que no se observaron grandes diferencias en las variables climéticas (Fig.
3.2). Esta diferencia podria deberse a la infeccion por trematodes, que puede disminuir la
tasa de crecimiento, de reproduccion y de supervivencia de los hospedadores intermediarios
(Gutiérrez et al., 2002a; Sorensen y Minchella, 1998). La relacién entre el tamafio de L.
columella y su prevalencia de infeccidn por F. hepatica se analizara en el préximo capitulo (#

6), referente a la dinAmica de transmisidén de F. hepatica en la zona de estudio.

Durante los periodos humedos L. columella mostré un patron de reproduccion continua
entre otofio y primavera, evidenciado por la presencia constante de individuos recién
nacidos (entre 1 y 3,6 mm; Fig. 5.10). En verano, la falta de reclutamiento y la presencia
casi exclusiva de individuos medianos (Fig. 5.10) estaria reflejando el impacto negativo de
las altas temperaturas y la falta de agua sobre la poblacion en estudio. En primavera y en
otofio la poblacion alcanzé su maximo potencial reproductivo, evidenciado por la gran
proporcién de caracoles recién nacidos y juveniles (48 - 95,3%; Fig. 5.10). Esto podria
deberse a dos estrategias distintas: en primavera cuanto mayor sea el ndmero de
descendientes, mayor sera el nUmero de sobrevivientes en verano cuando las condiciones
ya no son favorables, mientras que en otofio una mayor cantidad de caracoles recién
nacidos podria aprovechar la creciente disponibilidad de recursos. En invierno , todas las
categorias de tamafos estuvieron presentes y se encontraron los caracoles mas grandes.
De hecho, en el invierno del 2°PH se encontr6 el caracol mas grande reportado alguna vez
para esta especie, con un largo de conchilla de 25,3 mm. Hasta esta tesis, los ejemplares
mas grandes de L. columella provenientes del campo median 20 mm (Mattos et al., 1997) y

aquellos criados bajo condiciones experimentales, 21,5 mm (Souza y Magalhaes, 2000).

En cuanto a la abundancia y la estructura poblacional, se observd que la recuperacion
de la poblacién luego de la drastica disminucion del verano comenzé en otofio, como lo
indico la aparicion de una gran cantidad de individuos inmaduros (Fig. 5.10), los cuales
podrian alcanzar la madurez sexual en invierno, cuando los caracoles maduros
representaron mas del 60% de la poblacién (Fig. 5.10) y se alcanz6 el pico maximo de
abundancia (Fig. 5.4). Mas aun, los huevos puestos por la gran cantidad de adultos en
invierno probablemente eclosionaron y se desarrollaron en primavera, contribuyendo a la

gran proporcion de caracoles inmaduros registrados en esta estacion (Fig. 5.10). En verano,
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la presencia casi exclusiva de caracoles maduros sugiere que éstos invirtieron mas en su
crecimiento corporal que en reproducirse, seguramente como estrategia para asegurar su
supervivencia ante las condiciones ambientales adversas. Malone et al. (1984), quién
estudié la dindmica de una poblacion de L. bulimoides en una region de Estados Unidos con
veranos calurosos y secos, encontré que el mayor esfuerzo reproductivo se daba en la
primavera y que en verano se observaba una sustancial disminucion de la poblacion,
asociada al déficit de agua, al igual que en la poblacion de L. columella.

Como se mencioné anteriormente, Souza y Magalhdes (2000) informaron que L.
columella mide en promedio 1,1 mm al eclosionar y crece 2,6 mm mas hacia el final de su
primer mes de vida. Suponiendo que los individuos de la poblacion estudiada crecieron a
esta tasa en forma constante, la primera madurez sexual (6,5 mm) la alcanzarian a los 3
meses de vida. Los estudios experimentales han mostrado que L. columella puede alcanzar
la madurez sexual en 2 meses (Krull 1933, citado en Gomes et al. (1975). Teniendo en
cuenta estos numeros, se puede suponer que en Beron de Astrada, los caracoles recién
nacidos recolectados en otofio, invierno y primavera seguramente provinieron de caracoles
que alcanzaron la madurez sexual durante la estacion anterior (3 meses) o en menor
medida, en la misma estacién (2 meses). La ausencia de caracoles recién nacidos en
verano puede deberse a una pausa en la puesta de huevos por parte de los adultos de
primavera o incluso de verano, reanudandose la produccion de crias en otofio, cuando
aparece nuevamente una gran proporcion de L. coumella inmaduras. En otras especies de
lymneidos también se observd la interrupcion de su reproduccion durante la estacion
desfavorable (Boray, 1969; Kleiman et al.,, 2007; Malone et al., 1984). En base a estos
resultados, en la zona de estudio L. columella podria producir al menos 3 generaciones por

afio, todas superpuestas.

Resulta dificil comparar los datos sobre la estructura y la dindmica poblacional de L.
columella generados en esta tesis con aquellos reportados para esta especie en otras
regiones. La informacién disponible es escasa y fragmentada porque el tamafio de los
caracoles es promediado por muestreos, o0 porque los caracoles son clasificados en
pequefios o juveniles sin poderse identificar a los recién nacidos, o porque son clasificados
en grandes o adultos sin mencionar el tamafio al cual alcanzan la madurez sexual. En Brasil
hay poblaciones de L. columella que presentan un Unico evento reproductivo al afio pero
cuya duracion oscila entre 2 meses (desde fin de la primavera hasta principios del verano)
(Coelho y Lima, 2003) y 10 meses (verano, otofio y fin del invierno) (Mattos et al., 1997).
Dos eventos reproductivos fueron observados también en Brasil, uno en verano y el otro

entre fin del invierno y principio de primavera (Amato et al., 1986) y en Estados Unidos uno
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en verano y el otro en otofio (Jokinen, 1985). Ademas, se encuentran resultados dispares
respecto al nimero de generaciones por afio que puede producir L. columella. Mattos et al.
(1997) reporta s6lo una generacion, mientras que Amato et al. (1986) observa dos

generaciones anuales.

En relacion a la procedencia de los caracoles luego de la sequia, si bien no se
encontraron L. columella sobre o debajo de la tierra durante el periodo seco, el haber
encontrado individuos inmediatamente después de la sequia, cuando los ambientes
comenzaron a llenarse con el agua de lluvia (invierno del periodo de recarga), permite
suponer que los caracoles estaban enterrados estivando y no que inmigraron desde otras
zonas. La habilidad de esta poblacion para sobrevivir largos periodos de sequia podria
basarse en una adaptacion a los veranos secos y calurosos. Las L. columella medianas
parecen ser las mas resistentes a las condiciones ambientales desfavorables porque
predominaron antes y después de la sequia (V2004 del 1°PH y | del periodo de recarga,
respectivamente) y en los veranos. Resultados similares fueron obtenidos por Malone et al.
(1984), quienes encuentran que las L. bulimoides medianas fueron las que predominaron
tanto entre las que estaban estivando como entre las que emergieron de la estivacién. Una
mayor tolerancia a la desecacion a medida que aumenta el tamafio de los caracoles fue
observada también bajo condiciones experimentales en una poblacion de L. columella de
Nueva Zelanda (Harris y Charleston, 1977b). Sin embargo, segun Jokinen (1978) el tamafio
de los lymneidos con mayor capacidad para sobrevivir a periodos de sequia es especie
especifico, ya que por ejemplo los juveniles de L. elodes y de L. peregra son los que estivan
y en L. truncatula todos los tamarios, incluso los huevos, son capaces de estivar (Jokinen,
1978).

Gérard (2001) plantea que luego de una sequia, el tiempo que transcurre hasta que
reaparecen los caracoles en el ambiente y se recuperan sus poblaciones depende de la
época del afio en que tuvo lugar la sequia. En la poblacion estudiada se encontraron L.
columella que habian estivado inmediatamente después de la sequia, mientras que, por
ejemplo, en San Pablo, Brasil, las L. columella fueron encontradas un mes después de
finalizada la misma (Amato et al., 1986). Mas aun, en Berén de Astrada la recuperacion de
la poblacién sélo tard6 un mes, como lo indicO el hecho de que la abundancia
inmediatamente después de la sequia fue comparable a la mayor abundancia del primer
periodo humedo (82,3 caracoles/30 min a principios de primavera del periodo de recarga vs.
99,9 caracoles/30 min en invierno del 1°PH; Fig. 5.4). En cambio, a la poblacion de L.

columella de Brasil le llevd tres meses recuperarse completamente de la sequia (Amato et
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al., 1986). Estas diferencias podrian deberse a la época del afio en que tuvieron lugar las
sequias en cada lugar, ya que la duracion de las mismas fue similar (6 meses). En Berdn de
Astrada la recuperacion seguramente fue mas rapida porque ocurrié bajo las temperaturas

leves de la primavera y en Brasil ocurrio bajo el caluroso verano (Amato et al., 1986).

En esta tesis L. columella fue encontrada en ambientes con pH entre 5y 7,8, los cuales
estan dentro de los limites de tolerancia reportados para la familia Lymnaeidae (Malone y
Yilma, 1999; Van Someren, 1946).

El desarrollo de los lymneidos suele ocurrir entre los 10 y 30°C (Claxton et al., 1999;
Torgerson y Claxton, 1999). Sin embargo, Harris y Charleston (1977a) reportaron que los
huevos de L. columella se mantienen viable a temperaturas de hasta 36<C. En esta tesis se
observd que L. columella estuvo activa durante todo el afio y a temperaturas del agua que
oscilaron entre 14,3 y 36,4°C. Una gran tolerancia a las altas temperaturas también fue
reportada para esta especie en otras regiones (Boray, 1981; Harris y Charleston, 1977a;
Malone, 1994). Como se comentdé en el capitulo 4, en algunas regiones esta mayor
tolerancia de L. columella a un amplio rango de temperaturas puede eventualmente llevar al
reemplazo de las especies nativas de lymneidos (DeKock et al., 1989).

En Berdn de Astrada, L. columella fue encontrada siempre sumergida en el agua, ya sea
en el fondo o adherida a la vegetacion, independientemente a la altura de la columna de
agua que oscilo entre 0,5 y 70 cm. El comportamiento predominantemente acuatico de L.

columella fue descripto previamente por Malek (1985).

En conclusién, la poblacion de L. columella estudiada fue encontrada en habitas tipicos
del Macrosistema del Iberd, uno de los humedales de agua dulce méas grandes de
Sudamérica (Ferrati et al., 2005), lo cual sugiere que podria estar ampliamente distribuida en
esta Region. Mas aun, los resultados expuestos en este capitulo muestran que L. columella
se encuentra muy bien establecida en el area de estudio, en base a que se observé la
coexistencia de individuos inmaduros y maduros durante casi todo el periodo de estudio,
excepto en verano. En esta estacion, el hallazgo de ejemplares adultos capaces producir
una descendencia viable en cuanto las condiciones se volvieron favorables, estaria
reflejando la adaptacion de esta especie a las condiciones ambientales. De hecho, la
poblacion de L. columella pudo recuperarse de la sequia y alcanzar rapidamente valores de

abundancias semejantes a los observados antes del periodo seco.

Por dltimo, esta poblacién de L. columella reuniria las condiciones requeridas para ser

hospedador intermediario de Fasciola hepatica. Su presencia casi permanente y su
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ininterrumpida actividad, su gran abundancia y sus hébitos acuaticos podrian aumentar la
probabilidad de encuentro con el parasito.
El rol que cumple Lymnaea columella en la transmision de F. hepatica se analiza a

continuacion en el capitulo 6.
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5.7. Conclusiones

5.7.2.

5.7.3.

5.7.4.

5.7.5.

5.7.6.

5.7.7.

Lymnaea columella se desarrolla exitosamente en Bafiados y Malezales, dos
ambientes tipicos del Macrosistema del Ibera, uno de los humedales de agua
dulce mas grandes de Sudamérica,

Este hallazgo constituye el primer registro en Argentina de una especie de
lymneido en este tipo de humedales,

L. columella fue encontrada siempre sumergida y bajo columnas de agua de
entre 0,5y 70 cm, confirmando su comportamiento predominantemente acuatico,

Fue hallada en ambientes con pH entre 5y 7,8 y temperaturas del agua entre
14,3TC y 36,4, confirmando su gran tolerancia a u n amplio rango de condiciones
ambientales,

Fue hallado el ejemplar mas grande reportado alguna vez para L. columella,
con un largo de conchilla de 25,3 mm.

Se encontraron ejemplares a lo largo de todo el estudio, con la excepcion del
periodo seco, cuando todos los ambientes estaban completamente secos,

Durante los periodos hiumedos:

5.7.8.

5.7.9.

5.7.10.

5.7.11.

5.7.12.

5.7.13.

5.7.14.

Se encontraron ejemplares de L. columella en todas las estaciones y
ambientes,

La abundancia de L. columella fue mayor en el borde del Bafiado y en los
canales anchos del Malezal,

A nivel estacional, la abundancia de L. columella fue baja en verano, aumento
en otofio, alcanzé el pico maximo en invierno y descendié en primavera,

En verano las altas temperaturas del aire y la falta o la reduccién de la columna
de agua pudieron haber limitado el desarrollo y la supervivencia de L.
columella. ElI boom poblacional del invierno podria estar asociado a la
desaparicion de las Biomphalarias. En primavera, la disminucion de la
abundancia respecto del invierno podria deberse a la dispersion de las L.
columella hacia otros sitios producto del aumento en el nivel de agua registrado
en todos los ambientes,

La precipitacion no parece ser un factor limitante para la poblacion de L.
columella ya que los ambientes contendrian la minima cantidad de agua
necesaria para el desarrollo de la poblacién durante todo el afio,

La abundancia estacional de las Biomphalarias mostro un patrén opuesto al de
L. columella, sugiriendo una posible interaccion negativa entre ambos, como la
competencia por los recursos,

Todos los ejemplares de L. columella pertenecen a una Unica poblacién, cuyos

individuos pueden dispersarse libremente entre los ambientes estudiados
cuando estos estan conectados en primavera,
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5.7.15.

5.7.16.

5.7.17.

Con respecto a la dinamica poblacional, L. columella presentd un reclutamiento
continuo de nuevos individuos entre otofio y primavera,

En primavera y en otofio la poblacién alcanzé el maximo potencial reproductivo;
en invierno todas las categorias de tamafios estuvieron presentes y se
encontraron los caracoles mas grandes; en verano, la falta de reclutamiento y
la presencia casi exclusiva de individuos medianos estaria reflejando el impacto
negativo de las condiciones ambientales desfavorables sobre la poblacion de L.
columella,

Se produjeron, al menos, tres generaciones superpuestas por afo.

Durante el periodo seco y el de recarga:

5.7.18.

5.7.19.

5.7.20.

5.7.21.

5.7.22.

La ausencia de caracoles durante el periodo seco y la menor abundancia de
L. columella en el periodo de recarga, refleja el efecto negativo de una sequia
continua de 6 meses de duracion sobre la poblacion

En el periodo de recarga la abundancia aumenté al aumentar las
precipitaciones

Si bien no se encontraron L. columella sobre o debajo de la tierra durante el
periodo seco, el hallazgo de individuos inmediatamente después de la sequia,
permite suponer que éstos estaban enterrados estivando,

Las L. columella medianas parecen ser las mas resistentes a las condiciones
ambientales desfavorables ya que predominaron en los veranos y antes e
inmediatamente después de la sequia,

La poblacion se recuperé rdpidamente en cuanto mejoraron las condiciones

ambientales alcanzando valores de abundancia similares a los observados
antes de la sequia.
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Capitulo 6

DINAMICA DE TRANSMISION DE Fasciola hepatica

6.1 Introduccion

La transmision de la fasciolosis tiene fuertes determinantes ambientales, ya que la
biologia de los hospedadores intermediarios (caracoles lymneidos), el desarrollo del parasito
en éstos y la supervivencia de los estadios de vida libre del parasito en el ambiente
dependen de factores abioticos, principalmente de caracteristicas fisiograficas y de factores

climaticos (Nari et al., 1983).

La propagacion y la continuidad temporal de esta parasitosis se ven favorecidas por las
siguientes caracteristicas particulares del ciclo de transmision: 1) La gran expectativa de
vida de las fasciolas adultas en el hospedador definitivo (e.g.: en ovinos entre 8 y 11 afios
(Andrews, 1999), en bovinos entre 1 y 2 afios (Rangel-Ruiz et al., 1999), 2) El elevado
numero de huevos que cada adulto puede producir diariamente (entre 8.000 y 25.000
aprox.), 3) La capacidad de infectar a una gran variedad de hospedadores definitivos,
domésticos y silvestres, 4) La elevada presion de pastoreo que contribuye a la continua
contaminacion de las pasturas con huevos de Fasciola hepatica, 5) La gran multiplicacion
asexual del parasito en el caracol, 6) La resistencia de las metacercarias en el ambiente, 7)
La alta tasa de reproduccion de los lymneidos que son capaces de poner 25.000 huevos por
individuo adulto, 8) La resistencia de los lymneidos a condiciones ambientales adversas
como sequias y temperaturas extremas, etc., 9) La capacidad de los lymneidos para
desarrollarse en una amplia variedad de ambientes dulceacuicolas, 10) La capacidad de
estos caracoles para montar poblaciones abundantes y estables en el tiempo, a partir de un

Unico individuo debido a su condicion de hermafroditas.

El ciclo de vida de F. hepatica s6lo puede completarse satisfactoriamente si el ambiente

provee condiciones favorables de humedad y temperatura, ya que estos factores afectan el
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desarrollo de los hospedadores intermediarios y el del parasito dentro y fuera de estos,
determinando los periodos en los cuales la transmision es posible (Torgerson y Claxton,
1999). Fasciola hepatica requiere de humedad para su transmision, proliferacion y
supervivencia: los huevos solo se desarrollan en ambientes himedos y fuera de la materia
fecal, los miracidios necesitan ambientes con agua para nadar y encontrar al caracol, los
caracoles viven y se desarrollan en ambientes acuaticos, las cercarias no emergen del
caracol a menos que haya llovido recientemente y las metacercarias necesitan humedad
para sobrevivir y mantenerse infectivas (Torgerson y Claxton, 1999). La temperatura, por su
parte, también afecta tanto a los estadios larvales del parasito como al caracol, ya que el
desarrollo normal de los huevos de F. hepatica y de los lymneidos sélo ocurre entre 9,5 y
30°C y dentro de este rango, la velocidad de desarrollo disminuye al aumentar la
temperatura; las metacercarias pueden sobrevivir varios meses a temperaturas bajo cero
pero su supervivencia y viabilidad se ven afectadas por las altas temperaturas (Torgerson y
Claxton, 1999).

Con respecto al hospedador intermediario , la prevalencia por F. hepatica es muy
variable con valores que oscilan entre 0,01% y 88,3% (Malone et al., 1984; Rognlie et al.,
1996), aunque en general raramente superan el 15% (Amato et al., 1986; Kleiman et al.,
2007). Estos resultados reflejan como F. hepatica es capaz de propagarse infectando unos
pocos caracoles dentro de una poblacion, seguramente debido a su gran capacidad de
multiplicacion asexual dentro del hospedador intermediario (Rognlie et al.,, 1996). En
condiciones naturales se observo que la prevalencia por F. hepatica aumenta con el tamafio
de los caracoles (Graham, 2003; Manga-Gonzalez et al., 1991; Sorensen y Minchella, 2001)
lo cual estd relacionado con que los caracoles mas grandes son también mas viejos
(Minchella et al., 1985) y poseen mayor tiempo de exposicion al parasito (Woolhouse, 1989).
Los estadios larvales de F. hepatica pueden generar efectos negativos en el caracol
infectado como castracion o reduccion de la fecundidad, aumento de la mortalidad,
gigantismo o disminucion de la tasa de crecimiento y aumento de la sensibilidad al stress
ambiental (Dreyfuss et al., 1999; Graczyk y Fried, 1999; Gutiérrez et al., 2000; Gutiérrez et
al., 2002a; Minchella et al., 1985; Salazar et al., 2006).

