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Fascioliasis y schistosomiasis son dos de las enfermedades parasitarias englobadas
dentro del grupo de las “enfermedades tropicales desatendidas”, la importancia de las
cuales recae en el hecho de haber sido muy poco prioritarias en los programas
nacionales de salud en Espafia. Se asocian principalmente a la pobreza causando
discapacidades graves y deficiencias de por vida que suponen una enorme carga
econdmica para los paises endémicos. La fascioliasis es la enfermedad parasitaria de
origen vectorial que presenta la mas amplia distribucion latitudinal, longitudinal y
altitudinal conocida a nivel mundial, constituyendo un importante problema de salud
publica. Se estima que existen entre 2,4 y 17 millones de personas afectadas y es
transmitida por moluscos gasterépodos de la familia Lymnaeidae. La schistosomiasis
es la segunda enfermedad en importancia de la humanidad después de la malaria a
nivel socioeconomico y de salud publica, y se transmite por moluscos vectores de la
familia Planorbidae. Dadas las circunstancias y la situacibn actual de ambas
enfermedades, el interés de los estudios del presente trabajo se centré en el analisis,
bajo condiciones estdndar de laboratorio, de la biologia de Bulinus truncatus,
Planorbarius metidjensis y Lymnaea sp. de Espafia, cuya capacidad vectorial fue
previamente verificada. El estudio de variabilidad intrapoblacional, oviposicion,
dindmica de crecimiento, y sus caracteristicas de autofecundacién, permitieron ampliar
el conocimiento de su biologia, con énfasis en aquellas caracteristicas que demostraron
ser utiles en la diferenciacion de las especies vectoras tanto a nivel fenotipico como
bioldgico. Los resultados experimentales obtenidos fueron comparados con otros
trabajos de las mismas caracteristicas o similares y demostraron su aplicabilidad en
términos de transmision de las trematodiasis aqui en cuestion y para el disefio de
medidas de prevencion del riesgo de introduccion en Esparfia y su control a nivel local y

regional.

Palabras clave: Fascioliasis, Schistosomiasis, Lymnaeidae, Planorbidae, crecimiento,
autofecundacion, moluscos vectores, transmision enfermedad, riesgo de introduccion,
prevencion y control, Espafa.






INDICE

AN L= o [=Toa 1 0 g TT=T o) (o 1SS

L INEFOAUCCION e e e e

2.7 AN B C U NS ..o

2.1.- La Schistosomiasis o Bilharziasis: principales especies causantes
Y SUS CArACIEIISTICAS ..iieiiiiiiiiiiee e e ittt e ettt e e e e e e e e e s e e e e e e e ensraeeeeeeaans
2.1.1.- La Schistosomiasis urinaria o urogenital .................ccovvviiiiii i,
2.1.1.1.- Agente causal, ciclo biolégico y especies vectoras ................
2.1.1.2.- Distribucion geografiCa ...........ccccoevvvviiiiiiiiiiiiiee e
2.1.1.3.- EpIdemiologia .....ccocoeeeeeeieieeeeeeee e
2.1.1.4.- Patologia y ClINICA ......coeiiiiieeieeeeeeeeeeeee e
P20 N BT B 1T Vo | o ] 1 o o RS
2.1.1.6.- Trat@mlENnti .........uuvrriiiiiiiiiieieieeee e e e e e e e e e e s s eeae e
2.1.1.7.- Profilaxis individual y control general ...............cooooiiiiiiinnnee,
2.1.2.- La epidemia reciente de Schistosomiasis urogenital en Corcega ...........
2.1.2.1.- ESPecCies iNtrodUCIAAS .........ccccuuvrrmiiiiiiiiiiiiiee e
2.1.2.2.- Duracion y lugar de la epidemia ..........ccoeevveeiiiiieiiiicciiiii
2.1.2.3.- MolusCo vector €N COrCEUA .......cooevveeiiiiiiiiiiiieeee e
2.1.2.4.- Poblacion humana afectada ...........ccccooeeeeviieeiiiccccee
2.1.2.5.- Estrategia de gestion de riesgo de Schistosomiasis ...............
2.1.3.- El problema de una introduccion inesperada ...........ccccceeeiiiiiiieieeeennnee.
2.1.3.1.- La anamnesis en el diagnNOStiCO .........c.euvveeeeiiiiiiiiiee e
2.1.3.2.- El caracter zoonético de la epidemia al tratarse de
UN NTDFAO oo
2.1.3.3.- El impacto del cambio global ...............cccoooiiii
2.1.3.4.- El impacto del cambio ClimAtiCO ............cccooviriiriiiiiceeeee
2.1.3.5.- El riesgo de expansion a otros paises europeos .....................

2.2.- Fascioliasis humana y animal: principales especies causantes

19



Y SUS CArACLEIISHICAS ...iiiieieeeieeeeieeee e e e e e e e e e e e e e e eeaeeeeees 58

2.2.1.- La Fascioliasis por Fasciola hepatica .............cccovvvveriiiiiiiiiiiiiee e, 60
2.2.1.1.- Agente causal, ciclo biolégico y especies vectoras .................. 60
2.2.1.2.- Distribucidn geografica ...........ccceeeeeiiiiiiiiiice e 63
2.2.1.3.- EPIdemiolOgia .....cccooeeeiiiiiieee e 65
2.2.1.4.- Patologia y CliNICa ........uuiiiiiiiieieee e 69
2.2.1.5.- DIAQNOSHICO ..vvuvuiiiiiiii e 75
2.2.1.6.- Trat@miENTO ....coveeee et 80
2.2.1.7.- Profilaxis individual y control general .............cccoeeeeiiiiiiiiiiiiiennnnn, 82
2.2.1.8.- CAS0S rePOItaATOS ......ieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeire s s e e e e e e e e e e e e eeeeeaannees 83

2.2.2.- El problema de la expansion geografica mundial de Fasciola hepatica .... 85
2.2.2.1.- Expansion pasiva de eSpecies VECLOras ........ccceceeveeeeeeeeeeeeeneennn. 86

2.2.2.2.- Expansién del parasito con especies reservorias de ganado .... 86

2.2.2.3.- El impacto del cambio global ..., 89

2.2.2.4.- El impacto del cambio ClimAtiCo ...........cccoovviiriiiiiiiiciiieee e, 89

.- Material Y MELOUOS ..ot e ettt e e e e e e e e e e e e e eeeaaaaanan 99
3.1.- MOIUCOS VECLOIES ...ttt e e e ettt et e e et b e e e e e e e e e e e e aannnes 101
3.1.1.- Lugares de prospeccion de plandrbidos ... 101
3.1.2.- Lugares de prospeccion de lymnaeidos ..........cccoovvvriiiieiiiiiiiiiiiiie e 102
3.1.3.- Recoleccion en la naturaleza y transporte "in VIVO" .........cccceeveiiiiieeeeeeeeenne, 106
3.1.4.- Verificacion de la ausencia de infeCCiOn ............ccoovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 107

3.1.5.- Lanzamiento de los cultivos experimentales: Adaptacion y

CUltivo €N €l [abOratorio ..........uueeuiiiiii e e e 108

3.1.6.- Seguimiento cronoldgico de caracteristicas malacoldgicas a estudiar ....... 109
3.1.7.- Estudio de la anatomia interna de Bulinus truncatus ...............cccccvvvvveene.. 110

3.2.- Metodos morfométricos de fenotipaje de VECLOres ........cccoeeeeeeeeiiiiiiiieeeiiiii, 112
3.2.1.- Medicién mediante Computer Image Analysis System (CIAS) ................... 113
3.2.1.1.- Medicion de conchas de adultos mediante CIAS .............ccuue..... 113

3.2.1.2.- Medicion de clusters y huevos obtenidos a partir de
(oL 1AL 0 ST 01U (0 N 114

3.2.2.- Conservacion de CONCNAS .......eeee e et 115



3.2.3.- MEt0d0OS @StAUISTICOS ...eneeeeee e e 115

3.3.- TrematOdOS PArASITOS .....uuurriiiiiiiiiiiiiii e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s eeeeeeaaaeeaeaasaeaanannnnes 116
3.3.1.- Especies de Schistosoma de pacientes infectados en Cércega ................. 116
3.3.1.1.- ODtENCION € CEPAS ..eeeeivriiieeeiiiiiee ettt 117

3.3.1.2.- Infeccion experimental de Planorbidos ............ccceeeiiiiiiiiiiencenn, 117

3.3.1.3.- Seguimiento de la infeCCion ..............ovvviiiiiiieiiieeeeeeeceeeeeeee, 118

3.3.2.- Cepa de Fasciola obtenida en boviNo .........cccooeveeiiiiiiiiiiiiii e 118
3.3.2.1.- Obtencién de huevos de Fasciola hepatica ...........cccccvvvvvnvinnnnnnns 118

3.3.2.2.- Embrionacion de 10S hUBVOS . .........cccviiiiiiiiieiiicciieecee e 119

3.3.2.3.- Infeccidn experimental de lymnaeidos ...............cccceeeeei. 120

3.3.2.4.- Cronologia de emision y conservacion de metacercarias ........... 121

e LY U ] | = o [0 TP PPPTRP 131
4.1.- Especimenes de BUliNUS .........coooiiiiiii i, 133
4.1.1.- Estudios sobre la variabilidad de la concha ...............ccoooiiiiiiiiiiiiiiieeiiie 133
4.1.2.- Estudio de autofecundacion ...............eeeiiiiiiiiiiiiiiiieee e 133
4.1.3.- Estudio cronolOgiCO d€ PUESTAS ......cevvvviiieiiiiiiieieieeeeeeeeeee e eeeeeeees 134
4.1.4.- Estudio cuantitativo de PUESLAS ..........ccuuveiiiiiieeiiiiiiiiiiieee e 134
4.1.5.- Estudios sobre la variabilidad de las puestas ...........cccccceceeieiiiiiiiiiinns 134
4.1.6.- Estudios sobre la viabilidad de 10S hueVvos .........cccccceeviiiiiiiiiiiiiiee 135
4.1.7.- Estudio eufalia/afalia de Bulinus de Cerdefia (Italia) ..........ccccvvvveeeeeeiiennnnn. 135

4.2.- Especimenes de PlanorbDariUsS .........oocuuiiiiiiiiiiiiiiiiieie e 136
4.2.1.- Estudios sobre la variabilidad de la concha ..............cccooevviiiiiiiiiiccceeee e, 136
4.2.2.- Estudio de autofeCuNaCION ..........ovvviiiiiiiiiieiieeieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 136
4.2.3.- Estudio cronolO0giCO de PUESTAS .......cccccuvviriiiiiiiiiiiieie e 137
4.2.4.- Estudio cuantitativo de PUESTAS ...........ooevviiiiiiiiiiiiiiiiie e 137
4.2.5.- Estudios sobre la variabilidad de las puestas ...........cccccceeeiiiiiiiiiiinns 137
4.2.6.- Estudios sobre la viabilidad de 10S huevos ... 138

4.3.- ESPecimenes de LYMNAEGA .......ccuuvuiiiiieeee et e e e e e e st ee e e e e e e e e snnnaaatnneeeeaeeeaans 139

4.3.1.- Estudios sobre la variabilidad de la conCha ........coouveveeiiiieeeieiieee 139



4.3.2.- Estudio de autofeCUNAacCion ..........o.eee e 139

4.3.3.- Estudio cronol0giCo de PUESTAS .......cccccuvvririiiiiiiiiiieieeee e e e 140
4.3.4.- Estudio cuantitativo de PUESLAS ............euuururriuririiririeiiinireninnrernrrnr... 140
4.3.5.- Estudios sobre la variabilidad de las puestas ...........cccoevvvvviviiiiiiiiiieee e, 140
4.3.6.- Estudios sobre la viabilidad de 10S hUEVOS ............ccceeviiiiiiiiiiiiiiiiiie 141

