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REVISION DEL CICLO BIOLOGICO
DE FASCIOLA HEPATICA

-

Luciza M. VENTURINT (1)

RESUMEN

Mediante el método que se describe se ha logrado reproducir el
ciclo biolégico de Fasciola hepatica utilizando caracoles Limnea via-

tor D’Orbigny criados en laboratorio y en cobayos.

Dicho ciclo se cumplié en los siguientes lapsos: a temperatura de
laboratorio, ciclo de huevo a huevo, 150 dias; ciclo en hospedador in-

termediario, en estufa a temperatura de 20°g (= 29%g) 50 dias.

Se confirma que Limmea viator D’Orbigny se comporta como hos-
pedador intermediario de Fasciola hepatica en la Republica Argentina.

SUMMARY

A REVIEW OF THE BIOLOGICAL CYCLE OF FASCIOLA HEPATICA

By means of the method described it has been possible to repro-
duce the biological cycle of Fasciola hepatica using Limnea viator

D’Orbigny snails raised in laboratory and guinea pigs.

Said cyclo was completed in the following time lapses: at labora-
tory temperature egg to egg cycle, 150 d_ays; cycle at the intermedialte

host, in incubator al 20°g (= 2°cg) 50 days.

It is confirmed that Limnea viator D’Orbigny behaves as an inter-

mediate host of Fasciola hepatica in the Argentine Republic.
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INTRODUCCION

El presente informe aporta datos
sobre el ciclo biolégico de Fasciola
hepatica, efectuado en forma experi-
mental utilizando el caracol Limnea
viator como hospedador intermedia-
rio y cobayos como hospedadores de-
finitivos. En nuestro pais solo existe
en la bibliografia el trabajo que pu-
blicara J. Bacigalupo en el ano 1942,
trabajo que no fue continuado poste-
riormente. La importancia de la dis-
tomatosis por las pérdidas econdmi-
cas que ocasiona en las explotaciones
pecuarias y la escasez de datos locales
en lo concerniente a estudios de labo-
ratorio alentd la inquietud de reto-
mar este tema.

La literatura mundial provee abun-
dante informacion, pero ésta difiere
segun los autores por el hospedador
intermeriario utilizado y las condicio-
nes experimentales; con respecto a
los hospedadores intermediarios, asi
como para Argentina se considera que
dicho rol es desempenado normal-
mente por Limnea viator D’Orbigny,
en Australia lo esp or Limnea tomen-

tosa, en algunas regiones de Europa
por Limnea truncatula, etc.

De estos estudios surgieron méto-
dos desarrollados por diferentes au-
tores que incluyen técnicas de cultivo
de caracoles, obtencion de cercarias,
etc., que permiten la reproduccion
experimental de la enfermedad para
realizar estudios clinicos, patologicos,
inmunologicos, pruebas de antihel-
minticos controladas u otros estudios
relacionados al tema.

El haber conseguido mantener co-
lonias de Limnea viator desde el aiio
1973, alentdé la prosecucion del tra-
bajo con el objeto de mejorar la téc-
nica de cultivo. Simultaneamente,
desde esa época se realizan infeccio-
nes de los mismos con Fasciola he-
patica. Esta tarea, por razones varias,
fue hecha en forma discontinua, ha-
biendo logrado completar el ciclo bio-
légico recién en 1977,

Los datos vertidos por este medio

“provienen del desarrollo de dicho tra-

bajo y son el punto de partida para
futuras investigaciones.

MATERIAL Y METODOS

1.1 Ezxperiencia a: Ciclo de Fascio-
la hepatica en el hospedador inter-
mediario y en el hospedador defi-
nitivo.

Realizada a temperatura ambiente
de laboratorio. La temperatura tiene

importancia, en el desarrollo de las

formas juveniles del trematode en el
molusco.

Durante el desarrollo de dicha eta-
pa la temperatura ambiente fue la
siguiente:

Media. maxima,

Media minima (cg)

Febrero 26,20 17,90
Marzo 25,20 15,5°
Abril 23,50 12,5¢

Mayo 17 ©
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Caracoles: 8 ejemplares de Limnea
viator de longitud promedio 7 mm,
criados en el laboratorio (adultos).

2 Cobayos.

1.2 Ezxperiencig b: Reproduccion
del ciclo biolégico en el hospeda-
dor intermediario, en estufa a 20°cg
(=F 2:cg).

Caracoles: 9 ejemplares de Limnea
viator, longitud promedio 3 mm, cria-
dos en el laboratorio (jovenes).