Desde un punto de vista epidemiolégico, muchas veces no existe una relacion directa
entre la prevalencia de los caracoles y la de los hospedadores definitivos (Amato et al.,
1986) debido a que las metacercarias no siempre son consumidas inmediatamente después
de formarse y como estas se mantienen viables e infectivas durante mucho tiempo bajo
diversas condiciones ambientales, el ganado puede infectarse aun cuando los caracoles no

estén presenten (Roberts y Suhardono, 1996). La prevalencia de los hospedadores esta
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intimamente relacionada con la temperatura que, como ya se menciono, regula el tiempo de
desarrollo de los estadios de vida libre del parasito y la disponibilidad de hospedadores
intermediarios susceptibles.

Por lo anteriormente expuesto, la erradicacion de la fasciolosis, como la de la mayoria de
las enfermedades parasitarias, es practicamente imposible y los esfuerzos de las
autoridades sanitarias estan destinados a reducir la prevalencia e intensidad de las
infecciones mediante la implementacién de programas de control (Torgerson y Claxton,
1999). En los ultimos afios se ha trabajado mucho en el control de la fasciolosis vy, a pesar
de que se han propuesto numerosas estrategias de control, como la aplicaciéon de vacunas
(Spithill et al., 1999), de molusquicidas (Roberts y Suhardono, 1996), de control biolégico de
los caracoles hospedadores intermediarios mediante competidores y/o predadores (Roberts
y Suhardono, 1996) y de control bioldgico de F. hepatica dentro del caracol (Boray, 1967), la
aplicacion de antihelminticos en el hospedador definitivo resulta la practica mas comun para
controlar esta parasitosis (Cringoli et al., 2006). El objetivo del tratamiento es el de eliminar
al parésito adulto e interrumpir la eliminacion de huevos con la materia fecal, para reducir la
infeccidn en los caracoles y la contaminacién de las pasturas (Olaechea, 2007).

Las drogas utilizadas en el tratamiento antihelmintico juegan un papel muy importante en
el control de la fasciolosis. Un programa eficiente de control debe basarse en la aplicacion
del minimo namero de tratamientos anuales y debe apuntar a reducir la contaminacion de
las pasturas a largo plazo y requiere el uso de drogas que sean efectivas contra los estadios
maduros e inmaduros del parasito (Boray, 1993). Si la droga utilizada es so6lo efectiva contra
parasitos adultos, es necesario aplicar tratamientos mas frecuentes (Boray, 1993) y ahi es
donde entra en juego la resistencia del parasito a las drogas.

Como se menciono en el Capitulo 1, F. hepatica puede infectar a una gran variedad de
hospedadores definitivos  (equinos, porcinos, bovinos, lagomorfos, ovinos, caprinos,
camélidos, roedores, etc.), que presentan distintos grados de susceptibilidad y de resistencia
al parasito (Olaechea, 2007). Los ovinos y los bovinos son los hospedadores mas
importantes desde un punto de vista epidemiolégico y el desarrollo de la infeccion tiene
marcadas diferencias entre ellos. Los ovinos y los bovinos son muy susceptibles al parasito,
pero mientras que en los primeros la edad y el sexo no afectan el nivel de infeccién, en los
segundos si (Olaechea, 2007). Un estudio realizado en Espafia revelé que la prevalencia
aumenta con la edad en bovinos de hasta 4 afios, momento a partir del cual se mantiene
constante en niveles de aproximadamente el 40%, hasta las edades maximas registradas
(11-18 afios) (Gonzalez-Lanza et al., 1989). Estos autores sugieren que el hecho de que los
animales jévenes estén menos infectados que los animales de 3-4 afos esta relacionado

con el menor tiempo de exposicion de los primeros a las pasturas infectadas. El hecho de
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gue se mantenga constante y alta la prevalencia de infeccion en ganado bovino viejo,
estaria reflejando que se alcanzo6 un equilibrio entre la tasas de adquisicién y de muerte del
parasito (Torgerson y Claxton, 1999). Otra diferencia entre los ovinos y bovinos es la
resistencia que presentan a la infeccibn por F. hepatica. Los ovinos infectados no
desarrollan resistencia frente a futuras infecciones y constituyen el grupo que mas
contribuye a la contaminacion de las pasturas (Olaechea, 2007). Por el contrario, los bovinos
adultos si suelen desarrollar cierta resistencia adquirida frente a F. hepatica (Torgerson y
Claxton, 1999), aunque recientemente se ha planteado que la proteccion a la re-infeccion es
parcial y que los animales con infecciones naturales crénicas, son tan susceptibles al
parasito como aquellos que nunca estuvieron en contacto con él (Clery et al., 1996).

Otro aspecto a tener en cuenta es el costo de las drogas antihelminticas  y en este
sentido los tratamientos deben ser viables y estar sustentados por andlisis previos de sus
costos y beneficios (Roberts y Suhardono, 1996). Una manera de reducir la cantidad de
aplicaciones de la droga y por lo tanto sus costos es realizar un control integral de la
fasciolosis que combine la aplicacion de drogas con el manejo de los cuerpos de agua, ya
sea cercandolos para evitar el contacto entre los caracoles y el ganado o drenandolos para
reducir su caudal e importancia y con el manejo de las pasturas mediante la rotacion del

ganado (Roberts y Suhardono, 1996).

Para implementar programas racionales y sostenibles de control de los helmintos, es
necesario contar con un amplio conocimiento de la epidemiologia del parésito y su
interaccion con los hospedadores, bajo un determinado clima y conociendo el sistema de

manejo al cual son sometidos los animales (Keyyu et al., 2005).
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6.2 Objetivos

Objetivos generales

a) Describir la dindmica de transmision de Fasciola hepatica en el norte de la Provincia de
Corrientes,

b) Identificar los factores claves que influyen en la transmision,
c) Determinar las épocas del afio en las que tiene lugar la transmision,

d) Estudiar el impacto de una sequia de 6 meses de duracién en la dinamica de transmision
de F. hepatica,

e) Elaborar una propuesta de control adecuada a las caracteristicas epidemioldgicas
locales.

Obijetivos parciales

e Evaluar la prevalencia por F. hepatica en el ganado bovino,
< ldentificar al/los grupos etarios con mayor prevalencia,

« Estudiar los niveles de infeccion por F. hepatica en dos cohortes desde su nacimiento y hasta los
12 meses de edad,

= Evaluar la prevalencia por F. hepatica en L. columella,
= Relacionar la prevalencia en L. columella con su abundancia y dinamica poblacional,
» Relacionar la prevalencia en L. columella con las variables climaticas,

» |dentificar los ambientes donde se ve favorecida la transmision y relacionar la prevalencia en L.
columella con las variables ambientales,

< Estudiar las variaciones temporales de la prevalencia en ambos hospedadores y su relacion con
las variables climaticas,

6.3. Hipotesis

La transmision de Fasciola hepatica en el norte de la Provincia de Corrientes ocurre
durante todo el afio, con altas prevalencias de infe  ccién en el hospedador definitivo e
intermediario .

Las condiciones climaticas (temperatura media mensual del aire entre 10 y 30°C y altas
precipitaciones) y topograficas (humedales temporarios) de la zona son favorables para el
desarrollo de L. columella y el desarrollo del parasito dentro y fuera del caracol durante todo
el afio. Estas circunstancias favorecen un contacto mas frecuente e intenso entre los
hospedadores y el parasito, aumentando la eficiencia del ciclo de transmisién. Como
consecuencia, se observan prevalencias mayores en ambos hospedadores en comparacion

con las registradas en Regiones donde el ciclo de transmision se ve interrumpido por
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condiciones ambientales adversas, como el periodo invernal en la Region Patagdnica de

Argentina (Kleiman et al., 2007).

6.4. Metodologia (en Capitulo 3, secciones 3.3: Hospedador definitivo y 3.4:
Hospedador intermediario)
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6.5. Resultados

Los resultados que se presentan a continuacion fueron analizados considerando los
periodos en los que se dividié el estudio en base a los resultados del balance hidrico

realizado para el periodo de estudio (Fig. 3.2; Seccién 3.2; Capitulo 3).

6.5.1. Infeccion en el hospedador definitivo
6.5.1.1. Infeccion por F. hepatica en el primer periodo humedo

En la Tabla 6.1 se muestra el nimero de bovinos muestreado por grupo etario durante el
primer periodo humedo. En primavera de 2002 se tomaron muestras de materia fecal a 25
terneros que no habian recibido ningun tratamiento antiparasitario y a 51 vacas que habian
sido desparasitadas con Albendazol en primavera de 2001. En verano se muestrearon 36
vaquillonas y 17 vacas, las cuales habian recibido la uUltima dosis de Albendazol 4 meses
antes. En otofio se tomaron muestras de materia fecal a 20 vaquillonas y a 39 vacas las
cuales habian recibido el udltimo tratamiento antiparasitario con Albendazol el verano
anterior. Por ultimo, en primavera de 2003 se muestrearon 101 vaquillonas que habian

recibido una dosis de Ivermectina al ser destetadas en abril de 2003.

En la Tabla 6.1 también se muestra la prevalencia de infeccion por F. hepatica por
estacidn y por categoria etaria. La prevalencia de infeccion por F. hepatica durante el primer
periodo himedo oscildé entre 8% y 95%. Al analizar la prevalencia entre grupos etarios por
estacidén se observé que en primavera de 2002 la prevalencia de F. hepatica en las vacas
fue significativamente mayor que en los terneros (x’w)= 4,1; p= 0,04). Por el contrario, la
prevalencia entre vacas y vaquillonas no difirié ni en verano (y°q)= 0,1; p= 0,73) ni en otofio

(Xz(l)z 3,1, P= 0,08)

La comparacion de la prevalencia de F. hepatica por categoria etaria entre estaciones
s6lo fue posible para las vacas y las vaquillonas, ya que los terneros solo pudieron
muestrearse en la primavera de 2002. La prevalencia estacional mostré diferencias
significativas tanto en las vacas (x’z= 16,2; p< 0,001) como en las vaquillonas (y*2= 74.8;
p< 0,001). En las vacas la prevalencia en otofio (77%) fue significativamente mayor a la
registrada en primavera de 2002 (45%; p<0,01) y en verano (24%; p<0,01), mientras que
estas dos ultimas no difirieron entre si (p>0,05). Para las vaquillonas la prevalencia

registrada en otofio (95%) resultd significativamente mayor que la registrada en verano
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(19%; p<0,001) y en primavera de 2003 (8%; p<0,001), mientras que no hubo diferencias
entre estas dos ultimas (p>0,05) (Tabla 6.1).

Tabla 6.1: Prevalencia de infeccion por Fasciola hepatica en bovinos de Berén de Astrada,
Provincia de Corrientes, Argentina, durante el primer periodo humedo.

Primer periodo himedo

Estacion primavera (027) verano otofio primavera (03")
Categoria etaria N P N P N P N P
Terneros 25 20%°
Vaquillonas 3  19%* |20 95%*® |101 8%"
Vacas 51 45%™ | 17 24%™ |39 77%™®
Total 76 37% 53 21% 59 83% 101 8%

N: Namero de animales muestreados; P: Prevalencia
Letras minGsculas distintas en la misma columna indican diferencias significativas (p< 0,05) entre categorias etarias por estacion
Letras mayusculas distintas en la misma fila indican diferencias significativas (p< 0,05) por categoria etaria entre estaciones.

La mediana del numero de huevos de F. hepatica hallados por gramo de materia fecal

(hpg) durante el primer periodo humedo fue baja y oscil6 entre 0,13y 1,0 (Tabla 6.2).

En verano el hpg de las vaquillonas no difirié del de las vacas (U= 9, p= 0,34), mientras
que en otofio fue significativamente mayor (U= 172, p= 0,02). También se encontraron
diferencias significativas en el hpg de las vacas y de las vaquillonas entre estaciones (Hpy=
6,5, p= 0,04 y Hp= 17,5; p= 0,002, respectivamente). En el caso de las vacas el hpg
registrado en otofio resultd significativamente mayor que el de primavera de 2002 (p<0,01)
pero no que el de verano (p>0,05) (Tabla 6.2), mientras que entre las vaquillonas el hpg de

otofio resulté mayor que en las otras dos estaciones (p<0,005).

Tabla 6.2: Numero de huevos de Fasciola hepatica por gramo de materia fecal (hpg) en bovinos de Berén de
Astrada, Provincia de Corrientes, Argentina, durante el primer periodo himedo.

Primer periodo himedo

Estacion  primavera (02") verano otofio primavera (03")
Categoria etaria M C1-C3 M C1-C3 M C1-C3 M C1-C3
Terneros - -
Vaquillonas 0,13* 01104 | 1,00® 0436 | 025" 0103
Vacas 025" 0104 | 031® 0111 | 050® 0308

Ref.: M: Mediana; C1: Cuartil 1 (25%); C3: Cuartil 3 (75%)
Letras minGsculas distintas en la misma columna indican diferencias significativas (p< 0,05) entre categorias etarias por estacion

Letras mayusculas distintas en la misma fila indican diferencias significativas (p< 0,05) por categoria etaria entre estaciones.
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6.5.1.2. Infeccién por F. hepatica en 2 cohortes en el periodo seco, de recarga y
segundo periodo humedo

Primera cohorte

La primera cohorte estaba formada por las hembras nacidas en el establecimiento “Don
Ricardo” en noviembre de 2003. El nimero de animales muestreados en cada oportunidad
vario segun la disponibilidad de obtencion de heces. Se tomaron muestras de materia fecal

de esta cohorte en 5 oportunidades como se detalla en la Tabla 6.3.

Tabla 6.3: Cronograma de muestreos de la primera cohorte de ganado bovino nacida en
noviembre de 2003 en el establecimiento "Don Ricardo", Berén de Astrada, Provincia de
Corrientes, Argentina.

Edad del Categoria
Muestreos Periodo Estacion N ganado 9
etaria
(meses)
1 ~
Seco Otofio 72 5 ternero
2 )
(abril - agosto 2004) Invierno 77 7 vaguillona
3 de Recarga principios de 74 10 vaquillona
primavera (04")
(septiembre - octubre 2004)
4 Segundo humedo primavera (04') 80 12 vaquillona
5 (noviembre 2004 — diciembre 2005) primavera (057) 26 24 vaquillona

N: Numero de animales muestreados

Estos animales permanecieron en el establecimiento hasta los 14 meses, momento a partir
del cual fueron trasladados temporalmente a otro establecimiento ganadero ubicado en la
localidad de Ita Ibaté, sin antecedentes de fasciolosis. En el muestreo de primavera de 2005
se tomd muestra de materia fecal a los animales de esta cohorte que regresaron de dicho
establecimiento.

El tratamiento antiparasitario recibido por esta primera cohorte consistié en la aplicacién de
Albendazol en otofio, invierno y principios de primavera de 2004. No recibieron tratamiento

durante su estadia en It4 Ibaté ni en el muestreo de primavera de 2005.

En la Figura 6.1 se muestra la prevalencia de F. hepatica registrada en esta cohorte
durante el periodo seco, el de recarga y el segundo periodo humedo. En otofio del periodo
seco los animales eran terneros y su prevalencia fue de 4,2%. En invierno de este mismo
periodo los animales se habian convertido en vaquillonas y su prevalencia descendi6 a 1,3%
(Fig. 6.1). En el periodo de recarga y en la primavera de 2004 del segundo periodo humedo
no se hallaron animales infectados (Fig. 6.1). No se encontraron diferencias entre estas 4

prevalencias (Q@= 6; p= 0,11). En la primavera de 2005 durante el segundo periodo
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humedo, cuando algunos animales de esta cohorte regresaron del establecimiento en It

Ibaté, se registré una prevalencia del 7,7% (Fig. 6.1).

La mediana del numero de huevos por gramo de materia fecal fue de 0,13 (C;:C3= 0,13) en

todos los muestreos donde se registro infeccion.

Figura 6.1: Prevalencia de Fasciola hepatica en dos cohortes de ganado bovino de Berén de Astrada,
Provincia de Corrientes, Argentina. Las flechas indican los tratamientos con Albendazol, n:
nimero de animales muestreados.

Oterneros Mvaquillonas { # 1” cohorte * % 2" ohorte

=26
8.0% -
7.0% A
6, 0% - 1
50%
4.0% A i I
3,0% A ) ! 1 n= 62
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1,0% - i s il el .
0,0% . - k Z 5
A 2004 2005

Estacioies o | i [ = ‘f [ ! [ E
Pe ﬁujcs! Seco | Recarga ] Segunda Himeda

prevalencia de
F. hepatica

Segunda cohorte

La segunda cohorte estaba formada por las hembras nacidas en el establecimiento “Don
Ricardo” en noviembre de 2004. Estos animales fueron muestreados exclusivamente
durante el segundo periodo humedo en verano cuando todavia eran terneros (n= 70, 4
meses), en invierno (n= 70, 8 meses) y a principios de primavera de 2005 (n= 62, 11 meses)
como vaquillonas (Fig. 6.1). Estos animales fueron desparasitados con Albendazol en los
altimos dos muestreos.

En la Figura 6.1 se muestra la prevalencia de F. hepatica registrada en esta cohorte
durante el segundo periodo humedo. En verano e invierno no se encontraron animales
infectados y a principios de primavera de 2005 se registré una prevalencia de 1,7% (Fig.
6.1). En este Ultimo muestreo se registré una mediana de huevos por gramo de materia fecal
de 0,13. No se encontraron diferencias significativas entre las prevalencias registradas para

la segunda cohorte (p> 0,05).
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6.5.1.3. Infeccién por F. hepatica por categoria etaria entre periodos

La comparacion de la prevalencia entre periodos solo fue posible para los terneros y las
vaquillonas ya que los individuos de la primera y la segunda cohorte fueron muestreados
hasta los 24 y los 11 meses, respectivamente, ambas edades incluidas en la categoria de
vaquillonas.

La Tabla 6.4 resume los muestreos realizados en terneros y en vaquillonas durante todo

el periodo de estudio y la prevalencia por F. hepatica registrada en cada oportunidad.

La prevalencia por F. hepatica en los terneros mostr6 diferencias entre periodos (x’z=
16,26, p< 0,001). La prevalencia registrada en la primavera de 2002 del primer periodo
humedo fue significativamente mayor a la registrada en otofio del periodo seco (p< 0,05) y

en verano del segundo periodo hiimedo (p< 0,05).

Tabla 6.4: Prevalencia por Fasciola hepatica en terneros y en vaquillonas durante el estudio.

Periodos
Primer himedo Seco Recarga Segundo himedo
i P P . P ppios P
Estacion (02) \% O (03) O | ppios P (04) \% | ) (05)
Terneros 20,0% 4,5% 0,0%
Vagquillonas 19,0% 95,0% 8,0% 1,3% 0,0% 0,0% 0,0% 17% 7,7%

P: primavera, V: verano, O: otofio, I: invierno, ppios P: principios de primavera

La prevalencia por F. hepatica en las vaquillonas también mostré diferencias entre
periodos (y*g= 230,47; p< 0,001). La prevalencia registrada en otofio del primer periodo
humedo fue significativamente mayor a todas las demas (p< 0,001). A su vez, la prevalencia
en verano del primer periodo humedo (19%) resulté significativamente mayor a la de
invierno del periodo seco (1,3%, p< 0,001) y a la de principios de primavera del segundo
periodo humedo (1,7%, p< 0,001). El resto de las combinaciones de a pares no mostraron

diferencias (p> 0,05).
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6.5.2. Infeccidn en el hospedador intermediario

6.5.2.1. Generalidades de la infeccion por  F. hepatica en L. columella

Durante todo el periodo de estudio, de los 7851 caracoles Lymnaea columella medidos,
se examinaron parasitologicamente 6050 (77%). De éstos, 128 contenian cercarias maduras
de F. hepatica. Por lo tanto, la prevalencia general de infeccién natural por F. hepatica en
L. columella fue de 2,1% (128/6050).