T B TS ol U L= o ] o PR OTT T 161
5.1.- Analisis morfolégico comparado de las poblaciones .............ccccooovevvveiiiiiiiiiccceeeennn. 163
5.1.1.- Caracterizacion de 1as CONChAS ........ceuviiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 163
5.1.2.- Caracterizacion de 10S CIUSLEIS ........ueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 166
5.1.3.- Caracterizacion de 10S NUBVOS ...........ccuiiiiiiiiiiii e 168

5.2.- Analisis biolégico comparado de las poblaciones ..............ceevvveveveiieiieeeeeeiieiiiieeeeee, 169
5.2.1.- Caracterizacion de la autofecundacion .............cooocciiiiiiiiiiiiiieeee e 170
5.2.2.- Caracterizacion de la cronologia de las puestas .........ccccccoecvvveeeeeeiiiiiiennn. 174
5.2.3.- Caracterizacion cuantitativa de 1as puestas ..........cccccceeeeiiiieeeee i 176
5.2.3.- Caracterizacion de la viabilidad de la progenie ...........ccccccoiviiieeiiiiieeeeennnee. 176

5.3.- Aplicabilidad de los estudios efectuados ............ccccceeeiiiiiii 178
5.3.1.- INtErés €N SISTEMALICA .......ceeeeeiiiiiieeeeiiir e e e as 180
5.3.1.1.- Diferenciacion de poblaciones y eSPeCi€s .......ccccccveeeeeeereiiiinnnns 181

5.3.2.- Interés en epidemiologia y CONIOl ..........cccuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiee 182
5.3.2.1.- Aspectos relacionados con expansion geografica ...................... 184

5.3.2.2.- Aspectos relacionados con epidemias ..........ccevveeeeeeeeeeriiiiiiennnnnns 186

I O 0 ] Tod [ U =T T ] =2 S 199

7= BIDHOQIafia ... 207



AGRADECIMIENTOS






AGRADECIMIENTOS

En contadas ocasiones se tiene la oportunidad de mostrar gratitud y expresar
agradecimiento de manera colectiva. Es por ello que deseo transmitir mi sincero
agradecimiento a un gran numero de personas que de manera directa o indirecta me
ofrecieron su apoyo en lo personal, cientifico y material en el proceso de elaboracion
de esta Tesis Doctoral.

En primer lugar, quiero agradecer al Prof. Dr. Dr. Honoris Causa SANTIAGO MAS-
COMA, Catedratico de Parasitologia del Departament de Farmacia i Tecnologia
Farmaceéutica i Parasitologia de la Universitat de Valéncia, por haber aceptado la
direccién de esta Tesis Doctoral incorporandome a sus lineas de investigacion dentro
de este Departamento, fundamentada en la “Caracterizacion Bioloégica de Moluscos
Vectores Potenciales de Fascioliasis y Schistosomiasis” y el estudio de los “Ciclos
Biologicos de Trematodos Digénidos”. Gracias por la confianza depositada y el tiempo
dedicado durante mi aprendizaje inicial. Asimismo, quiero agradecer la cercania y los
tan Utiles consejos en todos estos afios tanto a nivel académico como personal. Su
soporte inicial nos permitid, junto con apoyos institucionales, obtener el financiamiento
preliminar y posterior para llevar a cabo esta Tesis Doctoral. Ademas, no quiero
terminar sin agradecerle la formacion alcanzada durante este tiempo. Por todo ello,
confio en que encuentre aqui mi mas sincero agradecimiento.

En segundo lugar, deseo citar a la Prof. Dra. MARIA DOLORES BARGUES
CASTELLO, Catedratica de Parasitologia del Departament de Farmacia i Tecnologia
Farmaceéutica i Parasitologia de la Universitat de Valéncia, por haber aceptado la
direccibn de esta Tesis Doctoral. Deseo agradecerle la oportunidad de permitir
sumarme a sus lineas de investigacion desde el primer momento, no sélo desde el
trabajo experimental de laboratorio, sino desde el elemental trabajo de campo. Todo
ello me permitid6 conocer desde una perspectiva cientifica, los distintos desafios y
matices que adquieren las enfermedades parasitarias. Gracias por el tiempo y la
confianza ofrecida en todos estos afios, por transmitirme el gusto por el trabajo bien
hecho y el entusiasmo permanente en el trabajo que, bajo una direccion cientifica
cercana, posibilit6 mantener el entusiasmo inicial.

En tercer lugar, me gustaria citar al Prof. Dr. ALBERTO MARTINEZ ORTI, Director,
Conservador e Investigador del Museu Valencia d’Historia Natural, Profesor vinculado
al Departament de Farmacia i Tecnologia Farmacéutica i Parasitologia de la Universitat
de Valéncia, por aceptar codirigir esta Tesis Doctoral. Deseo agradecerle sus
aportaciones en lo que respecta al material malacolégico debidamente recolectado y



4

transportado al laboratorio del departamento con su posterior identificacion taxonémica.
Le agradezco la paciencia y confianza depositadas a lo largo de todo este tiempo.
Gracias por el apoyo y ayuda brindados, por su cercania y accesibilidad a cada
momento y por transmitir el rigor y la motivaciéon en el trabajo, permitiendo asi
incrementar mi entusiasmo en los estudios llevados a cabo y en otros campos
relacionados, haciéndome participe en todo momento, permitiéndome asi completar mi
formacion como investigadora. Por todo ello, espero que encuentre aqui toda mi
gratitud hacia él.

Quiero hacer una mencion especial a la Catedrdtica de Parasitologia del
Departament de Farmacia i Tecnologia Farmaceéutica i Parasitologia de la Universitat
de Valéncia, Dra. MARIA ADELA VALERO ALEIXANDRE, por haberme permitido
colaborar en su labor cientifica, y por la incorporacion de significativas aproximaciones
metodoldgicas en el desarrollo de este trabajo.

Asimismo, quiero agradecer al Dr. PATRICIO ARTIGAS BASCUR, profesor
vinculado al Departament de Farmacia i Tecnologia Farmaceutica i Parasitologia de la
Universitat de Valéncia, por su gentileza y ayuda incondicional, por sus tantos y tan
buenos consejos, asi como por su calida acogida durante la primera etapa en el
laboratorio. También debo agradecerle su trabajo en lo que concierne a los estudios
aportados de biologia molecular de moluscos tan Gtiles y relevantes para el avance de
parte de nuestra labor de investigacion. Gracias por su sentido del humor y la alegria
transmitidas a diario en nuestro lugar de trabajo, haciendo el dia a dia méas facil y
llevadero. Por todo ello y mucho més, confio en que encuentre en estas palabras mi
mas sincero agradecimiento.

Por supuesto, quiero expresar mi agradecimiento al resto de Catedraticos,
Profesores Titulares y Asociados de Parasitologia que forman parte de este
Departamento, Dr. JOSE GUILLERMO ESTEBAN SANCHIS, Dr. ANTONIO
MARCILLA DIAZ, Dr. RAFAEL TOLEDO NAVARRO, Dra. CARLA MUNOZ ANTOLI-
CANDELA, Dr. MARIUS VICENT FUENTES | FERRER, Dra. MARIA TERESA GALAN
PUCHADES, a la Profesora contratada Dra. MARIA TRELIS VILLANUEVA y a los
Profesores Asociados VERONICA AGRAMUNT HERNANDEZ y MIROSLAVA
PANOVA MIRKOVA, Profesores a los que siempre he podido recurrir mas alla de la
etapa de formacién académica, por su colaboracién y multiples muestras de afecto y
consideracion.

Por supuesto, no puedo olvidarme de agradecer la colaboracion del Prof. Dr.
JEROME BOISSIER y del Prof. Dr. GUILLAUME MITTA del Laboratorio de Ecologia,

Biologia de la Evolucion y Parasitologia de la Universidad francesa de Perpignan,



5

Francia, por su colaboracion y aportaciones derivadas de sus estudios con el
trematodo Schistosoma haematobium y su molusco vector Bulinus truncatus, asi como
también deseo agradecer la colaboracion del Dr. GIOVANNI GARIPPA del
Departamento de Medicina Veterinaria de Sassari, Italia, por su valiosa y amable
aportacion de material malacoldgico a nuestro estudio.

Deseo expresar mi agradecimiento al Dr. MESSAOUD KHOUBBANE, por instruirme
de forma continua en las distintas y en ocasiones complejas técnicas malacoldgicas y
parasitologicas, técnicas y experimentos que resultan fundamentales para la
evaluacion y seguimiento de los ciclos biolégicos de trematodos y el mantenimiento y
desarrollo de los moluscos vectores procedentes de paises tan distintos de los cuales
disponemos en nuestro laboratorio. Quiero agradecer su infinita paciencia al explicar
los distintos procedimientos a seguir, su entrega y la bondad y confianza depositadas
en mi. Por todo ello, deseo que encuentre aqui mi méas sincero agradecimiento.

Quiero también agradecer al Profesor Docente Investigador del Departamento de
Zoologia de la Universitat de Valéncia, JESUS SELFA ARLANDIS, por mostrar la
amabilidad de facilitarnos el material necesario para llevar a cabo de forma mucho mas
precisa, las medidas de los parametros del agua en donde se recolectaban los
moluscos en el campo. Ademas, agradecer también al Profesor Titular RICARDO
GARILLETI ALVAREZ por su ofrecimiento desinteresado a ayudarnos en la
identificacion de gran parte de la vegetacion de los lugares de recoleccion de moluscos
vectores de agua dulce. Sin olvidar a la Dra. MARIA LUISA CERVERA SANZ,
Catedrética de la Universitat de Valencia y miembro del grupo “Soluciones e innovacion
en Quimica Analitica” por su ayuda, comprension y sus tan valiosos consejos.

Y como no, agradecer a aquellas personas anénimas, entre las que se encuentran
ciudadanos de las localidades visitadas durante la recoleccion de moluscos,
agricultores y también granjeros, que con tanto carifio y amabilidad nos ofrecieron muy
humildemente y de forma desinteresada los sabios conocimientos adquiridos a lo largo
de su profesion, permitiendo conocer asi, las zonas mas frecuentadas por los
moluscos, cada uno de los pasos seguidos en el cultivo del arroz, y de méas informacién
realmente util para nuestra labor.

Deseo expresar mi especial gratitud con las que fueron en su momento comparieras
del programa de Doctorado de Parasitologia Humana y Animal de la Universitat de
Valéncia y que a dia de hoy, aunque cada una siga su camino en distintos campos de
la ciencia, considero como grandes amigas, que no me cabe duda que seran para toda
la vida, a ALBA CORTES, MARIA JOSE IRISARRI, VIVIAN CHAGAS, LUCIA MATEO,
MARIA ANGELES MARTINEZ y ROSMARY FLORES por hacer mas agradable el



6

trabajo diario, por compartir conmigo momentos entrafiables y por la gran ayuda y
apoyo brindados durante estos afnos.

También quisiera agradecer la grata convivencia y amistad que brindaron en
distintos momentos del desarrollo de este trabajo otros compafieros que formaron parte
de nuestro equipo en diferentes momentos de mi trayectoria. Gracias DAVID OSCA,
RAlI SEGUI, CARLA QUESADA, PALOMA PEREZ, ALICIA GALIANO, MARTA
REGUERA, ELENA BARRIO, JAVI ROIG y RODRIGO MUNOZ. Gracias a todos ellos
por permitirme conocerles y compartir tanto conmigo y a toda esa gente anénima que a
su paso por el departamento me permiti6 conocer otras culturas y compartir
experiencias. A todos y cada uno de ellos, gracias.

Habria sido imposible realizar todo este trabajo sin la labor desarrollada por el
Personal de Administracion y Servicios del Departamento D. CLEMENTE BANULS
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incondicional, por motivarme a seguir y por su infinita paciencia permaneciendo

siempre a mi lado.