En ambas experiencias los huevos
de Fasciola hepatica fueron colecta-
dos de bilis de ovinos afectados por
distomatosis.

Los recipientes de caracoles son va-
riados: se trata de cajas plasticas de
8 ecm de ancho por 13 cm de largo
por 5 cm de profundidad, otras de 21
cm de ancho por 28 cm de largo por
6 cm de profundidad y cristalizado-
res de 20 cm de diametro por 10 cm
de profundidad.

1.3 Cria de Limnea viator

Estos caracoles se crian y se repro-
ducen en los recipientes descriptos,
con distintas condiciones de hume-
dad y temperatura. La alimentacion
incluye lechuga, algas, harina de ce-
reales y tiza. En todos los casos los
recipientes tienen bharro en el fondo.

1.4 Huevos de Fasciola hepdtica

1.4.1 Recoleccién: Se deja sedi-
mentar la bilis en vasos coénicos, los
huevos decantan, se vuelca el sobre-
nadante, se agrega agua destilada y
se deja decantar nuevamente. Esta
operacion se repite la cantidad de ve-
ces que es necesarias para que que-
den libres de bilis.

1.4.2 Almacenaje: Se disponen en
cajas de Petri a 4%cg hasta que deben
ser utilizados. A esa temperatura no
hay evoluciéon pero se mantienen via-
bles. Normalmente no se mantienen
en esas condiciones mas de 2 6 3 me-
ses.

1.4.3 Incubacion: Se realiza a 28°
cg durante 9 a 12 dias, en oscuridad.
‘Al cabo de ese periodo los miracidios
ya se han formado en el interior de
los huevos.

. X'Ne1
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1.5 Miracidios

- Los huevos que ya han sido incuba-
dos se exponen a la luz, producién-
dose asi la liberacion de los miraci-
dios en un lapso muy corto (puiitos
1.4.3 y 1.5 segin técnica de Rowan).

1.6 Infeccion de caracoles

Se colocan los caracoles en los re-
cipientes donde se hallan los miraci-
dios (caja de Petri), permanecen en
los mismos el tiempo necesario para
que se fijen pocos miracidios por ca-
racol, hecho que se controla por me-
dio de una lupa.

1.7 Control de la infeccion

Se disecan caracoles para verificar
la presencia de formas juveniles del
trematode. El numero de individuos
v el tiempo en que se realiza el con-
trol varia de acuerdo a las necesida-
des.

1.8 Cuidado de los caracoles después
de la infeccion

Los caracoles que han sido selec-
cionados para ser infectados, son dis-
puestos, después de la infeccion, en
recipientes iguales a los utilizados
para la cria. Es importante mantener
el buen nivel nutricional de los mis-
mos, la humedad adecuada y retirar
los moluscos muertos en caso de que
los haya. ‘

1.9 Recoleccion de metacercarias

En este punto se siguié la técnica
de Weybridge. La emisiéon de las cer-
carias del molusco al agua se provoca
disminuyendo la temperatura de la
misma en 10°g. Los caracoles se dis-
ponen en recipiente de celofan, con
agua destilada. El papel celofan ta-
piza el recipiente de vidrio. Las cer-
carias que nadan en el medio acuoso
se enquistan sobre el primero. Se re-
tiran los caracoles y se vuelven a su
habitat. Se puede volver a estimular
la salida de cercarias en la misma
forma. i

1.10 Mantenimiento de Metacercarias

Las metacercarias se mantuvieron
hasta el momento de la infestacion
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del hospedador definitivo a tempera-
tura ambiente de laboratorio, sumer-
gidas en agua destilada.

1.11 Infestacién del hospedador defi-
nitivo

La administracion de metacerca-
rias a los dos cobayos utilizados se
realiz6é por medio de la ingesta dé
un pequefio trozo de papel celofan a
cada uno, que tenia cada papel 10
metacercarias.

Vor. X N¢ 1
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1.12 Investigacion de la presencia del
trematode en el hospedador de-
finitivo

El primer cobayo fue sacrificado a
los 4 dias de la administracion de
las metacercarias y se investigé la
presencia de formas juveniles con
lupa.

El segundo cobayo murié y en ese
momento se hizo la necropsia, obser-
vando lesiones, investigando la pre-
sencia de trematodes adultos en hi-
gado y también se observd microsco-
picamente materia fecal y bilis.

RESULTADOS

2.1 Experiencia a:

El dia 0 de la prueba se considera
el de la fecha de iniciacién, 4 de fe-
brero de 1977.

Dia 0: Se ponen a incubar en la
estufa los huevos de Fasciola hepa-
tica.