El subconjunto de caracoles infectados con cercarias maduras de F. hepatica que también
fue analizado por PCR di6 positivo a la secuencia del gen de la subunidad 1 de la citocromo
c oxidasa de F. hepatica (Cucher et al., 2006). A su vez, las cercarias identificadas
morfolégicamente como F. hepatica se enquistaron espontdneamente sobre distintas
superficies como las paredes y el fondo de las cajas de petri, la conchilla de otros caracoles,
etc. Ademas, las ratas infectadas con las metacercarias emitidas por L. columella
presentaron a partir del dia 44 post-infeccion adultos en los ductos biliares cuyos caracteres

morfolégicos coincidieron con los de F. hepatica.

En forma adicional, se encontraron 29 L. columella infectadas con redias cuyas
caracteristicas morfologicas coincidian con las de F. hepatica (intestino largo y apdfisis en el
segundo tercio de su cuerpo). Como se mencioné en el Capitulo 1 (Pag. 15), las redias no
se utilizan para identificar morfologicamente a F. hepatica porque comparten muchos
caracteres con otros trematodes de la superfamilia Echinostomatoidea (e.g. Echinostoma
sp., Echinoparyphium sp, Paramphistomum sp, etc). Sin embargo, el hecho de que en éste
estudio no se encontraran otros trematodes pertenecientes a esta superfamilia, permitiria
suponer que las redias halladas en L. columella pertenecen a F. hepatica. De hecho, la
identidad de éstas se confirmo6 por PCR, ya que todos los caracoles infectados con redias
dieron positivos a la secuencia del gen de la subunidad 1 de la citocromo ¢ oxidasa de F.
hepatica (Cucher et al.,, 2006). Por lo tanto, teniendo en cuenta estos resultados la

prevalencia de infeccion natural ascenderia a 2,6% (157/6050).

En la Figura 6.2 se presentan imagenes de todos los estadios larvales de F. hepatica
encontrados en L. columella a lo largo del periodo de estudio. Las redias inmaduras
presentaron las caracteristicas tipicas de F. hepatica, como la presencia de una boca, una
faringe, un intestino corto y sin ramificaciones y un cuerpo cilindrico con dos apéndices

laterales en el Ultimo tercio (Fig. 6.2 B). Las redias maduras exhibieron las mismas
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caracteristicas que las inmaduras, mas la presencia de cercarias con distintos grado de
maduracion en su interior (Fig. 6.2 C,D,E). Las cercarias maduras se observaron bajo
microscopio estereoscopico y Optico. Estas presentaron las caracteristicas tipicas de las
cercarias de F. hepatica, como un cuerpo de 200-250 pm de largo, relativamente oscuro,
con canales excretores con escasos corpusculos calcareos grandes y una cola 2 veces mas
larga que el cuerpo (500-600 um) y sin velos natatorios (Fig. 6.2 F,G,H,l). Con respecto al
comportamiento, exhibieron los movimientos caracteristicos de la especie en los cuales el
cuerpo se estira y contrae mientras la cola se mueve activamente a ambos lados (Fig. 6.2
F,G,H). Las cercarias buscaban activamente un sustrato donde fijarse para iniciar el proceso
de enquistamiento mediante el cual fijaron su cuerpo a través de su ventosa ventral y
comenzaron a secretar una sustancia viscosa que las cubrié (Fig. 6.2 K,L). Una vez formado
el quiste se desprendio la cola y la cubierta protectora se volvié mas opaca y resistente (Fig.
6.2 M).

6.5.2.2. Infeccion por F. hepatica en L. columella durante el periodo de estudio

Los analisis de la infeccion por F. hepatica en L. columella que se describen a
continuacion fueron realizados exclusivamente con los caracoles infectados con cercarias
maduras de F. hepatica (h= 128).

Durante el estudio se registr6 infeccion por F. hepatica en L. columella sélo en los
periodos humedos. La prevalencia general durante el primer periodo humedo (7,24%-=
127/1754) fue significativamente mayor a la del segundo periodo humedo (0,03%= 1/3167)
(’w= 231,5; p<0,001).

Durante el segundo periodo humedo (2° PH) la Unica L. columella infectada fue hallada en el
borde del Bafiado, mientras que en el primer periodo hiumedo (1° PH) el 94,5% de los
caracoles infectados fue hallado en los canales anchos del Malezal, el 3,9% en el borde del
Bafiado y el 1,6% restante, en los canales angostos del Malezal. La prevalencia dentro del
1PH difiri6 entre ambientes (y*»= 44,2, p< 0,001), siendo en los canales anchos del
Malezal (120/1396= 8,6%) significativamente mayor que en los canales angostos del
Malezal (2/68= 2,9%; p< 0,001) y que en el borde del Banado (5/290= 1,7%; p< 0,001).
Entre éstos dos ultimos no se hallaron diferencias (p> 0,05). Al igual que para la prevalencia
general, la prevalencia en el borde del Bafiado fue significativamente mayor antes de la

sequia (1° PH) que después (1,7% vs 0,1%, respectivamente; x°q)= 24,7; p< 0,001)
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Figura 6.2: Infeccion natural de Fasciola hepatica en Lymnaea columella de Berén de Astrada,
Provincia de Corrientes, Argentina. A. Hepatopancreas de L. columella con redias y
cercarias de F. hepatica; B. Redia inmadura; C-D. Redias maduras con cercarias, E.
Redias (aspecto bajo el microscopio estereoscépico), F,G,H. Cercarias maduras,
movimientos tipicos, |. Cabeza de cercaria madura, J. Cercarias maduras (aspecto bajo
el microscopio estereoscépico), K. Cercaria enquistandose, L. Metacercaria formada
recientemente que aun conserva la cola de la cercaria, M. Metacercaria.
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Durante el 2°PH la Unica L. columella infectada media 11,9 mm y pertenecia a clase de
tamafo “mediano” (6,6-13,1 mm). El largo de la conchilla de los caracoles infectados en el 1°
PH (n= 127) oscilé entre 3,6 y 13,9 mm con una mediana de 7,7 mm. De éstos, el 26,0%
eran juveniles (3,6-6,5 mm), el 73,2% medianos y el 0,8% restante, grandes (13,2-19,7 mm).
Claramente los caracoles medianos predominaron entre los infectados ya que su proporcién
fue significativamente mayor a la de juveniles y grandes (p< 0,001) y la de juveniles resulté
significativamente mayor que la de los grandes (p< 0,001). En la Figura 6.3 se muestra
como esta misma relacion se observé para la prevalencia de infeccion por clase de tamafio,
ya que el numero de infectados entre los caracoles medianos examinados fue
significativamente mayor que entre los juveniles y los grandes (p< 0,01). Entre los recién

nacidos examinados no se encontraron infectados.

Figura 6.3: Nimero de Lymnaea columella examinadas parasitolégicamente (barra) y prevalencia de
infeccion por Fasciola hepatica (linea) por clase de tamafio.
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En la Tabla 6.5 se muestran los valores generales de la abundancia, el rango de
tamanfios y la prevalencia de L. columella en el primer y segundo periodo himedo. En ambos
periodos se observé una relacion inversa entre la prevalencia y la abundancia de L.
columella y entre la prevalencia y el tamafio maximo alcanzado por L. columella (los
resultados de la abundancia y el tamafio fueron analizados en detalle en el capitulo 5,

secciones 5.5.2 y 5.5.4, respectivamente).
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Tabla 6.5: Abundancia, tamaiio y prevalencia de infecciéon de
Lymnaea columella en el primer y segundo periodo humedo.

Periodos
1°PH 29PH
Abundancia (caracoles/30 min) 170,9 384,1
Largo de la conchilla  (mm) 1,9-15,3 1,1-25,3
Prevalencia (%) 7,24 0,03

1°PH: primer periodo himedo; 2°PH: segundo periodo himedo.

6.5.2.2.1. Infeccién por F. hepatica en L. columella en el primer periodo himedo por
estacion

En el primer periodo himedo se hallaron caracoles infectados con F. hepatica en otofio ,
invierno y verano de 2004 . La prevalencia no mostré diferencias estacionales (p> 0,05),
observandose en otofio 9,0% (46/510), en invierno 7,5% (79/1059) y en verano de 2004
6,3% (2/32) (Fig. 6.4 A). En la Figura 6.4 se muestra la relacion entre la prevalencia en L.
columella, su tamafio, abundancia y la temperatura del aire. La prevalencia por F. hepatica
en L. columella no estuvo correlacionada con la abundancia del caracol (rs= 0,64; p= 0,17)
ya que se encontraron caracoles infectados en estaciones con abundancias altas (otofio e
invierno) y con abundancias bajas (verano de 2004) (Fig. 6.4 A,C). La prevalencia en L.
columella tampoco mostré correlacion con la temperatura minima, media y maxima
estacional del aire (rs: -0,64; rs: -0,58 y rs: -0,21, respectivamente, p> 0,05) ya que se

hallaron caracoles infectados tanto en invierno como en verano (Fig. 6.4 A,D).

En la Tabla 6.6 se muestra la prevalencia por F. hepatica en otofio, invierno y verano
(2004) discriminada por ambiente y por el tamafio de L. columella. En otofio la prevalencia
de los juveniles y medianos fue similar, en invierno la prevalencia de los medianos fue
significativamente mayor que la de los juveniles y grandes y en verano de 2004 se observo

gue la prevalencia de los juveniles fue mayor que la de los medianos (Tabla 6.6 A).

En otofio y en invierno la prevalencia por F. hepatica no difiri6 entre ambientes (Tabla 6.6 B).
En verano de 2004 sélo se examinaron caracoles provenientes del borde del Bafiado ya
que, como se informd en el capitulo 5, los canales anchos y los angostos del Malezal

estaban completamente secos y sin caracoles.
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Figura 6. 4: Prevalencia de infeccién, tamafio y abundancia de L. columella de Berén de Astrada, Provincia de
Corrientes, Argentina, durante el primer periodo himedo. A. Prevalencia de infeccion natural por
F. hepatica en L. columella, B. Largo mediano de la conchilla de L. columella; C. Abundancia de
L. columella, D. Temperatura media (rombo) y maxima (guién) mensual del aire (°C).
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Tabla 6.6: Prevalencia estacional por F. hepatica en L. columella durante el primer periodo himedo.
A. Prevalencia estacional por tamafio de L. columella, B. Prevalencia estacional por ambiente.

Primer periodo himedo

otofio invierno verano 04’
Estacion (n=510) (n=1059) (n=32)
A. por clase de tamafio n P (%) n P (%) n P (%)
Recién nacidos (1,1 - 3,5 mm) 13 0,0 110 0,0 - -
Juveniles (3,6 - 6,5 mm) 201 7,0 350 5,1* 2 50,0®
Medianos (6,6 - 13,1 mm) 296 10,8* 569 10,5" 30 3,3%®
Grandes (13,2 - 19,7 mm) - - 30 3,3° - -
Muy grandes (> 19,8 mm) - - - - - -
B. por ambiente n P (%) n P (%) n P (%)
borde del Bafiado 53 5,7 135 0,0 32 63"
canal ancho del Malezal 445 9,7% 873 8,8 - -
canal angosto del Malezal 12 0,0 51 3,9° - -

n: Nimeros de caracoles examinados; P: Prevalencia
Letras minUsculas distintas en la misma columna indican diferencias significativas (p< 0,05) dentro de cada estacién

Letras mayusculas distintas en la misma fila indican diferencias significativas (p< 0,05) entre estaciones.

Entre estaciones la prevalencia de los juveniles fue significativamente mayor en verano
de 2004 que en otofio e invierno, mientras que la prevalencia de los medianos fue similar en
otoflo e invierno y significativamente mayor que en verano de 2004 (Tabla 6.6 A). La

prevalencia por ambiente no mostr6 diferencias entre estaciones (Tabla 6.6 B).

En la Figura 6.5 se muestra el tamafio de los caracoles infectados en otofio, invierno y
verano de 2004. El largo de la conchilla difiri6 significativamente entre estaciones (Hy= 8,0;
p= 0,018). Las comparaciones de a pares mostraron que los caracoles infectados en

invierno fueron mas grandes que los infectados en otofio y verano de 2004 (Fig. 6.5).

Si s6lo se analizan los caracoles infectados, en otofio y en invierno hubieron mas
medianos que juveniles infectados (Tabla 6.7 A). A su vez, en invierno hubieron mas
juveniles que grandes infectados. En verano de 2004 sélo se encontraron dos L. columella
infectadas, una juvenil y la otra mediana. La proporcion de juveniles y medianos infectados
no difirid entre estaciones (Tabla 6.7 A). En otofio e invierno mas del 90% de los caracoles
infectados provino de los canales anchos del Malezal, siendo este porcentaje

significativamente mayor que la de los otros ambientes (Tabla 6.7 B).
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6. Dinamica de transmision de F. hepatica

Figura 6. 5: Tamafio de las L. columella infectadas en otofio, invierno y verano de 2004 del

primer periodo himedo. Grafico de Cajas y bigotes (Box & Whisker plot). El circulo central representa la
mediana, el borde superior e inferior de la caja el primer y el tercer cuartil, respectivamente y los bigotes los valores
extremos (minimo y maximo). Letras distintas indican diferencias significativas entre estaciones. n= nimero de caracoles
infectados.
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Primer periodo humedo

Tabla 6.7: Proporcién de caracoles L. columella infectados por estacion durante el
primer periodo hdamedo. A. proporcién de caracoles infectados por tamafio de L.
columella,B. proporcién de caracoles infectados por ambiente

Primer periodo himedo

Estacion otofio invierno verano 04”

(n=46) (n=79) (n=2)
A. por clase de tamafio % % %
Recién nacidos (1,1 - 3,5 mm) - - -
Juveniles (3,6 - 6,5 mm) 30,4* 22,84 50,0
Medianos (6,6 - 13,1 mm) 69,6 75,9 50,0
Grandes (13,2 - 19,7 mm) - 1,3° -
Muy grandes (> 19,8 mm) - - -
B. por ambiente % % %
borde del Bafiado 6,5 - 100,0°
canal ancho del Malezal 93,5™ 97,5 -
canal angosto del Malezal - 2,5° -

n: Numero de caracoles infectados; %: proporcién de caracoles
Letras mintsculas distintas en la misma columna indican diferencias significativas (p< 0,05) dentro de cada estacion
Letras mayusculas distintas en la misma fila indican diferencias significativas (p< 0,05) entre estaciones
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6.5.3. Dinamica de transmision

En esta seccion se muestran en forma integrada y resumida los resultados expuestos en
este capitulo, los cuales permiten describir la dinamica de transmision de F. hepatica en el
Departamento de Berdn de Astrada. Para analizar la dinamica de transmision se tuvieron en
cuenta la prevalencia estacional de F. hepatica en el ganado bovino, la prevalencia
estacional de F. hepatica en L. columella, la temperatura media y maxima del aire y los
resultados del balance hidrico en relacion a la disponibilidad de agua en el suelo.

En la Figura 6.6 se muestran los valores de estas variables en el primer periodo humedo y
en la Figura 6.7 en el periodo seco, de recarga y segundo periodo humedo. Dado que el
ganado bovino tiene libre acceso a todos los ambientes estudiados y que los caracoles
pertenecen a una Unica poblacién, la dindmica de transmision se analizé sin tener en cuenta

de que ambiente provenian los caracoles.
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Figura 6. 6: Dindmica de transmisién de Fasciola hepatica en el Departamento de Berén de
Astrada, Provincia de Corrientes, durante el primer periodo himedo. A.
Prevalencia de infeccion en el ganado bovino por categoria etaria (blanco: terneros;
gris: vaquillonas; negro: vacas), B. Prevalencia de infecciéon en Lymnaea columella, C.
Temperatura media (rombo) y maxima (guién) mensual del aire D. Balance
hidrico (E: exceso de agua; U: utilizacién del agua del suelo; R: reposicién del agua del suelo).
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6. Dindmica de transmision de F. hepatica

Figura 6. 7: Dinamica de transmision de Fasciola hepatica en el Departamento de Berdn de Astrada,
Provincia de Corrientes, durante el periodo seco, el de recarga y el segundo periodo
hamedo. A. Prevalencia de infeccion en el ganado bovino por categoria etaria y cohorte
(blanco: terneros; gris: vaquillonas; *: primer cohorte; **: segunda cohorte), B. Prevalencia de infeccién en
Lymnaea columella, C. Temperatura media (rombo) y méaxima (guién) mensual del aire y D.
Balance hidrico (E: exceso de agua; U: utilizacién del agua del suelo; R: reposicion del agua del suelo).
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6.6. Discusion
6.6.1. Generalidades

En el Departamento de Beron de Astrada se detectd un foco de transmision de Fasciola
hepatica bien establecido con altas prevalencias en el hospedador definitivo e intermediario.
Lymnaea columella fue identificada como el Unico hospedador intermediario involucrado en
la transmision de esta zoonosis en la zona de estudio. Este hallazgo de infeccion natural por
F. hepatica en L. columella constituye el primer registro para la Argentina. Hasta el presente
trabajo Lymnaea viatrix era la Unica especie involucrada en la transmision de F. hepética en
la Provincia de Corrientes ya que en la década del 70" se la habia encontrado infectada en
el Departamento de San Roque (Lombardero et al., 1979a). En el resto de los
Departamentos donde se detectd infeccion se desconoce que especie actia como
hospedador intermediario, ya que no se han llevado a cabo estudios epidemioldgicos
integrales y la prevalencia en el ganado bovino es calculada con datos de decomisos de
higados en mataderos municipales o nacionales (ver Capitulo 2, pagina 23).

En 1997 aparecieron repentinamente los primeros casos de infeccion por F. hepatica en
el ganado bovino en el Departamento de Berdn de Astrada, a pesar de que hacia 20 afos
gque se realizaban estudios para evaluar esta parasitosis en la zona (Moriena et al., 1999).
En esa oportunidad no se identificd al hospedador intermediario y la identidad del caracol
involucrado en la transmision recién fue revelada en este trabajo. Sin embargo, el hecho de
que en la actualidad L. columella sea la Unica especie de la familia Lymnaeidae hallada en
Beron de Astrada permitiria suponer que en 1997 la situacion era similar. Por lo tanto, la
aparicion de infeccién en bovinos podria estar asociada al ingreso de este caracol en la
zona, proveniente probablemente del Departamento de Ituzaingd, por ser la zona mas
cercana con presencia de L. columella (Paraense, 2005). La gran capacidad de colonizacion
y de adaptacion a distintas condiciones climaticas de L. columella (DeKock et al., 1989),
sumadas a la existencia de una gran variedad de ambientes dulceacuicolas aptos para el
desarrollo de estos caracoles en el Departamento de Berén de Astrada, seguramente
posibilitaron que esta especie se estableciera exitosamente y desarrollara poblaciones
abundantes y estables. Posteriormente, el posible ingreso en la zona de ganado bovino
infectado, producto del normal movimiento de la hacienda, y la eficiencia de L. columella
como hospedador intermediario de F. hepatica (Harris y Charleston, 1976) pudieron haber
posibilitado el establecimiento de los focos de transmisién que se observan en la actualidad.