Tanto los trabajos de campo efectuados en las zonas de recoleccién de moluscos y
en algunas zonas de endemia, como los estudios y andlisis efectuados en el
laboratorio, fueron llevados a cabo con el financiamiento obtenido por parte de
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diferentes proyectos de investigacion. Siguiendo un orden cronoldgico, los proyectos
de que se ha beneficiado la realizacibn de la presente Tesis Doctoral, son los
siguientes:

1) Proyecto de Investigaciéon en Salud No. PI16/00520 titulado "Emergencias de
Schistosomiasis y Fascioliasis: Estrategia multidisciplinar frente a desafios por
trematodos hibridos y riesgos por cambios climatico y global”, financiado por la
Subdireccion General de Evaluacion y Fomento de la Investigacion, Ministerio de
Economiay Competitividad, Madrid, Espafia (2017-2019);

2) Proyecto ISCIHI-RETICS RD16/0027/0023 titulado "Red de Investigacion
Colaborativa en Enfermedades Tropicales (RICET)", financiado por el Programa de
Redes Tematicas de Investigacién Cooperativa, Fondo de Investigacion Sanitaria (FIS),
Ministerio de Sanidad, Madrid, Espafia (2017-2020);

3) Proyecto PROMETEO No. 2016/099, del programa de Ayudas para Grupos de

Investigacion de Excelencia, Generalitat Valenciana, Valencia, Espafia (2016-2019);

4) Proyecto SAF2010-20805 titulado "Epidemiologia molecular y cambios climatico y
global en el impacto emergente de la fascioliasis humana a nivel mundial”, financiado
por la Direccion General de Investigacion, Ministerio de Innovacion y Ciencia (MICINN),
Madrid, Espafa (2011-2013);

5) Proyecto titulado "Global Water Pathogen Project (GWPP)", liderado por el
International Hydrological Programme de la UNESCO, Sede Central de Paris, Francia,
y la Michigan State University, Michigan, USA, y financiado por el Midland Research
Institute for Value Chain Creation de USA (2014-2018).

6) Proyecto COST Action No. FA1408 titulado "A European Network for Foodborne
Parasites (Euro-FBP)", financiado por la European Cooperation in Science and
Technology (Food and Agriculture), EU RTD Framework Programme, European
Commission, Bruselas, Belgica (2014-2019).

Finalmente, cabe citar que las investigaciones realizadas dentro de la presente Tesis
Doctoral forman parte de la Activity 1 (Studies on the disease epidemiology in human
fascioliasis endemic areas of Latin America, Europe, Africa and Asia), Activity 2
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(Molecular, Genetic and Malacological Characterization of Lymnaeid Snails), y Activity
3 (Studies on pathology, immunology and community impact of human fascioliasis),
dentro del Work Plan 2011-2015, asi como de la Activity 4 (Impact of climate change
and anthropogenic environment modifications - ID 21554), Activity 5 (Characterization
of hybrid flukes in human endemic areas of Asia and Africa- ID 21555), and Activity 6
(Characterization of lymnaeid snail vectors in human endemic areas of Asia and Africa -
ID 21556) dentro del Work Plan 2015-2018) del "WHO Collaborating Centre on
Fascioliasis and Its Snail Vectors" (Ref. SPA-37, WHO Headquarters Geneva, Suiza)
de la Unidad de Parasitologia Sanitaria del Departamento de Farmacia y Tecnologia
Farmacéutica y Parasitologia de la Universidad de Valencia.

Asimismo, las investigaciones incluidas en la presente Memoria forman parte de las
actividades llevadas a cabo por el FAO/United Nations Reference Centre for
Parasitology (Zoonotic Helminthiases), en los periodos de 2013-2016 y 2017-2020, de
la Unidad de Parasitologia Sanitaria del Departamento de Farmacia y Tecnologia
Farmacéutica y Parasitologia de la Universidad de Valencia.
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1.- INTRODUCCION

Las “enfermedades tropicales desatendidas” (NTDs en inglés) constituyen un grupo
de 18 enfermedades que estan entre las infecciones crénicas mas comunes en las
personas mas pobres del mundo. En conjunto, estas enfermedades, en los ultimos
afnos, han mostrado que su impacto en el subdesarrollo mundial es similar o incluso
mayor que el impacto producido por las denominadas tres grandes, malaria,
tuberculosis y SIDA (Hotez et al., 2007, 2008a). Este tipo de enfermedades se dan
sobre todo en areas rurales y en algunos entornos urbanos pobres de paises con bajos
ingresos de Africa subsahariana, Asia y Latino América. Las enfermedades tropicales
desatendidas conducen a la discapacidad a largo plazo y a la pobreza (Molineaux et
al., 2005; Hotez et al., 2006a, 2006b; Hotez, 2006; Lammie et al., 2006). Ademas, este
tipo de enfermedades causa aproximadamente 534.000 muertes al afio (Hotez, 2006).

Formando parte de las NTDs, en su mayoria parasitarias, se incluyen las
“Trematodiasis transmitidas por el agua y de origen alimentario” (“waterborne and
foodborne trematodiases”). Dentro de dichas Trematodiasis se toman en cuenta las
Trematodiasis sanguineas y hepaticas como las mas importantes por sus efectos
patologicos. Y dentro de las mismas se toma en cuenta la Schistosomiasis y la
Fascioliasis (Hotez et al., 2007, 2008a), las caracteristicas de las cuales seran
desarrolladas con mas detalle en el siguiente capitulo.

La schistosomiasis es una de las enfermedades parasitarias humanas mas
extendidas, siendo la segunda enfermedad en importancia de la humanidad después
de la malaria a nivel socioeconémico y de salud publica, en areas tropicales y
subtropicales. Es considerada la mas prevalente de las enfermedades transmitidas a
través del agua y uno de los mayores riesgos para la salud en areas rurales y paises
en vias de desarrollo. En 1996, la schistosomiasis se reportd como endémica en 74
paises tropicales, estimandose que mas de 200 millones de personas de areas rurales
y agricolas, estaban infectadas. Se consider6 que entre 500 y 600 millones de
personas estaban en riesgo de infestarse.

Considerada principalmente como una enfermedad rural y a menudo ocupacional, la
schistosomiasis afecta principalmente a gente que es incapaz de evitar el contacto con
el agua, debido o bien a su profesion (agricultura o pesca) o bien a la falta de una
fuente fiable de agua segura para beber, lavar y bafiarse. Como resultado de un bajo
nivel de resistencia y de un contacto intensivo con el agua cuando juegan y nadan, los
nifios de edad comprendida entre los 10 y los 15 afios son los que se infestan con mas
fuerza. El aumento de los movimientos de la poblacion ayuda a la diseminacion de la
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enfermedad. La schistosomiasis se esta dando cada vez mas en areas periurbanas.
Aunque mucha gente en areas de endemicidad presenta infecciones ligeras sin
sintomas, los efectos de la schistosomiasis en la salud y la economia del pais, donde
esta presente, son serios. En diversas areas (noreste de Brasil, Egipto, Sudéan), la
habilidad de trabajo de los habitantes rurales se reduce drasticamente como resultado
de la debilidad y letargo causados por dicha enfermedad (Rozendaal, 1997).

Paralelamente y considerada como un problema veterinario bien conocido de
distribucion mundial, la fascioliasis es la enfermedad parasitaria de origen vectorial que
presenta la mas amplia distribucion latitudinal, longitudinal y altitudinal, conocida en el
presente (Mas-Coma et al.,, 2003, 2005). En las dos dultimas décadas muchas
encuestas han mostrado que la fascioliasis es un importante problema de salud publica
(Chen & Mott, 1990; WHO, 1995; Mas-Coma et al., 1999a, 2009), incluyéndose
estimaciones de 2,4 millones y hasta 17 millones de personas afectadas, o incluso
valores mas altos, dependiendo de las situaciones hasta ahora desconocidas
principalmente en diversas regiones de Asia y Africa (Mas-Coma, 2004). El creciente
namero de casos humanos reportados en muchos paises de los cinco continentes y los
resultados de los estudios de patogenicidad e inmunidad, principalmente en la fase
cronica de la enfermedad, son las razones por las que se ha decicido considerar la
fascioliasis como una importante enfermedad parasitaria humana (Mas-Coma et al.,
1999b) e incluirla como enfermedad causada por trematodos y transmitida por los
alimentos prioritariamente dentro de la agenda de la Organizacion Mundial de la Salud
- World Health Organization (WHO, 2013). Por un lado, la fascioliasis animal es de gran
importancia en el campo veterinario en todo el mundo. Por otro lado, la fascioliasis
humana, una distomatosis tipicamente rural, fue considerada como una enfermedad
secundaria hasta finales de los afios 80 (Chen & Mott, 1990). Sin embargo, la
importancia de la infeccién por Fasciola aument6é a partir de los afios 90, cuando se
empezaron a describir areas de endemia humana y cuando el niamero de casos
reportados de la enfermedad se incrementé (Mas-Coma et al., 1999a, b, ¢, 2005; Mas-
Coma, 2005). La rareza de la infecciébn humana por fasciolidos es la razén por la cual
esta enfermedad habia sido olvidada. Ya en Francia empez0 a recibir atencion entre
los afios 1950 y 1990 como consecuencia de los varios miles de pacientes que fueron
diagnosticados en hospitales durante ese periodo (Danis et al., 1985; Gaillet,1982;
Galillet et al., 1983).

Aunque la situacion ha cambiado desde los afios 90, el concepto tradicional de

‘enfermedad de ovejas y vacas” aun permanece. Esto no solo causa problemas
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cuando se intenta convencer a los politicos y a las autoridades sanitarias sobre la
importancia de la infeccibn humana en algunos paises, y de la necesidad de
implementar medidas de control, sino que también causa problemas y confusiones
entre los expertos cientificos y en la literatura referente a la salud (Mas-Coma et al.,
2009a).

El incremento en la demanda de comida exoética y cruda es una de las razones por
las que los reportes de infecciones trasmitidas a través de los alimentos, especialmente
parasitosis transmitidas por el agua, se han incrementado en los ultimos afios (Broglia
et al., 2011). La cantidad de parasitos transmitidos por los alimentos que pueden ser
distribuidos por la globalizacion, ha sido recientemente reconocida y supondra desafios
para los médicos, veterinarios, diagnosticadores y cualquier persona vinculada con la
seguridad alimentaria. En el caso de la fascioliasis, la elevada longevidad y viabilidad
de la forma infectante (metacercaria) para el mamifero hospedador definitivo implica un
riesgo potencial, al permitir la supervivencia de la misma alun durante un largo
transporte, como puede ser entre paises de distintos continentes (Valero & Mas-
Coma, 2000). Todo este preocupante escenario actual subyace en las decisiones de la
Organizacion Mundial de la Salud que incluye la fascioliasis en la lista de
enfermedades humanas importantes (WHO, 2008) y en la reciente hoja de ruta de
2015-2020 para el control de enfermedades tropicales olvidadas (WHO, 2013).

Los objetivos generales de la presente Tesis Doctoral son:

- determinar la dinamica de crecimiento de tres especies de moluscos vectores de
dos enfermedades parasitarias, concretamente dos especies vectoras de
schistosomiasis (Bulinus truncatus y Planorbarius metidjensis) y una de fascioliasis
(Lymnaea sp.);

- determinar la capacidad de autofecundacién de cada una de las especies, asi
como también;

- determinar la tasa de reproduccion de cada una de las especies.

Estos tres objetivos son previos a la determinacibn de la susceptibilidad vy
compatibilidad de los moluscos vectores frente a la infeccion con cepas de los
trematodos Schistosoma haematobium y Fasciola hepatica.

Para cada uno de los antedichos fines generales, se procedio a definir los diferentes
objetivos especificos que abarcan, para el caso de la dinAmica de crecimiento, desde
precisar la longevidad y mortalidad en cautividad de cada una de las tres generaciones
analizadas para cada una de las especies objeto de estudio, hasta dilucidar la
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presencia/ausencia de una relacién entre la época de nacimiento y su dindmica de
crecimiento, analizando distintas caracteristicas morfométricas de la concha de los
moluscos, comparando entre generaciones de una misma especie y entre especies.