Dia 11: Los miracidios abandonan
los huevos e infectan los caracoles.

Dias 12 a 38: Mantenimiento de los
caracoles infectados.

Dia 39: Se realiza el control de in-
feccion con un solo caracol. Se ha-
llan redias juveniles de 300 a 400 mi-
cras de largo, localizadas en el hepa-
topancreas.

Dia 66: Se estimula la eliminacion
de cercarias, éstas se enquistan en el
papel celofan.

Dia 73: Las metacercarias son ad-
ministradas a los cobayos.

Dia T7: Se sacrifica e investiga un
cobayo con resultados negativos.

Dia 150: Fue investigado el segun-
do cobayo. Se hallaron 8 Fasciolas
hepaticas adultas y gran cantidad de
huevos en bilis y materia fecal.

Mortandad de caracoles: ¥

19 muerto a las 24 horas de infec-
cion.

29 muerto a los 28 dias para con-
trol.

39 muerto a los 52 dias.

49 muerto a los 64 dias.

59 y 6° muertos entre los dias 75 y
112

7° muerto el dia 112.

89 muerto el dia 119.

2.2 Experiencia b:

Dia cero, fecha de iniciacién de la
experiencia: 19 de agosto de 1977.

Dia 0: Se ponen a incubar los hue-
vos de Fasciola hepatica.

Dia 9: Eclosién de los huevos, in-
feccién de los caracoles.

Dia 43: Se realiza el control de in-
fecciéon de los caracoles en dos ejem-
plares: En la diseccion se hallan re-
dias y redias hijas, dentro de estas
ultimas libres en el hepatopancreas
no se observan todavia cercarias for-
madas. Cantidad de redias halladas
y tamaiio de las mismas: en un ca-
racol 4 redias; longitud maxima:
1,296 mm; longitud minima: 936 mi-
cras; 10 redias hijas de longitud ma-
xima de 720 micras y minimo 360 mi-
cras. En el otro caracol se hallaron
2 redias que median 1,008 mm y 1,152
mm y 10 redias hijas de longitud
maxima de 648 micras y minima de
288 micras.

Dia 59: Emision de cercarias.
Mortandad de caracoles:

Los tunicos caracoles muertos fue-
ron los sacrificados como control. Los
restantes permanecieron vivos des-
pués de dada por concluida la expe-
riencia.
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DISCUSION

Con referencia a las investigacio-
nes llevadas a cabo por el Dr. J. Ba-
cigalupo hasta el afno 1942, se han
realizado las observaciones que se
describen:

Se confirma que Limnea viator D’
Orbigny se comporta como hospeda-
dor intermediario de Fasciola hepa-
tica en Argentina.

Afirma que “este molusco puede
infectarse durante toda su vida, en
estado joven y adulto” aunque no
precisa en su trabajo la edad de los
caracoles con que trabajo, ni la can-
tidad. Por las presentes experiencias
se confirma en parte este hecho: en
la experiencia a se trabajo con adul-
tos (considerados como tales por su
tamafio y por hallarse en oviposi-
cion) y la experiencia b se realizo
con individuos jovenes, en ambos ca-
sos se logro la evolucion hasta cerca-
rias. Seria importante sin embargo
determinar la viabilidad de las infec-
ciones en caracoles mas pequeinos.

Otra de las opservaciones hecha es:
“No hemos visto formarse en nues-
tras experiencias redias hijas en ve-
rano y sé6lo en una ocasion en in-
vierno”. En la presente experiencia b
se observo la formacion de redias hi-
jas con temperatura de estufa de 20°
cg (= 29g).

Con respecto al tiempo transcurri-
do entre la infecciéon de Limnea por
miracidios y la eliminacién de cer-
carias da valores que oscilan entre 57
y 80 dias. En el presente trabajo di-
cha etapa se cumplié en 50 y 54 dias
en las condiciones descriptas.

Es importante el estudio de los fac-
tores que concurren al acortamiento
o alargamiento del ciclo en el hos-
pedador intermediario, por los datos
que puede aportar para la compren-
sion de los hechos que ocurren a
campo.

Estudios hechos con otras especies
de Limnea remarcan la importancia
que tienen el nivel nutricional de los
caracoles y la temperatura ambiente,
entre otros factores, con respecto a
ese punto.

En lo referente a los cultivos de ca-
racoles, el trabajo de Bacigalupo es
muy escueto, y fue uno de los princi-
pales obstaculos que atrasé la obten-
cién de“los resultados sobre el ciclo
biolégico de Fasciola hepatica.