Dado que la epidemiologia de la fasciolosis varia en funcion de la regién geografica y
de la especie de lymneido involucrada en la transmision del parasito (Mas-Coma et al.,

2005), el estudio de la dinamica de transmision de F. hepatica en Berdn de Astrada supuso
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un doble desafio. Por un lado porque nunca se habia estudiado la epidemiologia de esta
zoonosis en una region de Argentina con clima subtropical y por el otro, porque es la primera
vez que se encuentra a L. columella como hospedador intermediario del parésito en

Argentina.

6.6.2. Infeccién por F. hepatica en el ganado bovino

Durante el primer periodo humedo el ganado bovino present6 infeccidén por F. hepatica
en cada oportunidad en que fue muestreado, independientemente a la estacién del afio.
Durante este periodo los animales de las distintas categorias etarias fueron sometidos a
tratamientos antiparasitarios aislados y sin un cronograma especifico de aplicacion, lo que
generd distintas situaciones, como terneros que no habian recibido ningun tratamiento
antiparasitario (primavera de 2002), vaquillonas que habian sido tratadas con lvermectina,
una droga que no tiene efectos sobre ningun estadio de F. hepatica (primavera de 2003) o
vacas y vaquillonas que habian sido tratadas con Albendazol pero el lapso de tiempo
transcurrido entre la aplicacion y el muestreo era demasiado grande y la droga ya no tenia
efecto. Por lo tanto, se considera que todos los individuos estudiados durante este periodo,
independientemente de la categoria etaria, se encontraban en igualdad de condiciones en
relacion a la infeccion. De esto se desprende que las variaciones estacionales de la
prevalencia no pueden ser atribuidas a los tratamientos sino a otros factores como a la
disponibilidad de metacercarias en el ambiente, las condiciones climéticas, la presencia, la

abundancia y la infeccion de los caracoles, entre otras.

Durante el primer periodo humedo la prevalencia en las vacas fue similar a la de las
vaquillonas y ambas fueron mayores que la de los terneros. Desde el punto de vista del
comportamiento alimentario de los bovinos, es esperable encontrar mayor proporcion de
vacas Yy vaquillonas infectadas que de terneros. Los bovinos adultos invierten mas de un
tercio del dia pastando (Pereyra y Leiras, 1991). Si las vacas y las vaquillonas pastan en los
mismos lugares y tienen acceso a los mismos ambientes las probabilidades de consumir
metacercarias al alimentarse serian las mismas. Por lo tanto, seria esperable que estos dos
grupos presenten niveles de infeccion similares. Por el contrario, el comportamiento
alimentario de los terneros es completamente diferente ya que éstos se alimentan
exclusivamente de leche materna durante los primeros meses de vida, y el pastoreo suele
incorporarse paulatinamente y en forma intermitente (Pereyra y Leiras, 1991). Por lo tanto,
es esperable también que los terneros estén menos infectados que las vacas y las
vaquillonas. Resultados similares a los obtenidos en esta tesis fueron observados por

Buchon et al. (1997) en la region norte del Altiplano boliviano, una zona altamente endémica
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para la fasciolosis, donde la prevalencia por F. hepatica en terneros (8,1%) es
considerablemente menor a la registrada en vaquillonas de 1 y 2 afios (35,1%) y mayores a
2 afios (29,2%). Al mismo tiempo, Gonzalez-Lanza et al. (1989) también muestran que la
prevalencia en terneros es significativamente menor (< 5%) a la registrada en bovinos de
entre 1y 18 afios (> 20%).

Por lo anteriormente expuesto, el nivel de infeccion de los terneros suele utilizarse como
un indicador del nivel de contaminacion de las pasturas con metacercarias de F. hepatica.
En un &rea con una baja infestacion de los pastos, no es esperable encontrar infecciones
altas en terneros. En zonas con una gran contaminacion de las pasturas, los pocos eventos
de pastoreo que presentan los terneros alcanzaran para que estos ingieran metacercarias y
se infecten. En este estudio, el hallazgo de un 20% de infeccién en terneros de tan sélo 4
meses de edad refleja una altisima contaminacién de las pasturas al inicio del estudio. Este
hecho es confirmado también por la prevalencia registrada en las vacas (n= 51, 45%), la
cual supera ampliamente los niveles informados por la oficina de estadisticas del SENASA
para la Provincia de Corrientes (2002: 2,4%) y por la direccién de Ganaderia de la Provincia

de Corrientes para la zona de Berdn de Astrada (2,6%) (Moriena et al., 1999).

Durante (periodo seco) y después de la sequia (periodo de recarga y segundo periodo
humedo) los niveles de infeccion por F. hepatica fueron bajos y hubo muestreos donde no
se registro infeccion. En el caso de la primera cohorte, a pesar de no haberse encontrado
diferencias significativas entre la prevalencia en otofio (4,2%) y en invierno (1,3%) del
periodo seco, en el periodo de recarga (0%) y en la primavera de 2004 del 2PH (0%), se
observo una tendencia a la disminucion de la prevalencia. Esta situacion podria deberse a la
combinacion de dos factores: la aplicacion regular de antihelminticos y la posible falta de re-
infecciobn. Esta cohorte fue sometida a un programa de desparasitacion estricto con
aplicaciones de Albendazol al destete y cada 2 meses. Como se mencion0 en el capitulo 3,
esta droga es efectiva contra las Fasciola adultas pero no contra los juveniles que contintan
migrando y desarrollandose. Al aplicar la droga cada 2 meses se logra eliminar a los huevos
adultos, que eran juveniles durante la aplicacion anterior. De esta manera, si ho hay re-
infecciones es posible eliminar a todos los parasitos. La disminucién de la prevalencia al 0%
estaria indicando que los animales de esta primera cohorte no se estaban reinfectando lo
cual refleja una considerable disminucién en la oferta de metacercarias viables en el
establecimiento. Esta disminucibn seguramente estuvo relacionada con las altas
temperaturas y el déficit de agua registrados durante el periodo seco, condiciones bajo las

cuales las metacercarias son destruidas completamente (Boray, 1969). Asimismo, el hecho
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de que no se observe un aumento en la prevalencia cuando mejoraron las condiciones
ambientales (periodo de recarga y comienzos del segundo periodo humedo), estaria
indicando que el ciclo de transmision se habria interrumpido. Este tema se discute
ampliamente en la seccién 6.6.4. El hecho de que los terneros, que se infectaron antes de
gue comenzara la sequia porque nacieron en primavera de 2003, estuvieran mas infectados
qgue las vaquillonas confirmaria la disminucién en la oferta de metacercarias, ya que como
se menciondé mas arriba, en funcion del comportamiento alimentario de los bovinos, en un

ambiente contaminado seria esperable lo opuesto.

En la primavera de 2005 los animales de esta cohorte volvieron del establecimiento en It
Ibaté con una prevalencia por F. hepatica de 7,7%. Este resultado muestra que dicho
establecimiento no estaba libre de F. hepatica como suponian los productores, con lo cual
seria recomendable analizar a los animales antes de que ingresen nuevamente al
establecimiento “Don Ricardo” para evitar introducir mas parasitos al ambiente o que se

establezca nuevamente y se reinstale la transmision.

En la segunda cohorte se observa una situacién inversa respecto de la primera cohorte,
ya que la prevalencia comienza a subir lentamente. Esta cohorte fue muestreada
integramente después de la sequia, durante el segundo periodo himedo cuando las
condiciones ambientales ya estaban reestablecidas y los ambientes tenian agua, habia
suficiente humedad y la temperatura era la esperable para la zona. Sin embargo, el hecho
de que ni los terneros ni las vaquillonas estaban infectados en verano y en invierno,
respectivamente, indicaria que el nivel de contaminacion del establecimiento probablemente
era menor que durante el periodo seco, cuando la prevalencia en terneros era de 4,2% vy en
vaquillonas de 1,3% y seguramente, bastante menor que durante el primer periodo himedo
cuando la prevalencia en terneros era de 20% y en vaquillonas entre el 8% y el 95% (Tabla
6.4). Nuevamente estos resultados reflejarian la ausencia de metacercarias en el ambiente.
En invierno las vaquillonas recibieron una dosis de Albendazol que fue innecesaria ya que
estos animales no estaban infectados. El hallazgo de un 1,7% de infeccibn en estas
vaquillonas 2 meses después, a principios de primavera de 2005 del segundo periodo
hamedo, sugeriria que el ciclo de transmisién se fue reestableciendo lentamente en el
establecimiento y como se explica a continuacion, el ganado ovino podria estar involucrado

en esta situacion.

El nimero de huevos hallados por gramo de materia fecal (hpg) fue bajo durante todo el

periodo de estudio (<1). En el caso de F. hepatica no se puede establecer una relacion
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directa entre el hpg y la carga parasitaria (Malone y Craig, 1990). Sin embargo, si se puede
afirmar que estos animales liberan poca cantidad de huevos al ambiente. Entonces ¢como
se explica que el ciclo de transmision se halla establecido y mantenido exitosamente? Una
posible explicacion seria que con esa cantidad de huevos alcance para mantener el ciclo de
transmision a lo largo del tiempo, ya que éste pardsito posee una gran capacidad de
multiplicacion asexual en el caracol hospedador intermediario, observandose que por cada
miracidio que penetra pueden emerger entre 800 y 4000 cercarias (Ollerenshaw, 1971a).
Estudios realizados en establecimientos donde soélo se cria ganado bovino mostraron
prevalencias similares a las registradas en este estudio (=50%) pero con valores de hpg
muchisimo mas elevados (3,3-65,8) (Gonzalez-Lanza et al., 1989; Kleiman et al., 2007),
indicando que el niumero de huevos eliminados debe ser mayor al encontrado en este
estudio para mantener el ciclo de transmision.

La explicacibn mas razonable es pensar que existen en el establecimiento otros
hospedadores definitivos, domésticos y/o silvestres, que aportan huevos al ambiente
(Cringoli et al., 2006). Las ovejas son mas susceptibles a la infeccion por F. hepatica y no
desarrollan resistencia y tanto la prevalencia como el hpg suelen ser mayores que en los
bovinos (Boray, 1993). Un estudio preliminar sobre la prevalencia de F. hepatica en los
ovinos del establecimiento donde se realizé este estudio, reveld una prevalencia del 55,5%
(n= 27) y una mediana de hpg de 9,0 (C;-C3= 1-24,3) durante el primer periodo humedo
(Issia et al., 2005). El nivel de infeccion en los ovinos fue similar al observado durante el
primer periodo humedo en las vacas pero el hpg resultdé 9 veces mayor. Estos resultados
indicarian que durante el primer periodo humedo las ovejas contribuyeron en gran medida a
la contaminacion de las pasturas e incrementaron el nivel de transmisién (Issia et al., 2005).
A pesar de que no fue posible muestrear al ganado ovino durante y después de la sequia, la
disminucion en la prevalencia y el hpg de los bovinos permite suponer que este tipo de
ganado también sufri6 una disminucion en su nivel de infeccion, aunque probablemente sin
llegar al 0% debido a que estos animales no reciben tratamientos antiparasitarios y a que las
Fasciolas adultas pueden vivir hasta 8 afios (Andrews, 1999). Seguramente el nivel minimo
de infeccion remanente en las ovejas no alcanzé para que el ciclo continle, observandose la
interrupcién del mismo, aun cuando se habian restaurado las condiciones climéticas.

Estos resultados resaltan la importancia epidemioldgica de cada tipo de ganado a la hora de
implementar medidas de control tendientes a reducir los niveles de infeccion. En gran parte
de Argentina, el ganado ovino no es incluido en los tratamientos antiparasitarios a los que
son sometidos los bovinos, ya que se crian a pequefia escala y su destino final es el
consumo interno. Esta practica impide el control sobre la constante contaminacion de las

pasturas por parte de este tipo de ganado, que presenta infecciones cronicas y es capaz de
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eliminar alrededor de 2 millones de huevos por animal por dia (Boray, 1985). Para intentar
controlar esta parasitosis y mantener lo mas bajo posible los niveles de infeccion es
recomendable incluir a las ovejas en los tratamientos antihelminticos que regularmente se

aplican en el establecimiento.

6.6.3. Infeccion por F. hepatica en Lymnaea columella

En este trabajo se utilizd la técnica de microscopia para detectar infecciébn en L.
columella y se identific6 a F. hepatica a partir de la morfologia de las cercarias, por
considerar que estas técnicas son las mas apropiadas para detectar infeccidn en caracoles
provenientes del campo. La observacibon de que las cercarias identificadas
morfolégicamente como F. hepatica se enquistaron sobre distintas superficies permitié
ratificar su identidad, ya que las pocas especies de trematodes que presentan metacercarias
con este comportamiento, poseen una morfologia muy distinta a la de F. hepatica (Fried,
1997). La identidad de estas cercarias también pudo ser confirmada por PCR (Cucher et al.,
2006) y por la obtencibn de adultos de F. hepatica en las ratas infectadas
experimentalmente.

La determinacion de la infeccion por microscopia y morfologia posee ciertas ventajas frente
a otras técnicas mas modernas como las de PCR, ya que permiten identificar distintos
estadios larvales, reconocer infecciones exitosas a partir del hallazgo de cercarias maduras
gue se enquistan correctamente, cuantificar la cantidad de individuos de cada estadio larval
y calcular la intensidad de infeccion junto con la prevalencia (Caron et al., 2008). Sin
embargo, con estas técnicas no se detectan infecciones muy recientes y en el caso de F.
hepatica, no se pueden identificar morfologicamente los estadios de redia y esporoquiste,
porque poseen caracteres morfolégicos similares a otras especies de trematodes. Por lo
tanto, el célculo de la prevalencia a partir de las cercarias maduras Unicamente subestima el
valor real. Por su parte, las técnicas de PCR pueden detectar la infeccion apenas ingresa el
miracidio al caracol pero no brindan informacion sobre la intensidad de infeccion o sobre qué
estadios larvales estan presentes (Caron et al., 2008). Tampoco permiten determinar la
viabilidad de los parasitos para discriminar entre infecciones exitosas o abortadas (Caron et
al., 2008).

En el presente estudio la prevalencia por F. hepatica calculada a partir del nimero de L.
columella infectadas s6lo con cercarias maduras subestimd la prevalencia real, ya que las
redias halladas en L. columella también fueron identificadas como F. hepatica por PCR. Al

incluir estos caracoles la prevalencia general se elevé de 2,1% a 2,6%.
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Llamativamente, por la técnica de PCR utilizada en este estudio se detectdé un 41% de
caracoles falsos negativos, es decir caracoles sin infeccion (negativos) segun la técnica de
microscopia e infectados (positivos) segun la técnica molecular (Cucher et al., 2006). Esta
diferencia plantea ciertas dudas sobre los resultados de la técnica de PCR basada en la
secuencia del gen de la subunidad 1 de la citocromo c oxidasa de F. hepatica. La gran
cantidad de falsos negativos podria deberse a que dada la gran sensibilidad de la técnica de
PCR utilizada, se podrian estar detectando infecciones muy recientes o finalizadas
recientemente o que no llegaron a establecerse y prosperar (infecciones abortadas) (Cucher
et al., 2006). Por lo tanto, dado que la técnica de microscopia/morfologia permite detectar en
forma patente al parasito y determinar el éxito de la infeccién y la técnica de PCR permite
corroborar la identidad de las cercarias y detectar los estadios larvales inmaduros
(esporoquiste y redia), ambas técnicas deberian aplicarse a los mismos caracoles y actuar
como control de la otra, para obtener un resultado méas confiable y real sobre el nivel de

infeccidn en el hospedador intermediario.

La prevalencia de infeccion natural por F. hepatica registrada en L. columella durante
todo el periodo de estudio fue de 2,1% considerando sélo a los caracoles infectados con
cercarias maduras del parésito (n= 128). Este nivel de infeccion es similar al registrado en L.
truncatula en la Provincia de Mendoza (Issia et al., 2008) y en L. viatrix en la Provincia de
Neuquén (Rubel et al., 2005) y mayor al registrado en L. viatrix en los valles andino
Patagonicos de la Provincia de Chubut (0,7%; Kleiman et al., 2007). Estos valores estan
dentro del rango de variabilidad que presenta la prevalencia de infeccion natural por F.
hepatica en su hospedador intermediario, que oscila entre 0,01% y 88,3% (Malone et al.,
1984), no solo entre especies de caracoles (Boray et al., 1984) sino para una misma especie
entre regiones (Gutiérrez et al., 2005). Esta variabilidad también refleja la dificultad para
comparar el rol o la importancia de las distintas especies de lymneidos en la transmisién de
F. hepatica. Lo que si es posible afirmar es que con bajas prevalencias en el caracol se
observan prevalencias altas en el hospedador definitivo (>50%) (Kleiman et al., 2007; Rubel

et al., 2005), lo cual refleja la eficiencia en la transmision de F. hepatica.

La prevalencia registrada durante el periodo de estudio de esta tesis fue muy variable ya
que hubo muestreos donde no se registrd infeccion, otros donde el nivel de infeccién fue
muy bajo (0,1%) y otros donde la prevalencia oscild entre 6,3% y 9%. Estos ultimos valores
pueden considerarse altos ya que no solo resultaron mayores a los registrados en las otras
especies de lymneidos de Argentina, sino que también son mayores a los registrados en L.
columella en los siguientes estados de Brasil, donde actia como el hospedador

intermediario principal en la transmision de F. hepatica: Minas Gerais (5,2% y 3,9%, Coelho

135



6. Dindmica de transmision de F. hepatica

y Lima, 2003); Rio de Janeiro (2,4%, Rezende et al., 1973); Sdo Paulo (1,22% y 0,14%,
(Ueta, 1980a); 5,26%, Oliveira et al., 2002) y Rio Grande do Sul (3,3%, Silva Santos et al.,
1987). Esta comparacion permite concluir que en Beron de Astrada, L. columella es un muy
buen hospedador intermediario, capaz de transmitir al parasito exitosamente y asegurar la

endemicidad de la infeccidn.

Durante el estudio sélo se encontraron L. columella infectadas en los periodos humedos,
lo cual indica que la presencia constante de agua, mas alld de las fluctuaciones
estacionales, resulté imprescindible para la continuidad del ciclo de transmision. Mas aun,
gque la prevalencia durante el primer periodo himedo haya sido mayor a la del segundo
periodo humedo refleja la influencia negativa del periodo seco en la transmision del parasito.
En el capitulo 5 se mencioné la capacidad de L. columella para estivar durante la sequia y
como la poblacion pudo resurgir cuando las condiciones ambientales volvieron a ser
favorables. Sin embargo, no ocurrié lo mismo con F. hepatica ya que los caracoles que
entraron en la estivacién presentaban un 6,3% de infeccién (verano de 2004 del 1PH) y los
que emergieron 6 meses después, no estaban infectados (invierno del periodo de recarga).
La muerte de los caracoles infectados durante la estivacion podria deberse a que éstos son
mas dependientes de las condiciones acuaticas y toleran menos las condiciones de sequia
(Rondelaud y Vincent, 1974), o a que son mas susceptibles a cambios en las condiciones
ambientales en comparacion con los caracoles sanos (Roberts y Suhardono, 1996), o a que
bajo estas condiciones de stress son incapaces de compensar la pérdida de glucogeno
provocada por las cercarias y por lo tanto tienen menos posibilidades de sobrevivir (Graczyk
y Fried, 1999). La respuesta a estas observaciones sé6lo puede ser contestada en un marco
experimental, diseflando experimentos con L. columella sanas e infectadas y evaluando su
respuesta a diferentes situaciones de stress ambiental. Pero sea cual fuera la razon por la
cual los caracoles infectados no sobrevivieron a la sequia, lo importante es que ante un
evento de stress ambiental severo como una sequia continua de 6 meses, la dinamica de
transmision de F. hepatica se vi0 afectada seriamente. Este tema se discutirA mas

detalladamente en la seccion 6.6.4.