Del mismo modo, con el objetivo general de determinar la capacidad de
autofecundacion y tasa de reproduccién de los moluscos vectores, los objetivos
especificos se centraron en definir la edad a la que éstos alcanzaban la madurez
sexual, estudiar la cronologia de emision de las puestas y la cantidad emitida de las
mismas por ejemplar a lo largo de toda su vida y en total para cada generacion, asi
como también especificar la proporcion de puestas viables respecto a las emitidas, y
determinar las caracteristicas morfométricas de las puestas y huevos con la intencién
ademas de precisar si existian o no diferencias entre las generaciones de una misma
especie y entre especies.

Estos resultados habran de proporcionar una base de conocimientos esencial sobre
la cual partir para evaluar el grado de susceptibilidad de los moluscos vectores frente a
la infestacion, incluyendo desde determinar tanto el grado de compatibilidad
hospedador-parasito como el tamafio idoneo al que los moluscos pueden ser
infectados permitiendo el completo desarrollo de las fases larvarias del parasito en su
interior, hasta determinar el papel que juegan como vectores potenciales las especies
de moluscos estudiadas en la transmision de la schistosomiasis y fascioliasis tanto en
Espafia como en Europa.

Aungue la especie de molusco B. truncatus, vector de la schistosomiasis, causada
por Schistosoma haematobium, ya era endémica en algunas zonas de Espaiia, el
hallazgo de dos nuevas localizaciones para esta especie en el levante mediterraneo da
importancia a nuestros estudios ya que, este hecho se traduce en una ampliacion de
las zonas de dispersion del molusco vector. Lo que en un principio puede
considerarse como una simple expansion de las poblaciones de B. truncatus en
algunas zonas de Espafa, podria llegar a suponer en un futuro préximo, un grave
problema de salud publica. Hay que tener en cuenta el inesperado brote epidémico de
schistosomiasis urogenital acontecido en la isla de Cércega en el verano de 2013 y que
la zona del levante mediterrdneo se ve bastante influenciada por los cambios en el
clima. Es por todo ello por lo que se planteé la posibilidad de una posible introduccion
de la schistosomiasis en Espafia.

En toda la zona del mediterraneo la temperatura es favorable tanto para la
supervivencia y dispersion del molusco hospedador intermediario como para el
desarrollo y supervivencia de las fases larvarias de vida libre del parasito. De modo
gue, dado el brote epidémico ocurrido en Cdorcega y teniendo en cuenta que como ya
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se ha nombrado con anterioridad, en 2014 se hallaron dos nuevas localizaciones para
B. truncatus en Espafia (Alicante y Almeria); si a una temperatura favorable se le suma
el hecho de que el molusco plandrbido B. truncatus es endémico en algunas regiones
cercanas o bafladas por el mar Mediterraneo, la presencia del molusco vector
especifico para el parasito y el fendmeno de inmigracion de personas infestadas desde
zonas endémicas a zonas no endémicas, estariamos frente a la combinacion perfecta
de factores que podrian permitir la introduccién de la schistosomiasis urogenital en
Espafa, estableciéndose asi una transmisién autoctona.

En el caso de la fascioliasis, el hallazgo en la Comunidad Valenciana de una especie
de lymnaeido inhabitual, Lymnaea sp., di6 la voz de alarma ante lo que se podria
considerar la introduccién de una nueva especie de lymnaeido en nuestro pais. De
modo que, ante la posibilidad de estar frente al segundo vector de la fascioliasis en
Europa, después de Galba truncatula, que es el molusco vector de la fascioliasis por
excelencia; se vié necesario a la par que interesante la realizacion de una serie de

estudios determinados basados en los objetivos anteriormente descritos.

Dadas las circunstancias y la situacion actual para ambas enfermedades
parasitarias, nuestra motivacion se centr6 en estudiar la dinAmica y la tasa de
crecimiento de dos especies vectoras de planorbido y una de lymnaeido. También
tuvimos interés en el estudio de la morfometria de la concha, puestas y huevos, en la
capacidad de autofecundacién de las distintas especies, en el seguimiento cronoldgico
de la emision de las puestas, asi como también nos centramos en el estudio
cuantitativo de las puestas y el estudio de la viabilidad de los huevos contenidos en las
puestas, sin dejar de lado el examen de algunos aspectos de la anatomia interna y

externa que podrian ser Utiles para diferenciar los moluscos a nivel de género.

Se decidio llevar a cabo este tipo de estudios porque, conocer la dinAmica de
crecimiento de cada una de las especies de interés permite conocer los periodos de
mayor crecimiento, los de crecimiento mas rapido y aquellos en los que éste se
estabiliza o estanca hasta cesar. De modo que, conociendo las épocas o periodos en
los que se da el mayor y menor crecimiento, se pueden disefiar estrategias de
prevencion y control mas eficaces, precisas y adecuadas, para la eliminacion del
molusco vector y en consecuencia para las enfermedades que éstos transmiten. La
tasa de crecimiento aporta informacion sobre la mayor o menor rapidez con la que
dichos moluscos alcanzan un tamafio adecuado para poder, por un lado, emitir su

primera puesta una vez alcanzada la madurez sexual y, por otro lado, permitir el
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desarrollo y supervivencia de las fases larvarias del parasito en su interior. El estudio
de la variabilidad de la concha, puestas y huevos mediante la realizacion de
determinadas medidas morfométricas resulta Util para estandarizar caracteristicas
morfolégicas y poder asi discriminar mas facilmente entre géneros e incluso en
ocasiones entre especies. Por su parte, estudiar la capacidad de autofecundacion y la
tasa de reproduccion de las especies de moluscos, permite deducir su capacidad de
expansiéon y transmision de la enfermedad.

El andlisis de la cronologia de emision de las puestas ofrece informacion sobre las
épocas de mayor y menor reproduccion, pudiendo estimar asi las épocas de mayor y
menor riesgo de transmision de la enfermedad en caso de que se dieran las
condiciones Optimas para ello. Asi pues, el estudio de la cantidad y viabilidad de las
puestas permite estimar la capacidad de los moluscos para diseminar la enfermedad y
mas concretamente su potencial como vectores y con ello el mayor o menor riesgo de
dispersion de la enfermedad. Con las infecciones experimentales se determina la
susceptibilidad de los moluscos frente al parasito y por ende, la compatibilidad
hospedador-parésito; asi como también la capacidad del vector para transmitir la
enfermedad en base a la cronobiologia de emision cercariana y en consecuencia el rol
gue presenta en la transmision.

Con todo lo dicho anteriormente, la importancia de los estudios llevados a cabo
radica basicamente en la valiosa y abundante informacion que se puede obtener
acerca de la biologia de los moluscos vectores y que es de tanta utilidad en términos
de epidemiologia, prevencion y control para, en este caso, la schistosomiasis y la
fascioliasis.

Con los objetivos antes enumerados, se ha estructurado la exposicion de la presente
Tesis Doctoral en 7 capitulos. Tras el breve Primer Capitulo de la Introduccion, se
incluye un Segundo Capitulo para comprender una amplia y suficiente base de
Antecedentes, incluyendo (i) inicialmente una descripcion detallada de la
schistosomiasis urinaria o urogenital centrandose en el ciclo biolégico, distribucion
geografica, aspectos importantes de la epidemiologia, patologia y clinica; asi como
también prestando atencion al diagnostico, tratamiento, profilaxis y control de la
enfermedad, (ii) después una descripcion de la situacion actual, haciendo referencia a
la reciente epidemia de schistosomiasis urogenital en Cdorcega, con especial hincapié
en las especies introducidas, duracion y lugar de la epidemia, caracteristicas del
caracol vector en Corcega y poblacion humana afectada, (iii) una descripcion de la
estrategia de gestion de riesgo de la schistosomiasis implantada a partir de la epidemia
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acontecida, (iv) una exposicion de los aspectos relacionados con el problema de una
introduccion inesperada de la enfermedad, que incluye el impacto del cambio global y
del cambio climético, asi como el riesgo de expansion de la enfermedad a otros paises
europeos, sin dejar de lado aspectos como la anamnesis en el diagndstico y el caracter
zoonotico de la epidemia al tratarse de un hibrido; seguidamente, (v) una descripcion
minuciosa de la enfermedad de la fascioliasis causada por F. hepatica centrdndose en
las caracteristicas del agente causal, su ciclo biolégico y especies vectoras,
distribucidon geografica, aspectos epidemioldgicos, patologia y clinica junto con el
diagnéstico y tratamiento, sin olvidar la profilaxis y control de la enfermedad, y por
altimo, (vi) la exposicion de casos reportados importantes, seguida de (vii) una
explicacion del problema de la expansién geogréafica mundial de Fasciola hepatica, con
especial énfasis en la expansion pasiva de especies vectoras, expansion del parasito
con especies reservorias de ganado y el impacto del cambio global y del cambio

climético.

El Material y Métodos constituye el Tercer Capitulo, dividiéendose en tres bloques,
distinguiéndose en el primero de ellos, los correspondientes apartados para (i) las
especies de moluscos vectores estudiadas, concretamente dos especies de
plandrbidos y un lymnaeido, describiendo primero los distintos lugares de prospeccion
y explicando el método de recoleccién llevado a cabo en la naturaleza, el transporte al
laboratorio con la posterior verificacion de la ausencia de infeccion, describiendo mas
tarde el lanzamiento de los cultivos experimentales y la posterior adaptacion de los
moluscos en el laboratorio, para poder ya por ultimo explicar como se realizo el
seguimiento cronoldgico de las caracteristicas malacologicas a estudiar; (i) en el
segundo blogue nos referimos a las cepas de Schistosoma y Fasciola previstas para
las infecciones experimentales, describiendo la procedencia y la obtencion de las
cepas, asi como también el método de realizacion de las infecciones y el seguimiento
de las mismas (cuyos resultados no forman parte de esta Tesis), y finalmente (iii) en el
tercer bloque se describen los métodos morfométricos de fenotipaje de vectores
llevados a cabo y los métodos estadisticos con los que fueron tratados los datos
obtenidos.

Los Resultados se incluyen dentro del Cuarto Capitulo, dividiéndose segun
resultados pormenorizados obtenidos para cada una de las tres especies de moluscos
vectores estudiadas. B. truncatus y P. metidjensis como vectores de la schistosomiasis
y L. sp. como vector de la fascioliasis. Para cada una de las tres especies
mencionadas con anterioridad, se analizan los estudios sobre la
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variabilidad de la concha, la autofecundacion, la cronologia de las puestas y la cantidad
emitida de las mismas por parte de los moluscos, seguido de los estudios sobre la
variabilidad de las puestas y la viabilidad de los huevos.

El Quinto Capitulo que incluye la Discusion, se dedica (i) al andlisis morfoldgico
comparado de las poblaciones de cada una de las tres especies, incluyendo la
caracterizacion de las conchas, clusters y huevos, (ii) al analisis biolégico comparado
de las poblaciones, centrandose en la caracterizacion de la autofecundacion,
cronologia de las puestas, en la caracterizacion cuantitativa de las puestas y de la
viabilidad de la progenie, seguido de (iii) la descripcion de la aplicabilidad de los
estudios efectuados, prestando especial atencion al interés en sistemética, haciendo
referencia a la diferenciacién de poblaciones y especies y al interés en epidemiologia y
control, incluyendo la exposicién de aspectos relacionados con expansion geografica y
con epidemias.