Las colonias de Limnea viator se
mantienen desde 1973, pero la cria se
ha realizado con muchos altibajos.
Recién en el presente afio se ha ob-
tenido un incremento marcado en el
numero de individuos.

Es necesario sin embargo, realizar
nuevos estudios, que seran motivo de
un proximo trabajo. Estara orienta-
do a determinar diversos parametros
biolégicos entre los que se hallan ta-
sas de reproduccion y crecimiento,
aiimentacion, temperatura y medio
6ptimo de desarrolio. Tiene como ob-
jeto lograr técnicas de cultivo sim-
ples que no insuman por si exceso de
trabajo o equipos.

La infeccién de caracoles se mos-
tro adecuada referida a la cantidad
de miracidios. Como se describe en la
experiencia a, de 8 caracoles murie-
ron 2 antes de que se produjera la
liberacion de las cercarias. El tercer
individuo muerto fue sacrificado pa-
ra control. El ultimo ejemplar murio
53 dias después de la primera salida
de cercarias. En la ezperiencia b no
hubo mortandad espontanea antes de
la emisiéon de cercarias.

Es evidente que la escasa cantidad
de individuos no permite generalizar
v las conclusiones seran validas pa-
ra las condiciones dadas en el pre-
sente trabajo.

Este punto también exige amplia-
cidn en los estudios posteriores. Las
infecciones que fueron realizadas an-
tes de estas experiencias, culminaron
varias veces con la mortandad de los
caracoles antes de llegar los estadios
evolutivos a la etapa de cercaria. Sélo
en una oportunidad en el afno 1974
habia sido logrado, pero el trabajo
debid ser suspendido.

Es necesario realizar estudios refe-
ridos al almacenaje de metacercarias
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que permita mantenerlas por perio-
dos prolongados en condiciones 6pti-
mas de viabilidad.

Se deben probar técnicas para la
administracion de metacercarias, la

Vor. X N° 1
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cantidad necesaria de las mismas pa-
ra producir enfermedad de curso
agudo o cronico en las distintas es-
pecies y porcentaje de recuperacion
de trematodes.

CONCLUSIONES

Se presenta un método que permite
el desarrollo del ciclo de Fasciola
hepatica en forma experimental.

Se realizé dicho ciclo biolégico co-
mo se describe a continuacion:

Experiencia a: Se utilizaron como
hospedador intermediario caracoles
Limnea viator D’Orbigny criados en
el laboratorio y cobayos como hospe-
dador definitivo. Se realiz6 a tempe-
ratura de laboratorio. Dicho ciclo se
cumpliéo en los siguientes lapsos: in-
cubacion de los huevos de Fasciola
hepatica 11 dias, periodo en el hos-
pedador intermediario desde la infec-
cion con miracidios hasta la salida
de las cercarias 54 dias. En el hospe-
dador definitivo desde la administra-
cion de metacercarias hasta el ha-
llazgo de Fasciola hepatica adulta en
el higado, huevos en bilis y materia
fecal 76 dias, habiéndose realizado el

ciclo completo de huevo a huevo en
150 dias, abarcando también el pe-
riodo desde la emergencia de las cer-
carias hasta la administracion.

Experiencia b: Se utilizaron cara-
coles Limnea viator criados en labo-
ratorio y fue realizada a temperatura
de estufa de 20°cg. Tiempo de incu-
bacién de los huevos 9 dias (a 28°cg),
lapso entre la infeccién del hospeda-
dor intermediario con miracidios y,
salida de las metacercarias: 50 dias.
A los 34 dias de la infecciéon se halla-
ron redias y redias hijas libres en el
hepatopancreas.

Se confirma que Limmnea viator D’
Orbigny se comporta en Argentina
como hosgpedador intermediario de
Fasciola hepatica, hecho que ya fue-
ra comprobado por Bacigalupo en
1942, con diferentes condiciones ex-
perimentales.
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1. Esporocito de 24 horas.

2. Redia hallada a los 29 dias de la 4. Detalle de la redia de la foto 3
infeccién de los caracoles. No tiene donde se aprecian las redias hijas.
redias hijas en su interior. Longitud

300 micras (experiencia A).

3. Redia hallada a los 34 dias en la 5. Redias hijas ya liberadas en el

experiencia B, con redias hijas en su hepatopancreas del caracol.
interior.
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6. Cercaria libre.

Vor. X N¢ 1 ENERO - ABRIy, 1978

7. Cercaria adherida al vidrio, inician-
do el enguistamiento.

& Metacercaria adherida a un
papel celofan.