Dentro del primer periodo humedo la prevalencia estacional por F. hepatica no estuvo
relacionada con la abundancia de L. columella en cada muestreo, indicando que la cantidad
de caracoles disponibles no afectaria la transmisién, ya que con unos pocos individuos
presentes, como ocurrié en verano de 2004 (n=32) alcanzaria para que el ciclo se desarrolle
exitosamente. Resultados similares fueron observados en L. columella en Nueva Zelanda

(Harris y Charleston, 1976) y en L. tomentosa en Australia (Boray, 1964). Sin embargo, si se
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encontré una relacion inversa entre la abundancia y la prevalencia de L. columella cuando
se consideraron todos los muestreos juntos en cada periodo humedo. En el 1°PH la
abundancia de L. columella fue significativamente menor que en el 2°PH y la prevalencia fue
significativamente mayor (Tabla 6.5). Resultados similares fueron observados por Lafferty
(1993) y Puurtinen et al (2004), quienes sugieren que una asociacion negativa entre la
abundancia y la infeccion podria deberse al efecto de castracién que tiene el parasito sobre
su hospedador, impidiendo que este se reproduzca normalmente y provocando una
disminucion en la incorporacion de nuevos individuos a la poblacion. Otros autores
adjudican esta asociacion negativa a que la infeccibn por trematodes incrementa la
mortalidad natural de los caracoles (Sorensen y Minchella, 1998), reduciendo
considerablemente la abundancia poblacional. En el caso particular del sistema hospedador-
pardsito integrado por L. columella-F. hepatica, diversos estudios experimentales han
mostrado que efectivamente las L. columella infectadas poseen mayor mortalidad y menor
fecundidad que los caracoles sanos (Boray et al., 1984; Leon-Dancel, 1970; Salazar et al.,
2006; Ueta, 1980b).

Durante el 1° PH la prevalencia por F. hepatica aumenté con el tamafio de L. columella
entre las categorias de recién nacidos (0%), juveniles (5,2%) y medianos (10%). Esto podria
deberse a un aumento en el tiempo de exposicion a los miracidios de F. hepatica a medida
que los caracoles son mas grandes, incrementando asi las probabilidades de contraer la
infeccion (Woolhouse, 1989). Si bien la relacion entre el tamafio y la edad de los caracoles
es dificil de determinar en poblaciones naturales sujetas a cambios ambientales continuos
(Woolhouse y Chandiwana, 1989), se puede asumir que los caracoles grandes son mas
viejos, en promedio, que los caracoles pequefios (Minchella et al., 1985). Esto implica que
los caracoles mas grandes tuvieron mayor tiempo de exposicion al parasito y por lo tanto
explicaria el aumento de la prevalencia con el tamafio de los caracoles (Graham, 2003;
Manga-Gonzalez et al., 1991; Sorensen y Minchella, 2001; Woolhouse, 1989). Otra
explicacion podria ser que en los caracoles juveniles y medianos transcurrio el tiempo
suficiente para observar la presencia de cercarias maduras en el hepatopancreas del
caracol, lo cual sucede entre las 4 y 7 semanas después del ingreso del miracidio (Andrews,
1999). Dado que L. columella es susceptible de infectarse con F. hepatica apenas eclosiona
(Coelho et al., 2008), la falta de infeccion entre las L. columella recién nacidas podria
deberse a que el tiempo de exposicion al parasito no fue el suficiente para contraer la
infeccidon o, que en caso de estar infectadas, que no haya transcurrido el tiempo necesario

para observar cercarias maduras.
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Esta misma explicaciobn serviria para explicar porqué entre los caracoles infectados la

mayoria eran medianos (>50%, Tabla 6.6 A).

La disminucién de la prevalencia por F. hepatica entre las L. columella grandes (3,5%,
Fig. 6.3) podria deberse, entre otras cosas, a que €stos caracoles poseen un mejor sistema
de defensa que impediria el desarrollo del parasito (Riley y Chappell, 1992). Aunque
también podria deberse a: 1) que la mortalidad natural de L. columella aumenta con su
tamafio (Gutiérrez et al., 2001): La estructura poblacional de L. columella, analizada
detalladamente en el capitulo 5, mostrd que a lo largo de todo el periodo de estudio (con la
excepcion del muestreo de invierno del 29PH) la pro porcién de caracoles grandes fue baja
(0%-18,1%), y en cada estacion fue menor a la de caracoles medianos (Figura 5.10). Estos
resultados estarian indicando que entre los caracoles medianos y grandes aumentaria
considerablemente la mortalidad, sugiriendo que estos Ultimos comienzan a ser senescentes
y mueren. Por lo tanto, al disminuir la abundancia de los caracoles grandes, disminuye
también la probabilidad de encontrar alguno de ellos infectados; y 2) a que la infeccion por
trematodes incrementa la mortalidad natural de los caracoles (Sorensen y Minchella, 1998):
En ambos periodos humedos se encontré una relacion inversa entre la prevalencia de
infeccion y el tamafio alcanzado por L. columella (ver Tabla 6.5). En el 1PH la gran
prevalencia por F. hepatica (7,24%) podria explicar el menor tamafio alcanzado por la
poblacion de L. columella, ya que los caracoles infectados poseen mayores tasas de
mortalidad y esta seria méas evidente entre los caracoles grandes porque se sumaria a la
alta tasa de mortalidad natural. La relacion inversa entre éstas variables podria explicarse
también porque los caracoles infectados poseen menores tasas de crecimiento (Salazar et
al., 2006) y por lo tanto no llegarian a alcanzar tamafios grandes ni muy grandes.

Cuando la poblacién no estd infectada, como ocurri6 en el 2PH (0,1%), los caracoles
alcanzarian tamafios mayores llegando sin dificultad a los tamafios englobados en la

categoria de “grandes” y “muy grandes”.

Resulta interesante destacar el hecho de que en este trabajo se encontraron L.
columella infectadas tanto inmaduras (juveniles) como maduras sexualmente (medianas y
grandes), en contraposicion a lo observado en L. viatrix donde siempre los caracoles
infectados fueron adultos (Kleiman et al., 2007; Rubel et al., 2005). La importancia de los
caracoles grandes en la transmision de F. hepatica ha sido discutida por (Ollerenshaw,
1971b) quién encontré que las L. truncatula maduras representaban el 85% de los caracoles
infectados y a su vez, contenian hasta 10 veces mas redias que los caracoles inmaduros.

Sin embargo, el hecho de que L. columella también pueda infectarse y alcanzar prevalencias

138



6. Dindmica de transmision de F. hepatica

altas en sus estadios inmaduros potencia su rol como hospedador intermediario, ya que
aumenta considerablemente la poblacién susceptible, incrementando la transmision de F.

hepatica.

La gran prevalencia de infeccion registrada en las L. columella medianas permite afirmar
gue esta categoria de tamafo juega un rol fundamental en la transmision de F. hepatica, la
cual se suma a la importancia que tiene este tamafio en su propia dindmica poblacional. En
el capitulo 5 se menciond la capacidad de las L. columella medianas para tolerar periodos
prolongados de stress ambiental, como la sequia de 6 meses observada en este estudio y
como fueron las que mejor soportaron esta situaciébn desfavorable y al resurgir de la
estivacion, cuando las condiciones climaticas mejoraron, fueron capaces de reproducirse
inmediatamente, asegurando una recuperacion rapida y efectiva de la poblacién. Su rol en la
dindmica de transmision de F. hepatica también fue fundamental ya que fueron la clase de
tamafio con mayor prevalencia. Esto se debe a que fueron los caracoles con mayor tiempo
de exposicion al parasito y por lo tanto con mayores chances de infectarse y a que por ser

“jévenes” estuvieron en condiciones de soportar la infeccion y desarrollarla exitosamente.

Durante el primer periodo humedo también se encontraron diferencias en la prevalencia
y en la proporcion de las L. columella infectadas entre los ambientes estudiados (borde del
Bafiado, canales anchos y angostos del Malezal). En verano de 2004 sélo se encontraron
caracoles en el borde del Bafiado por lo que la comparacion entre ambientes se realizo
Unicamente en otofio e invierno. El canal ancho del Malezal fue el Unico ambiente que
presenté infeccibn en ambos muestreos y su prevalencia fue levemente mayor a la
registrada en los otros ambientes, a pesar de que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (Tabla 6.5-B). A su vez, mas del 90% de los caracoles
infectados en cada muestreo provino de este ambiente (Tabla 6.6-B). Estos resultados
muestran que el canal ancho del Malezal juega un rol fundamental en la transmision de F.
hepatica y se diferencia claramente de los otros dos ambientes. Esto podria deberse por un
lado, a una preferencia alimentaria del ganado bovino por la vegetacion que crece sobre los
monticulos que conforman el Malezal (Pizzio et al., 1994), a la cual acceden por los canales
anchos, por lo que el ganado permaneceria mas tiempo en este ambiente que en el borde
del Bafiado, donde predomina la vegetacion acuatica que no es comunmente elegida por el
ganado vacuno. A su vez, los canales anchos (20-50cm), a diferencia de los angostos (<
20cm), constituyen dentro del Malezal sitios mas accesibles para que el ganado pueda
beber agua comodamente, lo cual aumenta la permanencia de los animales y las chances

de que defequen y liberen huevos de F. hepatica alli. La evidencia de que el ganado busca
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ambientes con agua se observa en el verano de 2004 cuando sélo se encuentran caracoles
infectados en el borde del Bafiado que era el Unico ambiente que no estaba seco.

Por lo tanto, en los canales anchos del Malezal la combinacion de una gran cantidad de
caracoles (como se menciond en el capitulo 5) y una gran concentraciéon de ganado bovino
atraido por la vegetacion de los monticulos y por el facil acceso al agua, facilitaria el
encuentro entre los hospedadores y el parasito favoreciendo la transmision de F. hepatica.
En cambio, en el borde del Bafiado no parece favorecerse la transmision, seguramente
porque si el ganado tiene otras zonas donde pastorear, no suele dirigirse a este ambiente.
Sin embargo, el borde del Bafiado tendria una importancia indirecta en la transmision del
parasito, relacionada con su rol como fuente de L. columella, como se mencioné en el
capitulo 5. El borde del bafiado fue el ultimo ambiente en secarse cuando comenzé la
sequia y el primero en retener agua cuando aumentaron las precipitaciones, constituyendo
muy probablemente, el lugar donde las L. columella se enterraron para estivar y esperar que
mejoren las condiciones ambientales (Capitulo 5). Una vez restauradas las condiciones
climaticas los caracoles lograron dispersarse desde el Bafado hacia el resto de los

ambientes.

6.6.4. Dinamica de transmision

La dindmica de transmisién de F. hepatica estd intimamente relacionada con factores
climéaticos, como la temperatura y la humedad (Malone et al., 1984; Manga et al., 1990;
Ollerenshaw, 1971b) y el efecto de cada una de estas variables cambia segun el clima
predominante en cada zona. En aquellas &reas donde la temperatura media del aire oscila
entre 10°C y 30°C la transmision se produce durante todo el afio si hay humedad disponible
en el terreno. En zonas sujetas a inviernos rigurosos, veranos muy calidos o periodos de
sequia, la transmision esté restringida a los meses mas favorables (Torgerson y Claxton,
1999). En el norte de la Provincia de Corrientes la dindmica de transmision de F. hepatica
estuvo influenciada principalmente por la disponibilidad de agua y, en segunda instancia, por

la temperatura.

Durante el primer periodo humedo (1°PH) el agua o la humedad no fue un factor
limitante en la transmisién de F. hepatica ya que todos los ambientes tuvieron la minima
cantidad de agua necesaria para que se desarrollen los caracoles y los estadios de vida libre
del parésito. Al mismo tiempo, la temperatura media mensual del aire tampoco fue un factor
limitante ya que fluctué entre 14,3°C y 27°C (Fig. 6.6 C), estando ambos valores incluidos en

el rango en el cual el ciclo de F. hepatica se desarrolla exitosamente y la transmision se
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produce todo el afio (Torgerson y Claxton, 1999). En efecto, durante este primer periodo
humedo, la transmisién de F. hepatica podria considerarse continua ya que se encontrd
ganado bovino infectado en primavera de 2002, verano, otofio y primavera de 2003 y L.
columella infectadas en otofio, invierno y verano (Fig. 6.6 A,B). Estos resultados reflejarian
gue durante este periodo se produjo seguramente una liberacion constante de huevos de F.
hepatica al ambiente, los cuales encontraron condiciones favorables de humedad y de
temperatura para su desarrollo y la eclosion de los miracidios. Al mismo tiempo, estas
mismas condiciones ambientales favorecieron la presencia de una poblacién muy abundante
de L. columella, susceptible a infectarse y a desarrollar exitosamente la infeccion. A su vez,
las metacercarias producidas por los caracoles seguramente se mantuvieron viables a lo
largo de todo el 1° PH, aumentando la probabilidad del ganado de infectarse continuamente.
En el sudeste de Brasil se observd un patrén de transmisién similar al registrado en esta
tesis, con disponibilidad de metacercarias durante todo el afio, pero principalmente entre

otofio e invierno (Amato et al., 1986; Faria et al., 2005).

Sin embargo, més alla de esta aparente continuidad en la transmisién, tanto en el
hospedador definitivo como en el intermediario se observaron variaciones estacionales de la
prevalencia que reflejarian la influencia del nivel de agua (Fig. 6.6 D) y de la temperatura
maxima mensual del aire (Fig. 6.6 C) en la transmision de F. hepatica.

Por ejemplo, el ganado bovino estaba muy infectado en la primavera de 2002 y sin embargo
no se encontraron caracoles infectados en el verano siguiente (2003). Esta falta de infeccion
en L. columella podria deberse, por un lado a que habia muy pocos caracoles durante esta
estacion (n= 2; Figura 5.4) lo cual disminuye la probabilidad de encontrar alguno infectado, y
por el otro, a que las altas temperaturas maximas registradas durante ese verano (enero:
36,6 °C; febrero: 38,1 °C) podrian haber inhibido el desarrollo de los huevos de F. hepatica
en el ambiente (Andrews, 1999), disminuyendo el nimero de miracidios capaces de infectar
a los caracoles. En el verano también se observo una disminucidn en la prevalencia de las
vacas y las vaquillonas, que nuevamente estaria relacionada con la temperatura maxima, ya
que la supervivencia e infectividad de las metacercarias disminuye al aumentar la
temperatura y son destruidas rapidamente por el calor y la sequia, condiciones
predominantes en los meses de verano (Boray, 1969). En Berdn de Astrada, en el verano de
2003 no se registraron sequias y el balance hidrico mostré utilizacion y reposicion del agua
del suelo (Fig. 6.6 D), situacion que se vio reflejada también en el campo ya que los
ambientes tenian una columna de agua media de entre 12 y 23,7 cm (Tabla 5.1). Esto

indicaria que, probablemente, las metacercarias adheridas a los pastos murieron o perdieron
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su infectividad debido a las altas temperaturas registradas en ese verano y al no haber

caracoles infectados, no hubo aporte de nuevas metacercarias.

El hecho de que en otofio se registrd la mayor prevalencia en el ganado (77% en vacas y
95% en vaquillonas) y que en otofio e invierno se alcanzaron las mayores prevalencias en L.
columella (9,0% y 7,5%, respectivamente) (Fig 6.6), reflejaria que durante estas estaciones
se produce la mayor transmision de F. hepatica en la zona de estudio. Esto se debe a que
durante estas estaciones ni la temperatura méaxima del aire ni el nivel de agua fueron
limitantes para el normal desarrollo de los estadios de vida de libre del parasito y de los
caracoles.

En la primavera de 2003, llamativamente la prevalencia en L. columella y en el ganado
fueron significativamente menores a lo esperado (0% y 7,9%, respectivamente). Con
respecto al caracol era esperable encontrar un nivel de infeccion al menos semejante al
observado en invierno, ya que el ganado estaba muy infectado, habia exceso de agua y la
temperatura era adecuada para el desarrollo de los huevos y los miracidios (Fig. 6.6). Para
el ganado, también era esperable un nivel de infeccion alto ya que la elevada infeccion en L.
columella en invierno implicaba una gran contaminacion de las pasturas con metacercarias
infectivas. La situacion observada podria explicarse por el nivel de agua registrado durante
la primavera de 2003. El balance hidrico mostr6 exceso de agua durante toda la estacion
(Fig. 6.6 D), la columna de agua media oscil6 entre 18,3 y 19,5 cm (Tabla 5.1) y todos los
ambientes estaban desbordados e interconectados entre si. Esto provocé por un lado la
dispersion de L. columella hacia otros sitios, lo cual se reflejo en una disminucién de su
abundancia como se menciond en el capitulo 5 (Fig. 5.4), y por el otro lado, podria haber
provocado también la dispersion y la consecuente dilucion de las metacercarias,
disminuyendo la probabilidad de encuentro y la infeccion del ganado. A su vez, el ganado
Braford, que es reacio a alimentarse en ambientes inundados o muy profundos (Racioppi,
com pers), seguramente evitd los ambientes donde estaban los caracoles, impidiendo la
continuidad de la transmision al no haber contacto entre hospedadores y ni entre estos y el
parésito.

En verano de 2004, a diferencia de la primavera de 2003, la disminucion del nivel de
agua explicaria la aparicion de un 6,3% de infeccion en L. columella (Fig. 6.6). Durante este
verano, si bien las temperaturas maximas fueron tan elevadas como en el verano anterior
(enero: 34,9°C; febrero: 40°C) y los huevos podrian haberse destruido por el calor (Andrews,
1999), la falta de agua concentré a los caracoles en el borde del Bafiado, Unico ambiente
gque aun contenia agua y seguramente obligd al ganado a acercarse para beber. El ganado

habria eliminado los huevos de F. hepatica en el sitio donde estaban los caracoles,
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facilitando la infeccion. Situaciones similares fueron observadas en paises tropicales donde

en los periodos de sequia se incrementa la transmisién (Morales y Morales, 2004).

Las L. columella del verano de 2004 fueron las Ultimas halladas con vida antes de la

sequia de 6 meses que tuvo lugar entre otofio y fines de invierno del 2004.

La dindmica de transmision durante el periodo seco, el de recarga y el segundo
periodo humedo fue completamente distinta a la del primer periodo himedo. Durante el
periodo seco no se encontraron caracoles vivos (Fig. 6.7 B) y la prevalencia en el ganado
(Fig. 6.7 A) fue significativamente menor que durante el 1°PH. Durante el periodo de
recarga las L. columella que habrian emergido de la estivacion (invierno) no estaban
infectadas, como tampoco la poblacién nueva que se establecid rapidamente a principios de
primavera de 2004 (Fig. 6.7 B). En este mismo periodo, la prevalencia en el ganado sigui6
disminuyendo y alcanz6 0% a principios de la primavera (Fig. 6.7 A). Esta situacion podria
deberse a que probablemente el ganado no se reinfecté porque no habria metacercarias en
el ambiente, ya que las producidas con anterioridad a la sequia seguramente murieron
durante el periodo seco por desecacion y calor (Andrews, 1999) y porque al no haber
caracoles infectados durante el periodo de recarga, no hubo liberacion de metacercarias
nuevas al ambiente. Durante el periodo seco seguramente también murieron los huevos de
F. hepatica liberados por el ganado por la falta de agua y el calor (Andrews, 1999). En el
periodo de recarga, cuando aumentaron las precipitaciones y los ambientes comenzaron a
retener agua, muy probablemente no habia F. hepatica circulando ya que los estadios
larvales de vida libre en el ambiente no habrian sobrevivido y ninguno de los hospedadores
estaba infectado (Fig. 6.7 A,B). Esta situacion se mantuvo durante gran parte del segundo
periodo humedo, aun cuando las condiciones ambientales se restituyeron completamente y
se asemejaron a las registradas en el 1°PH y la poblacion de L. columella era muy
abundante.