La enumeracion de las Conclusiones comprende el Sexto Capitulo, abarcando el
Séptimo Capitulo el total de referencias citadas en el texto formando parte de la
Bibliografia.
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CAPITULO I
ANTECEDENTES
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2.- ANTECEDENTES

21.- LA SCHISTOSOMIASIS O BILHARZIASIS: PRINCIPALES ESPECIES
CAUSANTES Y SUS CARACTERISTICAS

La schistosomiasis es una enfermedad parasitaria transmitida por moluscos de agua
dulce y que es endémica en regiones tropicales y subtropicales, sobre todo en aquellas
comunidades pobres sin acceso a agua potable segura ni a saneamiento adecuado.
Los parésitos del género Schistosoma se caracterizan por ser parasitos estrictos de
mamiferos. Los schistosomas son conocidos como trematodos de la sangre, ya que su
habitat en el hospedador definitivo es el sistema vascular, normalmente las venas
mesentéricas y vesicales (Sheehan et al., 1984). Son cinco las especies de gran
importancia en parasitologia humana, aunque de las cinco, son tres especies del
género las responsables principales de este tipo de afeccion parasitaria, S.
haematobium, S. mansoni y S. japonicum (Fig. 1). Se distinguen entre si por algunos
caracteres morfolégicos y también por la morfologia de los huevos (Fig. 2) y la via de
eliminaciéon de los mismos. Cada una de ellas presenta un molusco hospedador
intermediario especifico, en el cual se desarrollan algunas fases larvarias del parasito
(Gallego-Berenguer, 2006).

Schistosoma haematobium

Es el agente causal de la schistosomiasis urogenital y se trata de una antroponosis
ampliamente extendida por gran parte del Continente Africano, especialmente
Madagascar, Peninsula Arabiga, Irak, Irdn, Siria, Libano, Turquia y focos limitados en
Goa e India (Ash & Orihel, 2010; Gallego-Berenguer, 2006).

Los machos adultos miden entre 10 y 15 mm de longitud y las hembras
aproximadamente 20 mm (Ash & Orihel, 2010). Los machos presentan el tegumento
finamente espinoso y los ciegos se fusionan hacia la mitad de su longitud corporal. Los
machos poseen de cuatro a cinco testiculos localizados en la porcion anterior del
cuerpo, por detras de la ventosa ventral y las hembras tienen el ovario en su mitad
posterior pudiendo contener entre 20 y 100 huevos en su utero (Gallego-Berenguer,
2006). Los huevos son voluminosos, carentes de opérculo y tienen una cubierta
transparente con un agudo espolon terminal, miden de 112 a 170 um por 40-70 pm
(Ash & Orihel, 2010).
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La puesta de huevos tiene lugar en los plexos venosos de la region pélvica,
fundamentalmente en los que irrigan la pared de la vejiga urinaria, y son eliminados
con la orina (Gallego-Berenguer, 2006), aunque en ocasiones se los puede encontrar
en las heces. El periodo previo a los sintomas es de 8-12 semanas (Ash & Orihel,
2010).

Sus hospedadores intermediarios son moluscos pulmonados dulceacuicolas,
pertenecientes al género Bulinus, el cual se caracteriza por poseer una concha conica,
de color gris oscuro y que mide alrededor de 1 cm de longitud (Ash & Orihel, 2010;
Géllego-Berenguer, 2006).

Schistosoma mansoni

Es el agente causal de la schistosomiasis intestinal y es endémica de Africa, aunque
también se distribuye por Arabia, numerosas islas del Caribe incluido Puerto Rico,
Republica Dominicana, Guadalupe, Martinica, etc. Con el trafico de esclavos se
dispersé por América del Sur (Brasil, Surinam y Venezuela). Ademas del hombre, los
perros, gatos y ratas pueden ser infestados por el parasito.

Se distingue por el tegumento dorsal de sus machos, provisto de pequefios
tubérculos espinosos y por la fusion anterior de sus ciegos. Los machos poseen de 6 a
9 testiculos, localizados en la mitad anterior del cuerpo y las hembras se caracterizan
por la situacion muy anterior de su ovario y un nimero muy escaso de huevos uterinos,
por lo que sus glandulas vitelégenas ocupan los dos tercios distales de su cuerpo
(Gallego-Berenguer, 2006)

Los machos son robustos y miden de 6,4 a 12 mm de longitud y las hembras de 7,2
a 17 mm. Los huevos son grandes, miden de 114 a 175 pm por 45-70 um, carecen de
opérculo y tienen una cubierta transparente y un pronunciado espolén lateral (Ash &
Orihel, 2010).

Los plexos venosos de la region final del colon y los del ileon inferior son los lugares
de eleccion para la puesta de los huevos que se eliminan fecalmente (Gallego-
Berenguer, 2006). El periodo previo a los sintomas es de 6-8 semanas y los vermes
adultos pueden vivir hasta 25 afos (Ash & Orihel, 2010).

Sus hospedadores intermediarios son moluscos pulmonados acuaticos del género
Biomphalaria, los cuales se caracterizan por poseer una concha discoidal plana marrén
oscuro o rojiza con un diametro de entre 7-22 mm (Ash & Orihel, 2010; Géllego-
Berenguer, 2006).
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Schistosoma japonicum

Es el agente causal de la shistosomiasis arteriovenosa. La infeccibn con S.
japonicum es una infeccion zoonotica con multiples reservorios como son roedores,
perros, ganado, bufalos de agua, cerdos, caballos, ovejas y cabras., desafiando los
esfuerzos para su eliminaciéon, siendo ésta mucho mas costosa (Gallego-Berenguer,
2006). S. japonicum se presenta en China, Filipinas, Indonesia y Tailandia (Ash &
Orihel, 2010).

Los adultos se caracterizan por su tegumento desnudo, carente de tubérculos y
porque sus ciegos se fusionan en el tercio posterior (Gallego-Berenguer, 2006). Los
machos y las hembras miden de 12 a 20 mm de longitud segun el hospedador animal
en el que se encuentren. Los huevos presentan una espina lateral rudimentaria, poco
visible. En el caso de S. japonicum los huevos son grandes, redondeados y sin
opérculo; miden de 70 a 100 um por 55-65 um (Ash & Orihel, 2010).

Las hembras tienen el ovario situado en la region media de su cuerpo y pudiendo
contener su Utero de 50 a 200 huevos o0 mas.el Utero y los machos normalmente tienen
7 u 8 testiculos (Gallego-Berenguer, 2006).

Las formas adultas de esta especie del parasito desovan en los plexos venosos y
arteriales que irrigan el intestino delgado, mas raramente en los renales y esofagicos, y
los huevos salen al exterior con las deyecciones. Los hospedadores intermediarios son
moluscos del género Oncomelania (Gallego-Berenguer, 2006).

Ademas de las tres especies precedentes son otras especies del género
Schistosoma las que también son agentes causales de schistosomiasis humanas de
tipo zoondtico como son S. mekongi y S. intercalatum que seran descritas a

continuacion de forma mas breve.

Schistosoma mekongi

Esta especie vive en las venas mesentéricas superiores que drenan el intestino
delgado. Su éarea de distribucién se reduce a lo largo del rio Mekong, en el sudeste de
Asia, en paises como Laos, Camboya y Thailandia (Géllego-Berenguer, 2006). Los
vermes adultos de S. mekongi son semejantes en tamafio y morfologia a los de S.
japonicum. En el caso de S. mekongi, los huevos, aunque muy parecidos a los de S.
japonicum son de dimensiones mas reducidas (51-78 pm por 39-66 pum). Los moluscos
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gue actian como hospedador intermediario son moluscos hidrébidos del género
Neotricula. (Ash & Orihel, 2010).
En Malasia se ha descrito recientemente otra especie a la que se le ha dado el

nombre de S. malayensis.

Schistosoma intercalatum

Es el agente causal de la schistosomiasis intestinal, vive en los plexos mesentéricos
del intestino grueso. (Ash & Orihel, 2010). Se distribuye por las zonas de pluvisilva de
Africa central (World Health Organization, 2017). Su distribucion abarca el Gabén,
Camerun y la Republica Centroafricana. El molusco hospedador intermediario es del
género Bulinus (Gallego-Berenguer, 2006). Los huevos presentan un espolén terminal
y suelen ser mas grandes (140-240 pum por 50-85 um) que los huevos de S.
haematobium y se encuentran en las heces no en la orina. Dichos huevos presentan
una curvatura ecuatorial, la prominencia de la cual es variable. La espicula terminal
suele ser mas larga, ligeramente curva y mucho mas angulosa que en S. haematobium
y son eliminados en las heces (Ash & Orihel, 2010).

Algunas poblaciones de esta especie se ha visto recientemente que muestran
diferencias a nivel especifico, habiéndose descrito una nueva especie, S. guineensis.
Con ella resultan ya siete las especies de Schistosoma detectadas afectando a

humanos.

2.1.1.- LA SCHISTOSOMIASIS URINARIA O UROGENITAL

2.1.1.1.- AGENTE CAUSAL, CICLO BIOLOGICO Y ESPECIES VECTORAS

Agente causal

El agente causal de la schistosomiasis urogenital es S. haematobium. A diferencia
de lo que ocurre con otros trematodos, las especies del género Schistosoma presentan
sexos separados, es decir, hay un macho y una hembra presentando ambos diferentes
caracteristicas morfolégicas (Hillyer, 1982; Loker, 1983).

De forma general, por un lado, los machos (Fig. 3 a) presentan, por lo general, la

cubierta externa del tegumento ornamentada con tubérculos y espinas cortas con el
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cuerpo de aspecto pseudocilindrico e incurvado por el repliegue de sus bordes para
formar el canal ginecoforo, en el que la hembra permanece durante la cOpula hasta que
inicia la puesta de sus huevos. La longitud de los machos oscila entre los 10 y 20 mm
en tanto que su diametro es tan solo de 0,5-1 mm (Gallego-Berenguer, 2006). Poseen
las ventosas bastante préoximas, y los testiculos post-acetabulares cada uno con su
conducto eferente reuniéndose en un espermiducto comdn que se dilata en una
vesicula seminal y que a su vez desemboca en el poro genital post-acetabular (Hillyer,
1982; Loker, 1983; Gallego-Berenguer, 2006).

Por otro lado, las hembras (Fig. 3 b-c), que son mas largas y finas que los machos
(15-25 x 0,25-0,30 mm), se alojan en el canal ginecéforo del macho. Presentan la
cubierta externa lisa o casi lisa con pequefias o0 diminutas espinas. El ovario oval tiene
una situacion subecuatorial que es m&s o menos anterior 0 posterior segun las
especies. Del borde posterior del ovario parte el oviducto que se dobla hacia delante
del ovario y da paso al ootipo del que nace un Utero recto y tubular cuyo poro se abre
por detras del acetabulo y que contiene un numero reducido de huevos. Al ootipo
confluye un largo viteloducto, también rectilineo, que ocupa toda la regidon postovarica
de su cuerpo, en cuyos lados se situan los foliculos vitelégenos (Hillyer, 1982; Loker,
1983; Gallego-Berenguer, 2006).

Los huevos son de grandes dimensiones (hasta 200 um de largo) y se distinguen
por la presencia, lateral o apical posterior, de un desarrollado espolén y conteniendo ya
un miracidio bien desarrollado en el momento de ser puestos por la hembra (Gallego-
Berenguer, 2006).

Ciclo bioldgico

En su ciclo biolégico, las especies del género Schistosoma son alternativa y
obligatoriamente parasitos de un vertebrado (mamifero) y de un invertebrado (molusco
gasterépodo).

Las formas adultas del parasito viven en vasos sanguineos del sistema porta donde
tiene lugar la reunién del macho y la hembra y su copula. Una vez que ésta ha tenido
lugar, las parejas inician una emigracion hacia los plexos venosos que irrigan diversos
organos (los de la region pélvica y vejiga urinaria, o los de distintas zonas del tubo
digestivo), hacia los cuales cada especie muestra una notoria selectividad, que en el

caso de S. haematobium es la vejiga urinaria.
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El ciclo biolégico (Fig. 4) se inicia con la puesta de los huevos, para la cual las
hembras abandonan el canal ginecoforo de los machos y, gracias a su pequefio
diametro, penetran en vasos de pequefio calibre en cuya luz van depositando sus
huevos, retrocediendo mientras los ponen para pasar a otros pequefios vasos y repetir
la operacion, una vez tras otra, hasta dejar la luz de estos pequefos vasos repleta de
largas filas de huevos (200-300 hasta 3000-4000 o méas segun la especie) desde 300
hasta 3000 en S. haematobium (Gallego Berenguer, 2006).

Del total de huevos puestos, algunos atraviesan la pared de las venas y los tejidos
de la vejiga urinaria, donde mas del 50% quedan atrapados y otros pasan a través de
la pared del lumen hasta llegar al medio externo (Theron & Jourdane, 1979; Jourdane
& Theron, 1980; Jourdane et al., 1980; Jourdane, 1983).

Con la orina (en S. haematobium) o las deyecciones, los huevos alcanzan el agua y
tiene lugar la salida del miracidio (larva mévil y ciliada) por la efraccién de las paredes
del huevo. El miracidio emerge nadando activamente gracias a su cubierta ciliada,
sobreviviendo tan sélo unas pocas horas en el agua durante las cuales tratara de
penetrar en los tejidos blandos de los moluscos que actian como hospedadores
intermediarios especificos, guiados por los estimulos quimiotacticos de los mismos
(Gallego Berenguer, 2006). En el caso de S. haematobium, son los moluscos de agua
dulce del género Bulinus, como es el caso de la especie B. truncatus.

Es a nivel de caracol hospedador donde el parasito sufre una multiplicacién asexual.
El miracidio metamosfosea dando lugar a un esporocisto de primer orden, denominado
esporocisto madre con capacidad exclusivamente esporocistdgena, el cual produce
numerosos esporocistos de segundo orden, llamados esporocistos hijos, los cuales
presentan capacidad tanto cercaribgena como esporocistégena, es decir, capacidad
para producir tanto un elevado numero de cercarias como de replicarse produciendo
una siguiente generacién de esporocistos hijos, con idéntica capacidad bipotencial y
asi sucesivamente (Theron & Jourdane, 1979; Jourdane & Theron, 1980; Jourdane et
al., 1980; Jourdane, 1983).

Después de varias semanas, las cercarias (larvas no ciliadas de tipo furcocercaria)
gue ya se han formado emergen de los esporocistos hijos, abandonando el molusco
hospedador aproximadamente a los 4 meses de la infestacion, y nadando activamente
(vida de 1-3 dias) en busca del que sera el hospedador definitivo, que en caso de S.
haematobium es el ser humano.

Durante su penetracion transcutanea, la furcocercaria pierde su cola y pasa a un
estadio juvenil del parasito, denominado esquistosémulo, que gana acceso al sistema

circulatorio y llega a la circulacion mayor y de alli a los capilares pulmonares a partir de
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las 48h de penetracién de la frucocercaria. Arrastrados por la corriente sanguinea de
las venas pulmonares, los esquistosomulos llegan al corazon y desde este son
conducidos al higado por la arteria hepética para pasar después a los vasos del
sistema porta. En ellos tendra lugar su maduracion a adultos y el acoplamiento de los
sexos, que cierran el ciclo al iniciarse la puesta de los huevos. El periodo de puesta
puede durar varios afios, ya que la vida de los paréasitos adultos se puede prolongar
hasta 30 afios en el hospedador definitivo, aunque la esperanza de vida se encuentra
entre 3 y 8 afios (Sheehan et al., 1984; Gdéllego Berenguer, 2006; IAMAT, 2015;
Kincaid-Smith et al., 2016).

Aunque S. haematobium puede desarrollarse en Bulinus spp. a temperaturas
alrededor de los 20°C (Chu et al., 1966), la temperatura 6ptima para la infeccion de los
caracoles vectores (Bulinus spp.) con el miracidio de S. haematobium, es entre los
20°C y los 30°C (Chu et al., 1966; Blankespoor et al., 1989). La emisién cercariana
también depende de la temperatura, con una mayor emision a altas temperaturas
(Rollinson et al., 2001). Sin embargo, la emisién cercariana puede darse entre 10°C y
30°C (McClelland, 1965).

Especies vectoras

Son los moluscos de agua dulce pertenecientes al género Bulinus los que actian
como hospedadores especificos de los estados larvarios de S. haematobium.

Bulinus (O.F. Muller, 1781) es un género de gasteropodo planérbido dulceacuicola
con una treintena de especies descritas, caracterizado por poseer una concha levégira
con una espira de forma muy variable, una abertura relativamente alta y vueltas
uniformemente curvadas, pudiendo ser angulosas y raramente carenadas, a diferencia
de otros plandrbidos con forma discoidal (por ejemplo: Planorbis) (Brown, 1980).

Se trata de un género de gran interés sanitario, ya que la mayoria de sus especies
son vectoras de pardsitos trematodos que pueden causar graves enfermedades en
humanos, como la schistosomiasis (Esquistosomiasis) o Bilharziasis. Bulinus truncatus
es un taxdn de amplia distribucion geogréafica que comprende varios paises europeos:
Espafia, Francia continental y Corcega, Grecia continental y Creta, Italia (Cerdefia y
Sicilia), Malta y Portugal. También esta presente en gran parte de Africa, desde Egipto
hasta el sur de Marruecos y el Sdhara por el norte y desde la Republica Democrética
del Congo hasta Malawi y Etiopia, por el sur, asi como en Oriente Medio (Iran, Irak y

Arabia Saudita) y el Oriente Proximo (Jordania, Israel y Yemen) (Germain, 1931;
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Larambergue, 1939; Brown, 1980; Schutt, 1987; Giusti et al., 1995). En Espafa B.
truncatus ha sido citada previamente en Andalucia, islas Baleares, Catalufia y Galicia
(Rolan et al., 1987; Bech, 1990; Pérez-Quintero et al., 2004; Beckman, 2007).

Durante 2014 se hallaron dos nuevas poblaciones de Bulinus truncatus en Espafa.
En una de ellas, la laguna de Villena (Alicante) que fue desecada a principios del siglo
XIX, solo se encontraron conchas, mientras que, en la otra, que se encuentra en El
Ejido (Almeria), se hallaron una cantidad considerable de ejemplares vivos.

Ademas del valor faunistico y biogeogréfico de B. truncatus, debe sefialarse su gran
importancia sanitaria, ya que es bien conocido su papel como hospedador
intermediario o vector de agentes causales de schistosomiasis, concretamente de S.
haematobium parasito de humanos (Berry et al., 2014; Holftreter et al., 2014; Lewis &
Tucker, 2014) y de Schistosoma bovis parasito del ganado (Moné et al. 1999; De La
Torre-Escudero et al., 2012).

La concha de B. truncatus (Fig. 5) es, como ya se ha dicho con anterioridad, levogira
y posee una forma ovoide globosa bastante fragil, de color ambar palido, muy variable
respecto a la altura de la espira. Una descripcion mas detallada nos permite conocer
gue su concha estd compuesta por 3-4 vueltas convexas abombadas, con suturas
profundas siendo la Ultima un poco mas alta que la mitad de la concha y provista de
estrias longitudinales, aunque en general poco marcadas, finas, desiguales algo
flexuosas. Posee un pice romo, una abertura oblicua ovalada y un poco angulosa por
la parte superior, con el peristoma delgado, subcontinuo, no reflejado, sin
engrosamiento, con el margen columelar normalmente estrecho mas o menos
enrollado y con el obligo estrecho. Las dimensiones maximas para esta especie
alcanzan 12,0 mm de longitud y 8,0 mm de diametro (Germain,1931; Brown, 1980). La
protoconcha, como en todo el género Bulinus, presenta una microescultura puntiforme

cuyos puntos aparecen dispuestros en filas espirales (Germain, 1931).

2.1.1.2.- DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La schistosomiasis debida a S. haematobium es una enfermedad que fue conocida
ya en la antigua Mesopotamia y en la parte sur del Mediterraneo, donde fue detectada
en momias egipcias con vejigas calcificadas, una caracteristica de la forma urogenital
de la enfermedad. La distribucién geografica de S. haematobium cubre el Africa
Subsahariana, el medio Este y la peninsula Arabica con un total de 54 paises
afectados (WHO, 2014).
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2.1.1.3.- EPIDEMIOLOGIA

La zona de prevalencia de la schistosomiasis se sitla en la regiones tropicales y
subtropicales (Fig. 6), mas notablemente en aquellas comunidades que no tienen
acceso al agua potable y a unas condiciones de saneamiento favorables. Se estima
gue el 90% de las personas que se encuentran bajo la necesidad de ser tratadas
contra la schistosomiasis viven en Africa (OMS, 2017). De los mas de 110 millones de
casos en Africa sub-Sahariana, 70 millones estan asociados a hematuria, 18 a
patologias de la pared de la vejiga y 10 millones a la hidronefrosis que conlleva a una
enfermedad severa de los rifiones (Van der Werf et al., 2003; King et al., 2005), asi
como también se asocia al cancer de vejiga (Shiff et al., 2006).

Se estima que unos 16 millones de mujeres presentan schistosomiasis genital, la
cual causa complicaciones relacionadas con la fertilidad y transmision del VIH, asi
como otras infecciones transmitidas sexualmente (Kjetland et al.,, 2014). La
schistosomiasis afecta particularmente las poblaciones pobres de agricultores y
pescadores, asi como a las mujeres que realizan sus tareas domeésticas con el agua
infestada por no tener acceso a otro tipo de agua, dejandolas igualmente expuestas al
riesgo. La falta de higiene y el contacto con el agua infestada mediante el juego hace
gue los niflos sean particularmente vulnerables (OMS, 2017).

El éxodo rural y los desplazamientos de refugiados son factores que favorecen la
introducciéon de la enfermedad en nuevas regiones. Asi pues, teniendo en cuenta que
el crecimiento demografico va de la mano con el aumento de las necesidades de
energia y agua, y que estos dos factores a menudo son el origen de programas de
desarrollo que conllevan también a modificaciones en el ambiente, se deduce que todo
ello junto con el desarrollo del ecoturismo y los viajes, refuerza la transmision de la
schistosomiasis.

Dicha enfermedad es endémica en 78 paises tropicales y subtropicales del mundo
(OMS, 2014). La Organizacién Mundial de la Salud en 2014 estimé que 258 millones
de personas requirieron tratamiento preventivo contra el parasito (Fig.7). Mas de 61,6
millones de personas fueron tratadas contra la schistosomiasis en 2014 (OMS, 2014).

Los datos aportados por GLOBOCAN de la Agencia Internacional de Investigacion
de Cancer (IARC, 2012) muestran que, en las mujeres, la mortalidad debida al cancer
de vejiga es mas elevada en regiones endémicas de Africa para la schistosomiasis

urogenital. Sin embargo, en los hombres, la diferencia es menos importante debido a
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una menor exposicion y a la presencia de factores de confusion tales como el tabaco
(Berry et al., 2016).

2.1.1.4.- PATOLOGIA Y CLINICA

Exponiendo las manifestaciones clinicas de la schistosomiasis urinaria desde una
perspectiva patogénica, y de acuerdo con el vigor de la respuesta inmune del
hospedador, esta parasitosis puede deberse a desoérdenes en la respuesta inmune
mediada por células o por inmuno-complejos. Lo anterior, normalmente debido a una
infeccion por S. haematobium, se atribuye a la formacién de granulomas en la totalidad
del tracto urinario, que es donde se da el mayor impacto al ser el sitio de mayor
oviposicion.

De forma comdn se dan infecciones bacterianas y virales secundarias, las cuales
pueden estar implicadas en la formacion secundaria de piedras en la vejiga. Ciertos
complejos circulatorios compuestos por antigenos de Schistosoma y diferentes clases
de inmunoblobulinas depositadas en los rifiones dan lugar a varios patrones de
patologia glomerular. Esta Gltima ha sido categorizada bajo seis clases basadas en el
perfil histologico y de inmunofluorescencia. Estas seis clases han sido asociadas a las
respectivas manifestaciones clinicas y dependen del estado de evolucion de la
respuesta inmune del hospedador, del grado de asociacion con la fibrosis hepatica y de
la coinfeccion con Salmonella o hepatitis C.