Llama la atencion que la infeccidn por F. hepatica aparecié simultdneamente en L. columella
y en las vaquillonas de la segunda cohorte un afio después de haberse terminado la sequia
(Fig. 6.7 A,B). Si se considera el tiempo de desarrollo del parasito en el caracol, las L.
columella tuvieron que haberse infectado por lo menos 4 semanas antes (Graczyk y Fried,
1999). Seguramente ingresaron en el establecimiento bovinos infectados que comenzaron a
eliminar sus huevos en los ambientes donde se encontraban poblaciones muy abundantes
de L. columella (Fig. 5.4) permitiendo el restablecimiento de la transmisién. Esto mismo fue
lo que ocurrié con las vaquillonas de la primera cohorte, que luego de su estadia de 1 afio

en un establecimiento en Ita Ibaté regresaron con un 7,7% de infeccion (Fig. 6.7 A).
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Estos resultados muestran como un evento de stress ambiental tan severo como una sequia
de 6 meses que provocO la desecacion completa de todos los cuerpos de agua del
establecimiento, logré interrumpir naturalmente el ciclo de transmisién de F. hepatica en el
Departamento de Beron de Astrada hasta un afio después de haberse restaurado las
condiciones climaticas. Una situacion similar fue observada en Louisiana, USA, donde el
déficit de humedad sostenido del verano interrumpié momentaneamente la transmision de F.
hepatica (Malone et al., 1984). Sin embargo, no siempre una sequia prolongada logra
interrumpir el ciclo de transmision de este parasito. Por ejemplo, en San Pablo, Brasil, una
sequia de 6 meses redujo la prevalencia en L. columella a 0% pero el parésito persistié en el
ganado, con lo cual apenas mejoraron las condiciones climaticas aumentd rapidamente la

prevalencia en los caracoles (Amato et al., 1986).

En este trabajo se pudo observar como las condiciones climéticas influyeron en la
dindmica poblacional de L. columella (Capitulo 5) y como esto ultimo determind la dinamica
de transmision de la fasciolosis. Esta relacion entre la dinAmica de transmision de F.
hepatica, la ecologia del hospedador intermediario y las variables climéaticas ha sido
mencionada numerosas veces (Boray, 1993; Mattos et al., 1997; Ollerenshaw, 1971b). En el
norte de la Provincia de Corrientes la dindmica de transmision de F. hepatica estuvo
influenciada basicamente por la humedad y no tanto por la temperatura. La falta de
humedad resulté ser un factor limitante para la poblacion de L. columella que tuvo que
estivar para sobrevivir a los periodos de sequia, con la consecuente disminucién de su
abundancia y la pérdida de su infeccion, ya que los caracoles infectados no resistieron las
condiciones de stress ambiental. Y por el otro lado, la falta de humedad también afecto a los
estadios de vida libre de F. hepatica, como los huevos y las metacercarias, susceptibles a la
desecacion y al calor. Esto mismo fue observado en zonas con veranos secos y calurosos
como Peru (Claxton et al., 1997), Brasil (Amato et al., 1986), México (Cruz-Mendoza et al.,
2005) y USA (Malone et al., 1984). Sin embargo, esta situacién difiere de lo observado en
zonas templadas donde la transmision se ve limitada por la temperatura y no por la
humedad (Claxton et al., 1997). De hecho, en los valles Andinos Patagdnicos de la provincia
de Chubut, la temperatura resulté ser un factor limitante para el desarrollo de L. viatrix y por
lo tanto para la transmisién del parasito (Kleiman et al., 2007). En esta region la
disponibilidad de ambientes aptos para el desarrollo del caracol se concentra entre
primavera y otofio cuando la temperatura maxima esta por encima de los 10°C, permitiendo

el desarrollo de los caracoles (Kleiman et al., 2007).
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De lo expuesto hasta aqui se desprende la importancia de conocer a nivel local, como
afectan los distintos factores abio6ticos a la dinamica de transmision de F. hepatica. Esta

informacion resulta fundamental para disefiar medidas de control mas efectivas.

6.6.5. Propuesta de un programa de control

La erradicacion de ciclos tan complejos como el de F. hepatica es algo practicamente
imposible de llevar a cabo y en general el control apunta a reducir la contaminacién del
parasito en el ambiente mediante la implementacion de programas integrados que incluyen
también evitar el contacto del ganado con pasturas muy contaminadas (Torgerson y Claxton,
1999). Por lo tanto, el conocimiento generado en este trabajo resulta sumamente importante
a la hora de disefiar estrategias efectivas de control ya que el sistema después de una
sequia vuelve a cero y a partir de alli resulta mas facil limitar el desarrollo de esta
parasitosis. Dado que en la zona de estudio las sequias son cada vez mas frecuentes y
prolongadas, resulta imprescindible transmitir este conocimiento a los productores y
veterinarios, para poder adoptar medidas preventivas tendientes a reducir el ingreso de F.
hepatica desde otras regiones y evitar la recirculacion del paréasito luego de estos periodos
desfavorables. En este sentido se recomienda diagnosticar previamente la condicion
sanitaria de todo animal que ingrese al establecimiento, para evitar introducir animales
infectados con F. hepatica que inmediatamente empezarian a eliminar huevos en los
ambientes habitados por poblaciones muy abundantes de L. columella. Como primer medida
se deberia ubicar a los animales nuevos en sitios restringidos, bien delimitados, aislados de
los animales locales y sin presencia de ambientes dulceacuicolas con presencia de L.
columella, en los cuales deberian permanecer hasta saber si estan infectados. En caso de
detectarse infeccion por F. hepatica se los deberia tratar con un antiparasitario especifico
efectivo contra los adultos y los juveniles del parasito para eliminar completamente la

infeccion.

Las medidas béasicas para el control de la fasciolosis estan focalizadas en controlar al
parasito en el hospedador definitivo, en el ambiente y en controlar al hospedador
intermediario (Olaechea, 2007). El uso de antihelminticos es la practica mas comdn para
controlar al paréasito en el hospedador definitivo y el objetivo del tratamiento es el de eliminar
el agente causal de la enfermedad e interrumpir la excrecion de los huevos con la materia
fecal para reducir la contaminacion de las pasturas y prevenir la infeccion de los caracoles

(Cringoli et al., 2006). A su vez, las drogas utilizadas para el tratamiento antihelmintico
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juegan un papel muy importante en el control de la fasciolosis y la eficiencia de cada una
sobre los estadios de F. hepatica debe ser tenida en cuenta en los programas de control
(Olaechea, 2007). Por ejemplo, si se aplica una droga efectiva contra los estadios maduros
e inmaduros del parésito, serian necesarios tratamientos regulares a intervalos de 12-13
semanas para reducir la intensidad y la prevalencia del ganado (Torgerson y Claxton, 1999).
Sin embargo, este tratamiento solo seria efectivo en el caso de no existan reservorios
silvestres del parasito o cursos de aguas que puedan recontaminar las pasturas (Torgerson
y Claxton, 1999). En el caso de utilizar Triclabendazol, una de las drogas efectivas contra
juveniles y adultos, lo recomendable seria aplicarlo cada 2 meses en los momentos de
mayor riesgo de infeccidn, ya que este es el tiempo que tarda un juvenil en migrar a los
ductos biliares y desarrollarse sexualmente (Andrews, 1999). Esto indica que las
metacercarias ingeridas inmediatamente después del tratamiento se convertirdn en adultos
a partir de la 8va semana y comenzaran a eliminar huevos (Andrews, 1999), siendo este el
momento de aplicar la droga nuevamente. Este tipo de tratamiento demostré6 ser muy
efectivo en Nueva Zelanda, donde la prevalencia se redujo al 5% luego de tratar todas las
vacas y las ovejas con esta droga cada 8-11 semanas (Boray, 1985). Si la droga utilizada es
s6lo efectiva contra parasitos adultos (14-16 semanas), es necesario aplicar tratamientos
mas frecuentes (Boray, 1993) y ahi es donde entra en juego la resistencia del parasito a las
drogas (Fairweather y Boray, 1999). Otro tema a tener en cuenta es el alto costo de las
drogas utilizadas que muchas veces limita la cantidad de aplicaciones posibles de realizar.
Una manera de evitar el uso excesivo de drogas es el movimiento de los animales a zonas
del establecimientos con pasturas menos contaminadas por ejemplo zonas altas o sin

ambientes donde se desarrollen los caracoles (Olaechea, 2007).

Para disefiar un programa de control efectivo en el norte de la Provincia de Corrientes,
se debe tener en cuenta el patrén de transmision observado durante el primer periodo
hamedo, ya que representa lo que puede ocurrir durante un periodo “estandar” y sin ningln
evento extraordinario o desfavorable como sequias o inundaciones que altere el ciclo de
transmision de F. hepatica. Durante este periodo los caracoles presentaron prevalencias
altas en otofio, invierno y en el verano mas seco, lo cual indicaria que la disponibilidad de
metacercarias aumenta considerablemente durante estas estaciones y éstas permanecen
infectivas para el ganado ya que tanto la temperatura como la humedad son adecuadas. A
su vez, el ganado estuvo infectado durante todo el periodo, con lo cual la eliminacién de
huevos al ambiente fue constante. La homogeneidad que presentan los potreros en el
establecimiento hace que no sea posible ubicar al ganado en zonas menos contaminadas,

siendo la aplicacion de antihelminticos la Unica opcion para controlar la parasitosis.
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En base a esta informacion se considera que la siguiente estrategia de tratamientos con
Triclabendazol seria la mas adecuada para aplicar en el norte de la Provincia de Corrientes

para controlar la fasciolosis:

1) 1° dosis al final del verano para eliminar los parasitos instalados desde la primavera y
reducir la contaminaciébn de las pasturas en otofio cuando los caracoles son muy
abundantes;

2) 2° dosis a mitad del otofio (2 meses después de la 1° dosis), para eliminar los parasitos
ingeridos desde el fin del verano y reducir la contaminacién de las pasturas en otofio cuando
los caracoles son muy abundantes;

3) 3° dosis a principios del invierno (2 meses después de la 2° dosis) para eliminar los
parasitos ingeridos desde la mitad del otofio y reducir la contaminacion de las pasturas en
invierno cuando los caracoles son muy abundantes;

4) 4° dosis al final del invierno (2 meses después de la 3° dosis) para eliminar los parasitos
ingeridos desde principios del invierno y reducir la contaminacién de las pasturas en invierno
cuando los caracoles son muy abundantes;

En primavera no haria falta aplicar una dosis de Triclabendazol porque el exceso de agua en
el ambiente diluye la abundancia de los caracoles y de las metacercarias disminuyendo
naturalmente la probabilidad de encuentro y la prevalencia en ambos hospedadores.

5) 5° dosis a principios de verano para eliminar los parasitos ingeridos entre fin del invierno
y fin de primavera y para reducir la contaminacion de las pasturas en verano cuando los
caracoles estan concentrados en los pocos ambientes con agua, debido a la disminucion de
las precipitaciones y las altas temperaturas y el ganado se aglomera en estos ambientes
para beber y consumir el pasto humedo.

El ganado ovino deberia recibir estos mismos tratamientos para evitar la contaminacion de
las pasturas por parte de este tipo de ganado y efectivamente controlar esta parasitosis y

mantener lo méas bajo posible los niveles de infeccion.

Si bien se mencioné a lo largo de este trabajo que la epidemiologia de la fasciolosis debe
ser estudiada localmente para implementar medidas de control, la propuesta realizada en
este trabajo podria hacerse extensiva a otras zonas de Argentina con clima subtropical y con

presencia de humedales temporarios como Bafiados, Esteros y Malezales.
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6.7 Conclusiones

6.7.1

6.7.2

6.7.3

6.7.4

6.7.5

6.7.6

6.7.7

6.7.8

6.7.9

6.7.10

6.7.11

6.7.12

6.7.13

6.7.14

En el Norte de la provincia de Corrientes se detectdé un foco de transmisién de
Fasciola hepatica bien establecido con altas prevalencias en el hospedador
definitivo e intermediario,

Lymnaea columella es el Gnico hospedador intermediario involucrado en la
transmision,

Este hallazgo de infeccién natural por F. hepatica en L. columella constituye el primer
registro para la Argentina,

La prevalencia general de L. columella fue de 2,1%, considerando solo los caracoles
infectados con cercarias maduras de F. hepatica

Solo se encontraron L. columella infectadas en los periodos himedos, lo cual indica
gue la presencia constante de agua resultd imprescindible para la continuidad del
ciclo de transmision,

La abundancia y el tamafio de L. columella mostraron una relacion inversa con la
prevalencia de L. columella,

La prevalencia de L. columella y del ganado bovino fue mayor antes que después de
la sequia, reflejando la influencia negativa del periodo seco en la transmisién del
parasito,

Antes de la sequia (primer periodo himedo) la prevalencia de L. columella oscil
entre 0 y 9% y la del ganado entre 7,9 y 95%,

Las vacas y las vaquillonas presentaron mayores prevalencias que los terneros,

Entre las L. columella infectadas (n= 127) méas del 70% eran medianas (6,6-13,1 mm)
y el 94,5% provenia de los canales anchos del Malezal,

Hubo transmision durante todo el periodo pero en otofio e invierno se observaron los
picos maximos, lo cual podria deberse a que en estas estaciones ni la
temperatura maxima del aire ni el nivel de agua limitaron el desarrollo del caracol
y del parasito dentro y fuera de este,

Durante la sequia (periodo seco) no se encontraron caracoles vivos y la prevalencia
en el ganado disminuyé gradualmente de 3,8% a 0%, reflejando la disminucién en
la oferta de metacercarias viables en el ambiente a causa del calor y la falta de
agua,

Inmediatamente después de la sequia (periodo de recarga) los caracoles que
habrian emergido de la estivacién no estaban infectados y el ganado bovino se
mantenia sin infeccion,

Después de la sequia ( segundo periodo humedo) cuando las condiciones climaticas
y ambientales estaban completamente restauradas, los caracoles se recuperaron
rapidamente pero la infeccion por F. hepatica reaparecié simultaneamente en
ambos hospedadores un afio después de haberse terminado la sequia (caracoles
(0,1%) y ganado (1,6-7,7%)),
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6.7.15 En el norte de la Provincia de Corrientes la dinamica de transmision de F. hepatica
estuvo influenciada basicamente por la humedad y no tanto por la temperatura.

6.7.16 Si hay humedad suficiente en los ambientes la transmision ocurre durante todo el
afio.

6.7.17 La falta de humedad limita transmision porque 1) afecta la dinamica poblacional de L.
columella, que tiene que estivar para sobrevivir con la consecuente disminucion
de su abundancia y la pérdida de su infeccion y 2) afecta el desarrollo y la
viabilidad de los estadios de vida libre de F. hepatica (huevos, miracidios,
cercarias y metacercarias) que mueren rapidamente por calor y falta de agua.

6.7.18 De hecho una sequia de 6 meses interrumpié de manera natural la transmision del

parasito hasta un afio después de haberse restaurado las condiciones climaticas y
ambientales.
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Anexo 1

DIAGNOSTICO DE Fasciola hepatica EN EL HOSPEDADOR DEFINITIVO

METODO COPROLOGICO DIRECTO
TECNICA DE SEDIMENTACION

La técnica de sedimentacion es uno de los métodos coproldgicos directos utilizados para
detectar huevos de F. hepatica en la materia fecal del hospedador definitivo. La
concentracion de los huevos para su posterior visualizacion en la lupa se basa en que el
tiempo de caida de los huevos de F. hepatica en el agua (100 mm/minuto) es mas rapido
gue el de los detritos presentes en la materia fecal. La sedimentacién de los huevos puede
ser auxiliada con el uso de soluciones jabonosas que facilitan su desprendimiento (Dennis,

Stone y Swanson, 1954).

Descripcion de la Técnica de sedimentacion de Dennis, Stone y Swanson, 1954

Reactivo:

Solucion de Dennis, Stone y Swanson (SDSS)

5ml.......... Detergente concentrado
1000 ml.... Agua C.S.P.

8 gotas...... Alumbre (S0,4)2 Al K 1%
Colorante:

10g......... lodo metdélico (I)
5049......... loduro de potasio (IK)
100 mi...... Agua destilada

Procedimiento:

1. Homogeneizar 8 g de materia fecal de cada muestra con 300 ml de solucién SDSS,
evitando generar espuma.

2. Trasvasar la suspension a un vaso cénico de 500 ml y dejar sedimentar 5 (1°
lavado).
Eliminar el sobrenadante hasta 1 cm por encima del sedimento.

4. Agregar 500 ml de solucion SDSS y dejar sedimentar 5 (2° lavado).
Repetir puntos 3y 4 (3° lavado).
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Eliminar el sobrenadante dejando 10 ml de liquido con el sedimento.

Trasvasar la suspension final a una caja de petri de 10cm, agregar 2-3 gotas de
colorante y dejar reposar 5°.

Observar bajo microscopio estereoscépico (20-40x)

Contar el nimero de huevos de F. hepatica
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Anexo 2

PROTOCOLO PARA LA FIJACION Y CONSERVACION DE MOLUSC OS DE
AGUA DULCE

Relajacion

» Colocar los caracoles recolectados en una solucion de agua declorinada a
temperatura ambiente con entre 3y 7 cristales de mentol,

» corroborar continuamente que se encuentren sumergidos,

» continuar con el procedimiento hasta corroborar su relajacién o inmovilidad completa.

Fuente: Rangel-Ruiz y Gamboa-Aguilar, 2005

Sacrificio

e Sumergir a los caracoles relajados en agua a 70°C durante 40-45 segundos (tiempo
sugerido para animales de entre 10 y 20 mm de largo),

« inmediatamente después sumergir los caracoles muertos en agua fria para evitar la
coccion excesiva de los tejidos,

e desprender el cuerpo de la conchilla tirando del pie con una pinza adecuada

Fijacion y conservacion

» Colocar el cuerpo de cada caracol en liquido fijador Railliet-Henry:

Solucion fisiolégica............ccoovevennnnn. 930 ml
Formol 4% neutralizado..................... 50 ml
Acido acético glacial......................... 20 ml

El volumen del fijador debe ser 20 veces mayor al volumen del cuerpo

* renovar el liquido fijador a las 24 hs,
e conservar el material en el fijador por tiempo indefinido en un recipiente hermético,

» rotular con el mismo codigo el cuerpo y la conchilla de cada espécimen.

Fuente: Paraense, 1984
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Anexo 3

PROTOCOLO PARA LA EMISION DE CERCARIAS DE Fasciola hepatica

Inhibicién de la emisidn

Colocar de a 20 caracoles vivos en recipientes de plasticos con agua declorinada,

Llevar a la heladera y mantenerlos por 3 horas.

Estimulacion de la emision

Retirar los recipientes con caracoles de la heladera,

colocar los recipientes bajo una ldmpara de 60 watts por 2 horas aprox.

Identificar los recipientes con cercarias nadando o metacercarias enquistadas,

Aislar individualmente los 20 caracoles en nuevos recipientes con agua, para
identificar al/los infectado/s (caracoles positivos).

Repetir el procedimiento por 10 dias.