El amplio espectro clinicopatolégico de la schistosomiasis urinaria refleja la
evolucion de la respuesta inmune del hospedador segun la cronicidad de la infeccién y
de las coinfecciones bacterianas o virales. Asi pues, la patogenicidad es atribuida a la
perturbacion del sistema inmune del hospedador por parte de los antigenos del
parasito. De modo que, la enfermedad urinaria puede ser, por tanto, categorizada en
dos tipos segun sea la respuesta inmune a la infeccion y el potencial oncogénico de
esta Ultima en, celular (Tipo IV reaccion de hipersensibilidad) o humoral (principalmente
Tipo 1ll) (Barsoum, 2012).

A continuacion, seran descritas con mas detalle las diferentes manifestaciones
patoldgicas y clinicas que la infeccion por S. haematobium provoca en las diferentes
partes del tracto urinario.

A)Manifestaciones de la respuesta inmune mediada por células
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El granuloma schistosomal es la unidad tipica de la respuesta inmune celular en la
infeccion por Schistosoma. Dicho granuloma esta compuesto por diferentes células
sanguineas y tisulares que son reclutadas por quimio-trayentes especificos, que
cubren funciones especificas. Aunque esta reaccion es basicamente celular por
naturaleza, el rol de los anticuerpos y del complemento ha sido documentado en
modelos experimentales desde hace décadas. El impacto clinicopatolégico del
granuloma schistosomal difiere segun la fase de evolucion en la que se encuentre. La
inflamacion es dominante en la fase temprana cuando el granuloma es celular y
secreta activamente quimiocinas, citoquinas y otros mediadores pro-inflamatorios,
mientras que la transformacion parenquimal-mesenquimal domina en las Ultimas fases
cuando el granuloma es moderado, fibrético o calcificado (De Brito et al., 1984).

A.l) Lesiones inflamatorias

La infeccion por S. haematobium afecta frecuentemente a la vejiga, uréteres
inferiores, vesicula seminal y de forma menos frecuente, al vaso deferente, la prostata
y el sistema genital femenino. Las lesiones iniciales son granulomas mucosos que se
unen para formar tubérculos, ndédulos o masas que normalmente se ulceran. La
submucosa y capas de musculo también estan implicadas en el proceso inflamatorio el
cual puede conducir a una contrapresion transitoria si las uniones uréterovesicales
estan afectadas. La manifestacion clinica caracteristica es la hematuria terminal,

normalmente asociada al incremento de la frecuencia de miccion y disuria.

A.2) Lesiones fibréticas
Vejiga

Las lesiones de la vejiga dejan una mucosa con manchas granulosas,
descriptivamente conocidas como manchas de arena, las cuales son caracteristicas de
la schistosomiasis. Estas a menudo se calcifican, proporcionando una opacidad tipica
en el plano de la examinacion radiologica. La naturaleza parcheada de la lesion puede
dafar relativamente la mucosa sana la cual se llega a enquistar dando lugar a una
patologia tipica llamada cistitis quistica, pudiendo ser estas lesiones totalmente
asintomaticas. La bacteriuria secundaria es comuan, particularmente en pacientes con
lesiones obstructivas (Laughlin et al., 1978), debidas en parte al uso de instrumentos
urologicos, causando una cistitis cronica.

En ciertas zonas de endemia, los microorganismos pertenecientes al género
Salmonella, son causas notorias de la resistente cistitis bacteriana secundaria, debido
a la conocida asociacion simbiética entre schistosomas y ciertas cepas de Salmonella
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(Muniz-Junqueira et al.,, 2009). Se han detectado sobre todo las bacteurias por
Salmonella en pacientes de Egipto (Laughlin, 1984).

Uretra

La parte mas externa de la vejiga es uno de los sitios favoritos de oviposicién de los
schistosomas, mas concretamente el apice del trigono vesical. La acumulacion de
huevos en esta zona desarrolla una fibrosis intensa la cual induce, a su vez, la
obstruccion del cuello de la vejiga, provocando incontinencia de forma ocasional. Esta
incontinencia, sin embargo, es una complicacion que normalmente se da cuando se
intenta dilatar el cuello de la vejiga mediante procedimientos uroldgicos (Barsoum,
2012).

Uniones urovesicales

Las uniones ureterovesicales marcan la base del trigono de la vejiga, de ahi su
vulnerabilidad a las lesiones schistosomales. Durante la fase inicial de la enfermedad,
las lesiones que se producen pueden llegar a causar obstruccion funcional y/o reflujo,
pudiendo esto conllevar cambios de presion en la parte de atrds del tracto urinario
(Barsoum, 2012).

Uréteres

Las lesiones por bilharziasis o schistosomiasis se limitan comunmente a la mitad
inferior de los uréteres, correspondiéndose con el borde inferior de la tercera vértebra
lumbar, atribuyéndose a los canales anastomoticos de ese sitio, situados entre las
venas mesentérica inferior y la periuréterica y la vesical. Se cree que estas
comunicaciones son la principal ruta a través de la cual los individuos adultos de S.
haematobium migran al sistema urinario. Las lesiones de los uréteres incluyen la
formacion de tubérculos tempranos y Ulceras que pueden acabar en quistes. La
uropatia obstructiva puede que no llegue a ser sintomatica hasta que la enfermedad no
esté avanzada y a menudo se detecta so6lo por pielografia intravenosa o renografia con
iodino-131-iodohipurate sodium (Pugh et al., 1979; Young et al., 1979). Otras lesiones
asociadas a la patologia del rifidn o de la vejiga, no provocan sintomas especificos,
aunque algunos pacientes se quejan de dolor o molestia en la zona suprapubica o

pélvica (Barsoum, 2012).

Estructuras genitales
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Se pueden desarrollar lesiones inflamatorias y una subsecuente fibrosis en las
vesiculas seminales y prostata de hombres, asi como también en el cérvix uterino,
vagina, vulva y trompas de Falopio de mujeres (Brown et al., 1982). Muchas de estas
lesiones son asintométicas, aunque la fibrosis subsecuente puede provocar la
esterilidad en el hombre, siendo la calcificacion de las vesiculas seminales es uno de
los signos radiologicos caracteristicos en la schistosomiasis (Barsoum, 2012).

Nefropatia obstructiva

Los efectos de la presién en la espalda pueden extenderse a los rifiones o bien
producir el fallo de la compensacion urodinamica uretérica o el reflujo vesicouretérico.
Debido a la fibrosis asociada al parénquima renal, el alivio de la obstruccion puede que
no corrija la presién de la espalda que aparentemente se muestra en las radiografias.
En estos casos es necesario medir la presion de la espalda para evitar intervenciones
injustificadas. El procedimiento estandar en este caso es el llamado test Whitaker, el
cual se correlaciona con el renograma de diuresis en el 75% de los casos (Barsoum,
2012).

Pielonefritis cronica

Como resultado de la obstruccién, el reflujo, la infeccion y posiblemente la lesion
tubular mediada inmunolégicamente por la especificidad del parasito, dafia los rifiones
a menudo acabando en una nefritis intersticial crénica con fibrosis y dafio funcional. La
pérdida de la habilidad de concentracion, pérdida de sodio y la acidosis tubular
constituyen la triada inicial tipica. Ademas, la excrecién de calcio a través de la orina se
ve incrementada debido a la reabsorcion de los huesos y a su vez, la concentracion de
citrato se ve reducida debido a la acidosis tubular.

En la schistosomiasis, la incidencia de piedras infectivas se ve incrementada. El
glomérulo puede mostrar cambios alternativos asociados a fibrosis periglomerular o
dafio inmunoldgico concomitante. La funcion glomerular de forma eventual acaba en
fallo renal. Como en otro estado final de la enfermedad renal debida a enfermedad
intersticial cronica, la anemia es severa, la acidosis es marcada al combinarse la
retencién acida con la pérdida de bases y la enfermedad ésea es prominente debido a
la temprana pérdida de calcio y el subsecuente hiperparatiroidismo (Barsoum, 2012).

B) Enfermedad mediada por el inmuno-complejo
Glomerulonefritis
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Se han reportado unos cuantos casos del sindrome nefritico transitorio durante las
fases tempranas de la infeccién por S. hematobium en la parte baja del tracto urinario
(Ezzat et al., 1978). Esto es a menudo olvidado por la hematuria y disuria que dominan
en la enfermedad de la vejiga. Los pacientes pueden desarrollar hipertension
moderada, edemas y su orina contiene significativas cantidades de albamina, células
rojas dismoérficas y emisiones de sangre (Barsoum, 2012).

Malignidad

La neoplasia de la vejiga se ha reportado en pacientes, con una incidencia mayor
del 45 % (Chugh et al.,, 1986). La tipica lesion histolégica reportada en muchos
estudios a lo largo de los afios es un carcinoma de células escamosas en alrededor del
60%. ElI carcinoma de células transicionales fue reportado en un 20%, el
adenocarcinoma en un 10% y una mezcla de ambos en un 10%. Los huevos de
Schistosoma fueron detectados en méas del 85% de los canceres de vejiga en una serie
de 1026 casos de Egipto sujetos a cistectomia quirdrgica (Ghoneim et al., 1997). El
carcinoma de la vejiga, el cancer mas comdn en Egipto es la complicacion mas
importante que se da, siendo la mayor parte de los casos descritos en adolescentes
(Schwartz, 1981).

El tumor, particularmente cuando se trata de células escamosas, permanece por un
periodo largo de tiempo antes de expandirse en las proximidades de los tejidos
pélvicos, gracias a la oclusion linfatica por el precedente proceso fibrotico (Gouda et
al., 2007). Las infecciones bacterianas y viricas asociadas, asi como los productos
parasitarios, son los principales factores de patogenicidad. La asociacion con la
infeccion del virus del papiloma humano ha dado recientemente una considerable
atencion a ese respecto, encontrandose en alrededor de 1 de cada 4 casos (El-Mawla
et al., 2001). Dicho tumor se puede detectar mediante examinacién pélvica en la cual
puede identificarse de forma local la expansién linfatica extravesical y la metastasis en
los pulmones, higado o huesos puede ser detectada mediante analisis especifico de
imagenes (Barsoum et al., 2012).

Puede darse dermatitis en el punto de entrada del parasito, pero a veces va mas alla
produciendo papulas pruriticas, formandose méas comunmente en las piernas. El
sindrome de la schistosomiasis aguda, conocido como la fiebre de Katayama, es
esencialmente una enfermedad del complejo inmune, similar a la enfermedad del
suero. Normalmente empieza durante la fase de migracién del parasito y llega a ser
mas severa cuando el verme adulto empieza a depositar los huevos (Lehman et al.,
1973).
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Las manifestaciones clinicas de dicha enfermedad incluyen fiebre, resfriado, diarrea,
anorexia, urticaria, leucocitosis y eosinofilia. Los sintomas van remitiendo
gradualmente entre los 3 y 4 meses después de la exposicién, mientras que, por su
parte, los sintomas de la schistosomiasis aguda han sido raramente reportados en S.
haematobium que en otras especies del género Schistosoma. La enfermedad cronica
causada por S. haematobium, afecta predominantemente al tracto urogenital. Esto se
debe a que los huevos son depositados en los tejidos intersticiales, formandose
granulomas a su alrededor con la consecuente fibrosis. La severidad de la enfermedad
es directamente proporcional al niumero de huevos depositados (Lehman et al., 1973).