Disecar a los caracoles negativos para buscar otros estadios larvales de F. hepética

Identificacion de F. hepatica

Colocar los caracoles positivos sobre un portaobjeto,

Realizar su diseccién bajo un microscopio estereoscapico,

Aislar las cercarias y demas estadios larvales presentes,

Estudiarlos en vivo bajo un microscopio 6ptico, observando sus caracteristicas
morfoldgicas (ver Capitulo 1),

Fijarlos en formol caliente para su posterior identificacion.
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SHORT COMMUNICATION

First Report of Lymnaea columella Say, 1817 (Pulmonata:

Lymnaeidae) Naturally

Infected with Fasciola hepatica

(Linnaeus,1758) (Trematoda: Digenea) in Argentina

Lucila Prepelitchi/*, FIorenci*a Kleiman, Sil\ﬂ{ia M Pietrokovsky, Ricardo A Moriena*,
Oscar Racioppi, José Alvarez ', Cristina Wisnivesky-Colli

Unidad de Ecologia de Reservorios y Vectores de Parasitos, Departamento de Ecologia, Genética y Evolucion, Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Ciudad Universitaria, Pab. II, C1428EHA, Buenos Aires, Argentina
*Catedra de Parasitologia y Enfermedades Parasitarias, Universidad Nacional del Nordeste, Corrientes, Argentina

We report the first evidence of natural infection of Lymnaea columella with Fasciola hepatica in Argentina. A
sample of 601 snails was collected in May 2003 in northeastern Corrientes, a province bounded on the north by
Paraguay, on the east by Brazil and on the southeast by Uruguay. Among 500 examined snails, 44 (8.8%) were
exclusively infected with F. hepatica. Parasite identification was based on morphological features of cercariae from
snails, and of eggs and adult flukes from Wistar rats. We discuss the events suggesting that an enzootic transmission
cycle of F. hepatica has been recently established in northeastern Corrientes.

Key words: Lymnaea columella - Fasciola hepatica infection - Argentina

Fasciolosis, caused by the zoonotic liver fluke
Fasciola hepatica, is an important disease of domestic
livestock producing a worldwide economic loss. Snails
belonging to genus Lymnaea are the known intermediate
hosts of F. hepatica. In the Southern Cone of South
America, Lymnaea columella has been found in Brazil
(Paraense 1982, 1983, 1986, Abilio & Watanabe 1998, Souza
etal. 1998,2002, Oliveira et al. 2002), Paraguay (Hubendick
1951), Uruguay (Del Huerto Lopez Lemes et al. 1996), and
Argentina (Scott 1953, Castellanos & Landoni 1981,
Paraense 1982). However, the occurrence of specimens
naturally infected with F. hepatica has only been reported
from Brazil (Rezende et al. 1973, Schafranski etal. 1977,
Silva Santos etal. 1987, Ueta 1980, Fujii & Oliveira 1996,
Oliveira et al. 2002, Coelho & Lima 2003). In Uruguay,
search of the parasite in L. columella rendered negative
results (Del Huerto Lopez Lemes et al. 1996) and, to our
knowledge, in Paraguay and Argentina no parasitological
analysis has ever been conducted.

The objective of the present study is to report the first
finding of L. columella naturally infected with F. hepatica
in Argentina.

A sample of 601 snails was collected in May 2003 from
waterbodies within a private farm at the locality of Berén
de Astrada (27°33°S;57°32°W), in the northeast of
Corrientes province, Argentina. This province is bounded
on the north by Paraguay, on the east by Brazil and on the

Financial support: Agencia Nacional de Promocion Cientificay
Tecnologica (Proj. BID 1201 OC-AR PICT no. 08830)
*Corresponding author. Fax: +54-11-4576.3384. E-mail:
lucilap@bg.fcen.uba.ar

Received 28 August 2003

Accepted 25 September 2003

southeast by Uruguay. The studied area belongs to the
Amazonian phytogeographic dominion, Paranense
province (Cabrera & Willink 1980). The sampling sites were
temporary streams bordered on both sides by aquatic
vegetation and grass. These streams, which were
frequently visited by free roaming cows, collected water
from a permanent lagoon. Snails were taken to the
laboratory in plastic recipients holding wet cotton pads.
Upon arrival, five specimens were relaxed, killed, and
preserved in Railliet-Henry’s fluid (Paraense 1984), and
taxonomically determined by features of the shell and
internal organs (Paraense 1983). The rest of the individuals,
which were identical in external appearance to those
already identified, were kept alive for parasitological
analysis. The shell length of all snails was measured from
the apex to the anterior margin. Cercarial shedding was
checked for one month according to Souza et al. (2002).
Preserved and alive snails were dissected to detect
trematode larvae in viscera. Determination of F. hepatica
based on morphological features of cercariae was
performed under light microscope (400x). Finally, 25
metacercariac were orally administered to each of six
Wistar rats 21-24 days old to confirm identity of F
hepatica. Search of eggs in facces was performed from
day 30 postinfection (PI) onwards and the prepatent period
was recorded. After egg detection in faeces, rats were
dissected for specific determination of adult flukes.

All 601 collected snails were identified as L. columella
(Fig. 1). The shell length ranged between 1.90-12.00 mm
withamean + SD 0of 6.56 + 1.82 mm.

In regard to infection, we examined 500 snails, of which
44 (8.8%) were exclusively infected with F. hepatica (Fig.
2). The shell length of infected snails ranged between
3.79-12.00 mm with amean =+ SD of 7.28 + 1.68 mm. Twenty-
nine out of the 44 infected snails (66%) were included in
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Fig. 2: rediae and cercariae of Fasciola hepatica in naturally infected
Lymnaea columella from Corrientes, Argentina. 50x

the interval of 5.86-8.83 mm. Fig. 3 shows the shell length
frequency distribution of dissected snails and the
percentage of infection per length class.

The prepatent period of F. hepatica in rats was 44-49
days PI and parasite adults were found in all cases.

120 +
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The first studies on the distribution, prevalence and
economic impact of fasciolosis in the province of
Corrientes were conducted in the 70’s. At that time, the
zoonosis was restricted to the central-western area
(Lombardero et al. 1979b), in coincidence with the
distribution of Lymnaea viatrix, which was the unique
intermediate host incriminated in the parasite transmission
(Lombardero et al. 1979a). Since then, new cases of
fasciolosis were detected at slaughter-houses in the north
of the province, as indicated by liver condemnation
records (Moriena et al. 1999).

In northern Corrientes, the presence of L. viatrix has
never been documented, while L. columella was first
reported in the locality of Ituzaingd (Paraense 1982),
located 82 km far from, and at the same latitude as Beron
de Astrada. All these facts, together with the high infection
rates in snails reported here, clearly show that an enzootic
transmission cycle of F hepatica has been established in
the study area. One of the most important factors that
possibly contributed to this scenario was the water-level
increase in nearby Ibera marshes, after the Yacyreta dam
was put into operation between 1989 and 1993. Water from
the huge Yacyreta lake seeped into lower areas, covering
more than 100,000 ha, specially in the department of
Ituzaing6 (Blanco & Parera 2001). Flood may have
increased the number of suitable snail habitats, resulting
in a positive impact on L. columella populations.

The prevalence of F. hepatica in naturally infected L.
columella from Corrientes (8.8%) is higher than that
recorded in the following states of Brazil: Minas Gerais
(5.2% and 3.9%, Coelho & Lima 2003); Rio de Janeiro
(2.4%, Rezende et al. 1973); Sdo Paulo (1.22% and 0.14%,
Ueta 1980; 5.26%, Oliveira et al. 2002) and Rio Grande do
Sul (3.3%, Silva Santos et al. 1987). The last figure is
particularly interesting since the province of Corrientes is
partially bounded by Rio Grande do Sul.

In brief, our results indicate that L. columella may
play an important epidemiological role in the transmission
of F. hepatica in Northeast Argentina.

14%

6%

Number of individuals
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Fig. 3: shell length frequency distribution of dissected Lymnaea columella (N = 500) from Corrientes, Argentina. The percentage of snails
infected with Fasciola hepatica per length class is shown on top of each bar.
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Abstract

Fasciolosis, caused by the trematode Fasciola hepatica, is a zoonosis of economic importance in livestock that is emerging as
a chronic disease in humans. The intermediate hosts are lymnaeid snails, in which diagnosis of infection is traditionally based on
cercarial shedding, tissue sectioning and crushing.

We developed a PCR assay for the sensitive and specific detection of F. hepatica in field-collected Lymnaea sp. snails. A
primer pair was designed to amplify a 405 bp fragment of the cytochrome ¢ oxidase subunit 1 gene of F. hepatica.

The PCR assay showed a limit of detection of 10 pg of genomic F. hepatica DNA. No cross-reactions were observed with
samples from other related trematode species or from the snail hosts Lymnaea columella and Lymnaea viatrix. DNA sequencing
of the amplicon showed 100% homology with F. hepatica, and 75-89% homology with other trematodes on regions that did not
include the entire set of primers.

Two samples from Argentina were analysed. For snails in sample 1 (n = 240), identified as L. columella, the infection rate
was 17.5 and 51.3% by direct examination and PCR, respectively. For snails in sample 2 (n = 34), identified as L. viatrix, the
infection rate was 2.9 and 61.8% by direct examination and PCR, respectively. Differences in infection rates between these
diagnosis methods were significant for both samples.

Our PCR technique showed to be effective for detecting specific F. hepatica infections of low intensity in the intermediate
host, and hence it could be used to study the epidemiological situation in a given area, as well as to assess host suitability for the
parasite.
© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

The common liver fluke, Fasciola hepatica, is the
etiological agent of fasciolosis, a worldwide distrib-
uted disease that affects domestic livestock and
humans (Hopkins, 1992; Rim et al., 1994). This
disease causes important economic losses due to liver
condemnation, higher mortality rates and reduced
production of meat, milk and wool. In addition, human
cases of fasciolosis have been increasing throughout
the world, as documented between 1970 and 1990
(Mas-Coma et al., 2001).

The intermediate hosts involved in the transmission
of the liver fluke are snails belonging to the Family
Lymnaeidae. In Argentina, Lymnaea columella Say
1817 and Lymnaea viatrix Orbigny 1835, play an
important epidemiological role as they have been
found naturally infected with F. hepatica. The former
is restricted to the northeast of the country (Castella-
nos and Landoni, 1981; Paraense, 1982; Prepelitchi
et al., 2003), while the latter is more widely distributed
(Paraense, 1982; Lombardero et al., 1979; Castellanos
and Landoni, 1981; Rossanigo et al., 1983; Venturini
and Fonrouge, 1985; Kleiman et al., 2004; Rubel et al.,
2005).

The collection of accurate data on snail infection
rates is crucial for estimating the potential infection
risk of ruminants in endemic areas. The identifica-
tion of F. hepatica in snails is usually based on
morphological characteristics of mature cercariae.
Sporocysts and rediae of F. hepatica and other
trematodes belonging to the superfamily Echinos-
tomatoidea show a similar morphology, and there-
fore direct observation by microscopy may result in
low sensitivity and/or specificity at early stages of
infection (prepatent period). This highlights the
importance of molecular techniques for the diag-
nosis of the parasite regardless its developmental
stage. At present, most studies on the detection of F.
hepatica in snails wusing hybridisation and/or
amplification methods have been conducted in
experimentally infected hosts (Shubkin et al.,
1992; Rognlie et al., 1994; Kaplan et al., 1995;
Magalhaes et al., 2004), and only a few ones dealt
with natural infections (Rognlie et al., 1996; Kaplan
et al., 1997).

The goal of this work was to develop a PCR assay
allowing a sensitive and specific detection of F.

hepatica in naturally infected Lymnaea sp. snails by
means of an optimised DNA extraction protocol.

2. Materials and methods
2.1. Parasite materials

Adult F. hepatica flukes obtained from the livers of
naturally infected bovines at a local abattoir were
washed three times with 0.01 M phosphate-buffered
saline, pH 7.2, and stored at —70 °C until processing.
In order to extract parasite DNA, seven flukes were
mechanically disrupted and 2 ml of 100 mM Tris—
HCI, pH 8.0, were added. The homogenate was filtered
through two layers of gauze and then centrifuged at
6000 x g for 3 min. The pellet was resuspended in
600 pl lysis buffer (100 mM Tris—-HCI, pH 8.0,
100 mM EDTA, pH 8.0, 2% SDS, 150 mM NaCl
and 200 pg/ml proteinase K), and incubated for 2 h at
56 °C followed by an overnight incubation at 37 °C.
The DNA was purified by a standard phenol—chloro-
form extraction procedure and ribonuclease A treat-
ment (20 wg/ml) (Maniatis et al., 1989). The final
pellet was resuspended in 100 wl TE (10 mM Tris—
HCI, pH 7.4, 1 mM EDTA, pH 8). The analysis of
purified DNA was performed by electrophoresis in
ethidium bromide-stained 1% agarose gel, and
intensity was compared to quantitative standards.

2.2. Field-collected snails

Snails collected from water bodies located in
different endemic areas of Argentina were taxonomi-
cally identified according to Paraense (1976, 1984).
Sample 1 (n=240), composed of L. columella
specimens from Ber6n de Astrada (27°33’S and
57°32'W), Corrientes province, was collected in May
2003. Sample 2 (n = 34), composed of L. viatrix snails
from La Toma (33°03'S and 65°36'W), San Luis
province, was collected in March 2003.

All snails were measured from the apex to the
anterior margin of the shell. To compare infection
rates among different age classes, individuals in
sample 1 were grouped into shell length intervals of
0.99 mm. In order to balance the number of snails in
each interval, the smallest and largest sizes were joined
together in intervals ranging 1.9-4.87 and 8.88—
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12.87 mm, respectively. Finally, they were examined
microscopically for the presence of trematode larvae as
previously reported (Prepelitchi et al., 2003).

2.3. Snail DNA isolation

Following microscopic analysis, whole snail bodies
were kept in 70% ethanol at 4 °C until processing.
After ethanol evaporation, each sample was incubated
in 300 pl of lysis buffer (100 mM Tris—HCI, pH 8,
100 mM EDTA, pH 8, 2% SDS and 150 mM NaCl)
and 10 pl of proteinase K (20 mg/ml) for 3 h at 56 °C.
After overnight incubation at 37 °C, 10l of
proteinase K were added again and the samples were
incubated for another 3 h at 56 °C. This was followed
by a standard phenol-chloroform DNA extraction
procedure (Maniatis et al., 1989) with an additional
step to remove inhibitors (Kamenetzky et al., 2000).
Briefly, each sample was resuspended in 1 ml of 60%
GuSCN, 50 mM Tris—HCI, pH 6.4, 22 mM EDTA and
1.2% (v/v), Triton X-100. Forty microlitres of a
previously autoclaved diatomaceous earth suspension
(20%, wlv, in 1%, v/v, hydrochloric acid) were added
to the resuspended pellet. After a 10-min incubation at
room temperature with occasional vortexing, two
washes with 0.5 ml of 60% (w/v), GuSCN, 50 mM
Tris—HCI, pH 6.4, and two washes with 0.5 ml of 70%
ethanol were performed by 1-min centrifugation at
12,000 x g. After drying the pellet, nucleic acids were
eluted by a 10-min incubation at 56 °C in 50 pl of
5 mM Tris—HCI, pH 8. The eluted DNA was clarified
by centrifugation at 12,000 x g during 2 min.

2.4. Primers design

The complete mitochondrial DNA sequence of F.
hepatica, available at the GenBank Data Base
(accession number X15613.1), was used to design
the primer pair employed in this study. The positions
were selected to amplify a 405 bp region of the
cytochrome ¢ oxidase subunit 1 gene (gene position
corresponds to nucleotides 1888—-3420 of X15613.1).
The forward primer, named FhCOIF (5'-tatgttttgattt-
tacccggg-3'), and the reverse primer, named FhCOIR
(5'-atgagcaaccacaaaccatgt-3'), were based on nucleo-
tides 2596-2616 and 3000-2980, respectively, of the
above-mentioned sequence. Although data Bank
search displayed no homologies with other parasites

for this set of primers, an additional specificity assay
was performed.

2.5. PCR procedure

Amplifications were performed in a total volume of
50 pl. The PCR mixture consisted of 50 mM KClI,
10 mM Tris-HCI (pH 9.0), 0.1% Triton X-100,
200 pM (each) dNTP, 2.5 mM MgCl,, 0.1 uM of
each primer and 1.0 U of Tag DNA polymerase. The
template used for each standard reaction corresponds
to 10% of the total purified DNA from each snail
(5 pl). The PCR procedure consisted of 60s of
denaturation at 95 °C, followed by 60 s of annealing at
56 °C and 90 s of extension at 72 °C, for 30 cycles. An
initial step of 3 min at 98 °C and a final step of 3 min at
72 °C were included.

Fifteen microlitres of the amplification products
were electrophoretically resolved in 1.2% agarose gels
and stained with ethidium bromide.

All negative samples were also tested by PCR with
the addition of 0.048% BSA in the reaction mix to
inactivate possible remaining inhibitors.

2.6. Specificity and sensitivity assays

To test the specificity of the assay, we used
trematode species other than F. hepatica which had
been found parasitizing Lymnaea sp., namely Coty-
lurus sp., Echinoparyphium sp., Echinostoma sp., and
some specimens of Echinostomatidae of unknown
genus. Uninfected laboratory-reared L. columella and
L. viatrix were also tested using the same DNA
isolation and PCR protocols as described above for
field-collected samples.

The sensitivity was determined using parasite-
purified DNA. Background DNA samples comprising
10% of the total extracted from an infection-free
Lymnaea sp. snail were spiked with 2.5 ng, 1 ng,
500 pg, 250 pg, 100 pg, 10 pg or 1 pg of F. hepatica
DNA and run through PCR. Sensitivity was also tested
with 2.5 ng, 500 and 100 pg in the presence of 20% of
the DNA snail sample.

2.7. DNA sequencing

To confirm the sequence of the amplification
product, we used one sample negative by standard
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PCR protocol but positive after BSA addition.
Amplicon of the right size was purified from an
agarose gel with the NucleoSpin Extract Kit
(Macherey-Nagel). DNA sequencing of the PCR
product was performed using an ABI 377 Automated
DNA Sequencer (Perkin-Elmer) with the ABI
PRISM Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit (Perkin-Elmer Applied Biosys-
tems). Sequence similarity was analysed using the
Blast program of the National Center for Biotech-
nology Information (www.ncbi.nml.nih.gov), and
multiple alignment employing the ClustalW 1.8 free
software.

2.8. Statistical analysis

The x* test was used to compare overall infection
rates between the PCR assay and direct examination in
the two samples, as well as relative infection rates
obtained by both methods within each shell length
interval in sample 1.

The kappa statistic (calculated at a 99% confidence
interval) was used in both samples to determine the
concordance between direct examination and the
molecular method (Cohen, 1960). The comparison of
kappa value among shell length intervals (test for
kappa homogeneity) was performed for sample 1.

All analyses were done using the STATS and
EPIDAT softwares.

3. Results

3.1. Sensitivity and specificity of the PCR
technique

The PCR assay detected 10 pg of purified genomic
F. hepatica DNA. This minimum detection level was
not diminished by the presence of 10% of the total
DNA extracted from an infection-free Lymnaea sp.
snail, but it decreased to 100 pg when 20% of snail
DNA was added (Fig. 1).

No cross-reactions were observed with samples
from Cotylurus sp., Echinoparyphium sp., Echinos-
toma sp., or other Echinostomatidae. Likewise, no
amplification was detected with DNA from unin-
fected laboratory-reared L. columella and L. viatrix
(Fig. 2).

Fig. 1. Limit of detection of the PCR assay by agarose gel
electrophoresis of amplification products using purified DNA
of F. hepatica and Lymnaea sp. as templates. Lane M, molecular
size marker (100 bp ladder); lanes 1-7, 2.5 ng, 1ng, 500 pg,
250 pg, 100 pg, 10 pg and 1 pg of F. hepatica DNA, respectively;
lanes 8—14, samples of F. hepatica DNA as described for lanes 1-
7, with the addition of 10% of the DNA extracted from a whole
Lymnaea sp. snail; lanes 15-17, 2.5 ng, 500 pg and 100 pg of F.
hepatica DNA, respectively, with the addition of 20% of the DNA
extracted from a whole Lymnaea sp. snail; lane 18, reaction
mixture.

Fig. 2. Specificity analysis of the PCR assay by agarose gel
electrophoresis of amplification products. Lane M, molecular size
marker (100 bp ladder); lanes 1-5, template DNA extracted from
Echinoparyphium sp., Echinoparyphium sp., Echinostoma sp., Echi-
nostomatidae and Cotylurus sp., respectively; lanes 6 and 7, unin-
fected laboratory-reared L. columella and L. viatrix; lane 8, 2.5 ng of
F. hepatica DNA; lane 9, reaction mixture.
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Comparison of the PCR assay with microscopy for the snails collected in Berén de Astrada, province of Corrientes (sample 1), grouped

according to shell size

Shell length No. of No. of positive Percentage of No. of positive snails Percentage of positive
(mm) snails snails by positive snails by microscopic snails by microscopic
examined PCR by PCR observation observation
1.9-4.87 32 15¢ 46.9 59 15.2
4.88-5.87 50 242 48.0 4% 8.3
5.88-6.87 47 25% 53.2 8¢ 16.3
6.88-7.87 54 31° 57.4 14° 26.4
7.88-8.87 40 16¢ 40.0 5¢ 13.9
8.88-12.87 17 12N 70.6 6NS 28.6
Total 240 123* 51.3 42° 17.5

NS: non-significant differences.

# p < 0.005 statistically significant differences between PCR assay and microscopy.
b p < 0.025 statistically significant differences between PCR assay and microscopy.
¢ p < 0.05 statistically significant differences between PCR assay and microscopy.
4 p < 0.1 statistically significant differences between PCR assay and microscopy.

3.2. Comparison of infection rates between direct
examination and PCR assay

According to direct observation, the overall
infection prevalence in L. columella (sample 1) was
17.5% (42/240) (Table 1). F. hepatica was accurately
identified by the morphology of cercariae in 12 of the
infected snails (28.6%), while rediae were present in
the remainder. In L. viatrix (sample 2) only 1 out of 34
snails (2.9%) was infected (shell length: 9.01 mm), but
the taxonomical identity of the parasite could not be
established because only rediae were found.

Due to the morphological characteristics of the
rediae found and the fact that no other trematodes
within the superfamily Echinostomatoidea were
present in the samples, we considered them as F
hepatica rediae. For further analysis, snails hosting
any of the larval stages were considered as positive for
F. hepatica by microscopic observation.

The presence of inhibitors in sample 1 was inferred
from some snails positive for F. hepatica by direct
observation but negative by the standard PCR procedure.
To overcome this problem, the PCR mix was modified by
the addition of 0.048% BSA. This procedure was
successful, since 32.0% (55/172) and 45.8% (11/24) of
the negative snails from samples 1 and 2, respectively,
turned out to be positive. On this basis, we reported
results of prevalence by PCR after inhibitor removal.

For sample 1, the overall prevalence of F. hepatica
infection by the PCR technique was 51.3% (123/240)

(examples in Fig. 3). Only one snail positive by direct
observation was negative by PCR. Out of 123 PCR-
positive snails, 82 (66.7%) were not detected by direct
observation (Table 1). All immature infections pre-
viously attributed to F. hepatica were confirmed by PCR.

In sample 2, the PCR technique showed 61.8% (21/
34) of positive snails, including the one detected by
direct observation.

3.3. Statistical analysis

The overall prevalences of infection were sig-
nificantly different (p < 0.005) between the PCR
assay and direct examination for samples 1 and 2.

M 12 345 67 8 9101112131415 16 1718 19

Fig. 3. Agarose gel electrophoresis of amplification products show-
ing the feasibility of PCR assay for detecting F. hepatica in field-
collected snail samples. Lane M, molecular size marker (100 bp
ladder); lane 1, 2.5 ng of F. hepatica DNA; lane 2, reaction mixture;
lanes 3—12, template DNA from 10 specimens of sample 1; lanes 13—
19, specimens from sample 2.
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Fig. 4. Multiple sequence alignment of the PCR product (aF2CO1) with sequences of cytochrome oxidase subunit 1 (CO1) gene from different
trematode species. Dots indicate base identical to aFhCO1 and horizontal lines indicate gaps inserted for optimal alignment or end of the
available sequence. Primer positions are underlined. Each sequence is named by its GenBank accession number. Homologies with the amplicon
sequence are presented in brackets. X15613.1, Fasciola hepatica mitochondrion genome (100%); AF025823, Echinostoma trivolvis partial CO1
gene (89%); AF025824, Echinostoma revolutum (89%); AF025829, Echinostoma caproni Madagascar (87%); AB189980, Isthmiophora
hortensis (85%); AY626537, Cercaria shikokuensis lineage PL3 haplotype 2 (81%); AF159596, Paragonimus mexicanus strain Ecuador (79%);
AY278056, Glypthelmins quieta (77%); AY 157189, Trichobilharzia ocellata (76%); AF096227, Echinostoma hortense (16%); AY 157193,
Schistosomatium douthitti (75%); U82264, Schistosoma japonicum (75%).
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In sample 1, shell length intervals showed
significant differences in infection rates between
PCR and direct examination (Table 1), except for
the last one (largest sizes).

Concordance between the PCR technique and
direct examination was non-acceptable with kappa
statistics of 0.3194 (99% C.I. =0.2030-0.5358) and
0.0368 (99% C.I. = —0.0589 to 0.1325) for samples 1
and 2, respectively. When kappa values were
calculated for each shell length interval of sample
1, they showed non-acceptable concordance between
both methods (kappa < 0.4), and the test for kappa
homogeneity showed non-significant differences
(p =0.6768) among shell length intervals.

3.4. Sequence analysis

The nucleotide sequence showed that the ampli-
fication product is a 405 bp element. The data Bank
search displayed 100% homology with the region of
the cytochrome c¢ oxidase subunit 1 gene of F
hepatica, contained in the mitochondrial DNA
(GenBank accession number X15613.1). Homologies
with other trematodes varied from 89 to 75%, but all of
them were on regions that did not include the entire set
of primers (Fig. 4).

4. Discussion

Traditionally, the diagnosis of F. hepatica infection
in snails has been carried out by checking for cercarial
shedding and/or microscopic examination of devel-
opmental stages of the parasite with or without snail
crushing (Olsen, 1944; Khallaayoune et al., 1991). As
already mentioned, this procedure has low specificity
and sensitivity for early intramolluscan stages.

If field-collected snails die either before arriving at
the laboratory or before cercarial release, diagnosis of
F. hepatica by direct examination is seriously
threatened and hence DNA-based tests become the
most suitable diagnostic tool. In addition, our study
provides the first PCR assay with a high specificity for
F. hepatica in field-collected intermediate hosts, thus
overcoming the disadvantages of the traditional
method.

Our results showed that PCR detected a larger
number of infected snails than direct observation,

confirming our previous assumption that all rediae
found belonged to F. hepatica.

The lack of significant differences in the infection
rates of the largest-sized individuals between methods
might be explained by a longer time of exposure to the
parasite.

The PCR methodology developed in this study
should be considered appropriate for an accurate
identification of any F. hepatica larvae during the
prepatent period of the infection, since the nucleotide
sequence of the amplification product showed total
homology with the region of the cytochrome c oxidase
subunit 1 gene of F. hepatica, and no cross-reactions
were detected with other trematode species.

The PCR showed a minimal detection level of
10 pg of F. hepatica DNA, either in absence or
presence of 10% Lymnaea sp. DNA. Regarding that
the amount of DNA in the host depends on its total
biomass, which varies markedly among individuals,
we performed an assay employing 20% of the total
extracted DNA.

A detection level of 100 pg was then obtained,
ruling out the possibility of inhibition due to template
excess.

According to Kaplan et al. (1995), a detection
threshold of 1 ng is enough to recognize the presence
of one miracidium by 4 h post infection. On this basis,
our assay may have the sensitivity required for the
detection of the parasite at early developmental stages
in the intermediate host.

The high sensitivity of our PCR technique should
be evaluated under experimental conditions, because
abortive or recently resolved infections might lead
to false positive results (van der Knaap and Loker,
1990).

In the present study, we made an attempt to avoid
the interference of inhibitors in the samples using an
optimised DNA extraction procedure. If 0.048% of
BSA had not been added to the reaction mixture,
the action of inhibitors could have produced
misleading results. In this sense, prevalence of
infection would have been 28.3% (68/240) instead
of 51.3% (123/240) for sample 1 and 29.4% (10/34)
instead of 67.8% (21/34) for sample 2. It must be
stressed that the presence of inhibitors was not taken
into account in previous works on experimental infec-
tions with F. hepatica in L. columella (Magalhaes
et al., 2004).
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As PCR detects parasite invasion and infection and
microscopic examination only reveals successful
infections in snails, both techniques could be used
together to achieve a more comprehensive under-
standing of the epidemiological situation in a given
area and to assess host suitability for the parasite, as
suggested by Hamburger et al. (2004).

On the other hand, the use of the PCR test to detect
F. hepatica infection in snail populations may
indirectly provide information on the level of pasture
contamination, an important issue concerning the
control of fasciolosis in livestock.
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Resumen

Moriena, R.A.; Racioppi, O.; Alvarez, J.D.; Wisnivesky, M.C; Prepelitchi, L.: Fas-
ciolosis en bovinos hembras en crecimiento del DepartameéBeodn de Astrada (Co
rrientes, Argentina).Rev. vet. 18: 2, 136—138, 20®&. objetivo del trabajo fue estudiar
la evolucién de la fasciolosis bovina a largo pleepartir hembras en crecimiento al pie
de madre y hasta los 3 afios de edad, efectuando el diagnnstigo por coprologia y
evaluando la respuesta al tratamiento instauralfer{dazole). Las tareas de campo se
realizaron en un establecimiento del Departamento Berontadss(Corrientes, Argen
tina), zona donde la infestacion del ganado [Easciola hepaticas enzodtica. El grupo
investigado estuvo inicialmente constituido por 78 animales, los que al final del ensayo

se redujeron a 30. Se realizaron seis muestreos de materiadega&spudios coprologi
cos por sedimentacion (Dennis), los tres primeros coincideotetos tres tratamientos
antiparasitarios efectuados. El dia 0 se verifico un 3,85% de animales positivos. La tasa

fue de 1,30% al dia 71 y de 0% durante los dos muestreos sucesivos, a los 172 y 230 dias,
avalando la eficacia de los tratamientos recibidos. La interrupcion de la administracion

del antiparasitario provoco que la “fasciolosis” reapareciera al dia 553 con 7,69% de ani-
males positivos, nivel que ascendio al 80% el dia 850 (ultimo muestreo). Se concluye
alertando sobre los efectos contraproducentes de laqadwbitual de interrumpir los
tratamientos antiparasitarios conf.ahepaticaen animales adultos, porque ellos son los
grandes diseminadores de esta enfermedad parasitaria.

Palabras clave bovino, crecimientdr-asciola hepaticatratamiento, prevalencia.

Abstract

Moriena, R.A.; Racioppi, O.; Alvarez, J.D.; Wisnivesky, M.C; Prepelitchi, L.: Fas-
ciolosis in growing female cattle from Berdon de Astrada Dist (Corrientes, Argen
tina). Rev. vet. 18: 2, 136-138, 200/he objective of this work was to study the long
term evolution of bovine fasciolosis, from growifegnales until they become 3 year-old
heifers, performing the diagnosis vivo by coprology and evaluating the effect of an
albendazole treatment. Field tasks were carried out in a famm Berdn de Astrada De
partment (Corrientes, Argentina), area where livestoclstateon withFasciola hepatica

is enzootic. Initially, the investigated group wamstituted by 78 animals, but at the end
of the trial decreased to 30. Six samplings of feces for sedatiemtstudies (Dennis),
the three first in coincidence with the three treatments made, were carried out. At day 0,

a 3.85% of positive animals was verified. The rate was 1.30% on day 71 and 0% during

the two successive samplings, at 172 and 230 days, confirming the effectiveness of the
treatments. The interruption of albendazole adniiai®on caused fasciolosis to reappear
at day 553 with 7.69% of positive animals. This percentage ascended to 80% at day 850
(last sampling). As a conclusion, it is necessaryglert about the counteractive effects
of the habitual practice of interrupting the treatment ag&nkepaticain adult animals,
because they are the most important disseminators of this parasitic.illness

Key words: cattle, growthFasciola hepaticatreatment, prevalence.
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INTRODUCCION es considerada cuali-cuantitativa, permitiendo estimar
el grado de infestacion de hepaticaen cada animal
La fasciolosis de los bovinos, producida pascio  (“carga parasitaria”), expresable en huevos por gram
la hepatica es una enfermedad parasitaria ampliame&hpg).
te conocida en la Provincia de Corrientes. Su distribu- El primer muestreo se realizé el 2 de abril de 2004
cién y prevalencia esta aumentando considerableme(d 0) sobre 78 terneros de 7-8 meses al pie de madre
no solo en esta provincia sino también en todo el pd$sn destetar), fecha en que todos los animales fueron
irradidndose hacia zonas que posean el habitat aprogiésparasitados con albendazole, a fin de controlar para-
do para el caracol intermediafioEn el Departamento sitos gastrointestinalesfy hepatica El segundo mues-
Beron de Astrada (Corrientes, Argentina), el huéspéeko (77 terneros), se realizé el 12 de junio de 2004 (dia
intermediario efymnaea columell&. 71), una semana después de haber efectuado el deste-
En dicho Departamento la fasciolosis bovina es d@a: A partir del lapso transcurrido se habia cumplido
zootica. Nuestro grupo de trabajo efectud alli sucesivaso ciclo del parasito, por lo cual pudo comprobarse
investigaciones sobre la epizootiologia y prevalencianto la posibilidad de reinfestaciones como el efecto
de la enfermedad en terneros de 2 afios de®egad del tratamiento. En esta fecha se administro otra vez el
vacas mayores de 5 affadNo obstante, persistian intemismo antiparasitario.
rrogantes sobre como y cuando comienza la infestacion El tercer muestreo (74 animales) se efectud el 21
de los bovinos jévenes, especialmente en edades geesetiembre de 2004 (dia 172), incluyendo diagnosti-
comprenden desde el momento del destete hasta alcarpor coprologia y nueva dosis de albendazole. El 18
zar aproximadamente los 3 afios de edad. de noviembre de 2004 (dia 230) se practico el cuarto
La mayoria de los trabajos sobre este tema, efentestreo (80 animales), ocasién en la cual se adminis-
tuados dentro o fuera del pais, abordan casi excluyetit&-otro antiparasitario (ivermectina), no “fasciolicida”.
mente las tasas de prevalencia de la fasciolosis, estdbleartir de este momento los animales se trasladaron
cidas a partir de decomisos de higaffmsst mortem) a otro establecimiento, ubicado en Ita Ibaté (Departa-
en mataderos y frigorificos 2% %610, E| objetivo de esta mente General Paz, Corrientes), donde no existian an-
investigacion fue estudiar la evolucion de la fasciolosiscedentes de infestacion gortepatica
a largo plazo a partir de hembras bovinas post-destete, Transcurrido un lapso de casi un afio (323 dias), 26
efectuando el diagnoéstigo vivo por coprologia y eva- animales retornaron al campo de origen, debido a que

luando la respuesta al tratamiento instaurado. la mayoria habia sido vendida o faenada. Asi, el 7 de
octubre de 2005 (dia 553) se realiz6 el quinto muestreo,
MATERIAL Y METODOS sin administracion de antiparasitarios. El trabajo fina-

liz6 el 31 de julio de 2006 (dia 850) con el sexto mues-

El trabajo se llevo a cabo en un establecimientoeo, efectuado sobre 30 animales, a casi 10 meses del
ganadero del Departamento Berdn de Astrada (Q@dtimo analisis coprolégico, lapso durante el cual no se
rrientes, Argentina), desde abril de 2004 hasta agosfiectudé ninguan tratamiento antiparasitario.
de 2006. Se utilizé un lote de 86 hembras nacidas en
2003 y destetadas en junio de 2004, todas ellas debiglas | TADOS Y DISCUSION
mente identificadas para su seguimiento. Se utilizaron
hembras debido a que los machos se venden al desteteaComo indica la Figura 1, al comenzar el trabajo
y éstas se mantienen como futuros vientres por m@g 0), sobre un total de 78 animales se registraron 3
tiempo.

En el lapso mencio 44 o615 L 0000 i 58,15
nado precedentemen ' ] ]
te, se realizaron seis
muestreos, a los dias 0,
71, 172, 230, 553 y 850.
En cada uno de ellos se z & |
extrajo materia fecal di &
rectamente del recto del §
animal. El diagnéstico £ 4 |
de laboratorio se efec
tué mediante coprolo  zs |

gia por sedimentacion " T
(método de Dennis, Sto 5 J_ 1.4 0,00 0,00 i_
ne & Swanson} , para 0T T 72T 230 B53
detectar huevos dé-. Dia

hepatlca a partlr de 8 H Posithmos ONegativos  T: Tratamients

g de heces fecales. AsiFigura 1. Incidencia de fasciolosis en un lote de bovinos en crecimiehegarta-
realizada, dicha técnica mento Berdn de Astrada (Corrientes, Argentina) durante 2004-2006.
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positivos aF. hepatica(3,85%). En la segunda toma REFERENCIAS

de muestras (dia 71) se verificd un solo caso positivo

sobre 77 animales (1,30%). En los analisis coprologicos  1.Benbrook EA, Sloss MW 1965.Parasitologia Clinica Vete-
efectuados los dias 172 y 230 (74 y 80 animales res-rinaria, Continental, México, p. 23-31.

pectivamente) todas las muestras fueron negativas2l®winger RH, Riche LE, Kithne GI. 1982. Fasciolasis in
cual indica la efectividad del tratamiento administrado. beef cattle in north-west Argentin&op Anim Hith Prod
Después de pasar casi un afio en otro campo (Ita Ibaté)14: 167-171.

2 animales de los 26 ejemplares muestreados el dia &38aczorkiewicz AJ. 1983. Distomatosis en la Provincia de
(@ los cuatro meses del traslado) resultaron positivos NeuguenRev Med Ve$4: 354-356.

(7,69 %). 4. Lombardero OJ, Moriena RA, Racioppi O, Quir6z L.
En la dltima toma de muestras (dia 850), 24 de los 1979. Bionomia deimnaea spen la Provincia de Corrien
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antiparasitario. 2001. Fasciola hepaticay otros trematodos en bovinos:

Comparando estos resultados con los obtenidos prevalencia segin decomisos en plantas faenadoras en la
en experiencias anterioré$ se concluye que la ma-  Provincia de Corrientes (Argentin&jet Arg18: 493-498.
yor prevalencia de “fasciolosis” se registra en bovin@sMoriena RA, Racioppi O, Alvarez JD, Lombardero OJ
adultos antes que en jovenes. Pese a que los ternero001. Fasciolosis en un rodeo bovino en el Departamen-
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pasto, en un habitat de alto riesgo como el del presente seguimiento y controlhttp:/www.unne.edu.ar/cyt/2001/
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piente, que ira aumentando en ausencia de adecuad®sMoriena RA, Racioppi O, Alvarez JD. 2004. Fasciolosis
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trasladados a otro establecimiento libref.deepatica Rev Vetl5: 3-4.
pero al regresar al campo de origen, la falta de tratePrepelitchi L, Kleiman F, Pietrokosvky S, Moriena RA,
miento antiparasitario especifico provoco el retorno de Racioppi O, Alvarez JD, Wisnivesky MC 2003. First
la “fasciolosis” y luego su incremento a tasas sucesiva- report ofLymnaea columell&ay, 1817 (Pulmonata: Lym
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naeus, 1758) (Trematoda: Digenea) in Argentikam
Inst Osw Cru#A8: 889-891.
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