Los analisis de orina realizados durante esa fase muestran una significativa
correlacién entre la intensidad de la infeccion y el grado de hematuria y proteinuria
(Wilkins et al., 1979; Mott et al., 1983). Una respuesta inflamatoria exudativa de la
mucosa Yy de la submucosa en el sistema genitourinario, se manifiesta con hiperemia,
Ulceras, nodulos y pélipos, pudiendo desarrollarse de forma irreversible y con lesiones
fibrosas cronicas que son mas evidentes a partir de los treinta afios. Esta forma cronica
de la enfermedad se desarrolla principalmente en los pacientes infectados de forma

mas severa (Barsoum et al., 2012).

Respuesta el hospedador

La respuesta del hospedador frente a la schistosomiasis es compleja y la defensa
mas efectiva se da durante los primeros dias después de la penetracién de la cercaria.
Durante este periodo, la tasa de desercion de los schistosémulos en la invasién es alta
(Warren, 1982). La respuesta del hospedador estd mediada por la activacion
inespecifica del complemento, anticuerpos IgE y 1gG, eosindfilos, macrofagos y
mastocitos. Las citadas IgE y IgG actuan principalmente por citotoxicidad mediada y
dirigida por anticuerpos, mientras que las células efectoras con los eosinofilos y los
macréfagos.

El schistosbmulo responde mediante un ndmero de mecanismos como la
incorporacion de antigenos del hospedador, incluyendo antigenos ABO y HLA y otras
glicoproteinas que se encuentran en la superficie corporal del hospedador. El parasito
a su vez libera algunos antigenos de su propia superficie y secreta sustancias que
interfieren en la respuesta del hospedador. Asi pues, se crea un equilibrio que permite
gue el parasito pueda persistir en dicho hospedador (inmunidad concomitante) (Capron
et al., 1982).

En la schistosomiasis crénica, la respuesta inmune es inicialmente retrasada por

hipersensibilidad, con la formacion de granulomas alrededor de los huevos del



36

parasito. El hospedador modula su respuesta inmunoldégica a través de varios
mecanismos supresores que incluyen principalmente a los linfocitos T supresores, los
monocitos y el factor serolégico (Ottesen, 1982).

Esta parasitosis comprende dos fases distintas: una fase aguda que se da méas o
menos rapidamente después de la infeccion y una fase cronica que puede aparecer
unas semanas 0 meses mas tarde y evolucionar durante afios (Gryseels, 2012).

Fase aguda

Esta fase se traduce en dos entidades clinicas distintas: la dermatitis de nadador
y el sindrome de Katayama. La dermatitis de nadador se manifiesta mediante lesiones
cutdneas que aparecen muy rapidamente en los puntos de penetracion de las formas
larvarias del parasito (las furcocercarias). Estas ocasionan un prurito localizado
asociado a un eritema de tipo urticaria y/o a las lesiones eritemato-papulosas. Las
lesiones desaparecen generalmente en unas cuantas horas, pero en algunos casos
pueden persistir uno o dos dias.

El sindrome de Katayama es una reaccion inmunopatolégica desarrollada por
los schistosomulos (estado larvario) que sobreviven de 2 a 10 semanas después de la
infeccion. Los sintomas varian desde fiebre, tos seca, urticaria, mialgias y cefaleas
hasta incluso afecciones del sistema nervioso central o cardiacas, aunque de manera
menos frecuente. Las manifestacions de la fase aguda son, generalmente discretas en
el caso de la schistosomiasis debida a S. haematobium, en comparacién con otras

especies de Schistosoma (Berry et al., 2016).

Fase cronica

La fase cronica esta directamente relacionada con la reaccién granulomatosa que se
produce como consecuencia de los huevos. En el caso de la schistosomiasis
urogenital, los granulomas se localizan a nivel de todo el tracto urinario y genital (Whitty
et al., 2000). Sintomaticamente, la afeccion urinaria es la mas frecuente, aunque la
hematuria es muy clasica presentandose en aproximadamente el 40% de las
schistosomiasis urogenitales. La hematuria puede estar asociada o no a los dolores o
complicaciones hipogéstricos. Ademas, se puede dar una uréterohidronefrosis cuando
el granuloma se desarrolla en el lado endoluminal de los uréteres. Con respecto a la
parte ginecoldgica, se pueden observar en la mujer las dispareunias y ulceraciones
genitales, pudiendo favorecer la transmision de infecciones de transmision sexual tales
como el SIDA, mientras que en el hombre se observa orquitis, epididimitis o una
prostatitis, asociadas 0 no a una hemospermia. Las complicaciones ligadas a la fase
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cronica solo se observan en las poblaciones que viven en zonas de endemia y que por
tanto son mas propensas a las infestaciones mdultiples después de muchos afos de
evolucion. Se producen problemas en la funcién de la vejiga tales como la disuria,
produccion de residuos al miccionar, pudiendo esto ligarse a un cancer de vejiga. Las
obstrucciones bilaterales, aunque son raras, pueden llegar a generar una insuficiencia
renal y tanto en la mujer como en el hombre las afeciones genitales pueden tener como
consecuencia la hipofertilidad (Berry et al., 2016).

Schistosomiasis urinariay cancer

La asociacion entre la schistosomiasis urogenital y el cancer de vejiga fue abordada
por primera vez por C. Goebel en 1905, AR Ferguson, profesor de Patologia y de
Bacteriologia en la Facultad de Medicina del Cairo. El profesor publicé un primer
estudio bajo una serie de 40 autopsias describiendo la posible asociacion entre cancer
de vejiga y la infeccion por S. haematobium. Dentro del cuadro de la schistosomiasis
urogenital se abordaron dos procesos no exclusivos:

- una reacciéon inflamatoria crénica intra-vesical causada por los granulomas
schistosomales centrados bajo los huevos y que acaban en una transformacion
neoplasica después de muchos afios de evolucion.

- un rol cocarcinogénico de la schistosomiasis, con una respuesta inmune de tipo
Th2 intravesical pero también una alteracion de la dinAmica vesical que acaba
favoreciendo las infecciones cronicas, bacterianas y virales, conocidas por ser
cancerigenas. La hipotesis de una relacion entre schistosomiasis y cancer es
antigua y la naturaleza de esta asociacion es compleja y difiere segun la especie
de Schistosoma causante y los organos afectados. (Berry et al., 2016). La
asociacion entre un tumor maligno de la vejiga y la infeccion por S. haematobium
fue confirmada en el siglo pasado por otros autores en Egipto (Makar & Fawzy,
1947) (Mohamed, 1954) (Halawani et al., 1955) (Makhyoun et al., 1971) y de igual
modo en otros paises de Africa como Africa del Sur (Keen & Fripp, 1980), Kenya
(Anjarwalla, 1971), Uganda (Anthony, 1974), Sudan (Malik et al., 1965), Tanzania
(Kitinya et al., 1986) y Zimbawe (Thomas et al., 1990) asi como también en Arabia
Saudita (Hanash, 1984) y en Irak (Talib, 1970).

La infeccidon por S. haematobium fue reconocida por la Agencia Internacional de
Investigacion contra el Cancer en 1994 y confirmada en 2012 como cancerigena
(IARC, 1994, 2012).

El cancer de vejiga asociado al parasitismo por S. haematobium esta directa o

indirectamente ligado a la fisiopatologia local de la infeccién por la que los huevos de
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Schistosoma quedan atrapados dentro de la pared vesical. Estos huevos se quedan
dentro de la submucosa, en las proximidades de la lamina propia, desarrollandose
alrededor de ellos, una importante reaccion granulomatosa responsable de lesiones
intravesicales de tipo ulceroso y/o tumores poliploides. Esta respuesta inmunitaria de
tipo Th2 favorece el fendmeno de tolerancia entre el parasito y su hospedador (Boyett
& Hsieh, 2014).

Esta fase inflamatoria subaguda llegar4 a una fase cicatrizante de tipo fibroso y
posterior calcificacion. A largo plazo, la multiplicidad y la cronicidad de estas lesiones
conllevan una disfuncién de la vejiga. No parece que los huevos o los vermes adultos
tengan una accién directa de mutagénesis como se muestra en trabajos in vitro bajo
modelos celulares (Osada et al., 2005). Por el contrario, los antigenos de los huevos
favorecen la proliferacion de las células uroteliales (El-awady et al., 2001).

En un trabajo reciente, utilizando un modelo S. haematobium/ souris, el analisis de
los transcritos ha demostrado una sobreexpresion de ciertos factores procancerigenos
(Ray et al., 2012). Esta observacion aun no ha sido confirmada en el caso del ser
humano, en el cual, no parecen existir anomalias genéticas especificas asociadas a los
canceres inducidos por S. haematobium, lo cual est4 a favor de un rol cancerigeno no
especifico de la infeccion parasitaria (Armengol et al., 2007).

Asi pues, es probable que la accion cancerigena de la infeccién por S. haematobium
proceda de un mecanismo ligado a la inflamacion crénica; situacion que se conoce en
el caso de canceres inducidos por otras infecciones cronicas, bacterianas o virales y
gue se observa de igual manera en otras patologias inflamatorias crénicas
(Grivennikov et al., 2010). A nivel anatomopatologico, se observa la secuencia clasica
de hiperplasia, metaplasia, displasia y carcinoma. A nivel molecular, diferentes estudios
han mostrado que esas transformaciones anatémicas aparecen debido a anomalias
cromosomicas como son la represibn de genes supresores e inversamente la
activacion de genes procancerigenos, aunque los mecanismos de accion aln no se
conocen bien (Rosin et al.,, 1994; Badawi et al., 1996; Greten & Karin, 2010).
Independientemente de ese mecanismo inflamatorio, la schistosomiasis urogenital
puede favorecer la accion de cofactores cancerigenos. La alteracion de la dinamica
vesical que se da después de muchos afios de evolucion de la infeccion es
consecuencia de la fibrosis y de la calcificacion de la pared de la vejiga (Laughlin et al.,
1978; Hill,1979; Hicks et al., 1982; El-Aaser et al., 1982). La susceptibilidad infecciosa
también se ve favorecida por el estado de tolerancia inmunitaria inducida por la
schistosomiasis via la IL10 y del TGFB (Salgame et al., 2013; Brindley & Hotez, 2013).
En el caso de los pacientes que padecen de vejiga neurégena, se sospecha que las
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infecciones bacterianas cronicas sean las cuplables de inducir canceres mediante la
produccion de nitrosaminas y para el caso de la schistosomiasis urogenital, las
constataciones son similares (Hicks et al., 1977; Hicks et al., 1978; Hill, 1979; Tricker et
al., 1991). En un trabajo, en el que se utilizaron ratones como modelo (Ray et al.,
2012), se observo una disminucién en la transcripcion de diferentes genes para
proteinas de la union intercelular, asegurando el estancamiento de la estructura
epitelial de la vejiga. La alteracibn de esas estructuras en el curso de la
schistosomiasis beneficia al parasito facilitando la extrusion de huevos a través de la
luz del 6rgano, pero esto, a su vez, también favorece el contacto entre la submucosa y
las toxinas urinarias, apoyando este hecho al cancer de vejiga. Ademas, la vitamina A
interviene en la diferenciacion de los epitelios, por lo que, una carencia de la misma
también se asocia a un riesgo elevado de cancer de vejiga. Este déficit podria ser un
cofactor en los pacientes infectados por S. haematobium en las zonas donde las
carencias en vitamina A son frecuentes (Liang et al., 2005; Tang et al., 2014).

Los canceres de vejiga inducidos por S. haematobium se dan mayoritariamente
entre los 45 y los 55 afios, mientras que los que no son inducidos por este helminto se
observan sobre todo entre los 60 y los 70 afios. En las zonas de endemia, los primeros
contactos con el parasito se dan en la infancia, por lo que se entiende que son
necesarios de 30 a 40 afios de evolucidn para que aparezcan las lesiones neoplasicas
(Bedwani et al., 1998).

El elemento mas caracteristico de los canceres inducidos por la schistosomiasis
urogenital es que son de tipo escamoso. Aunque estas formas histoldgicas ocasionan
la mayor parte de las lesiones menos invasivas, con las metastasis, que son menos
frecuentes, el prondstico de este tipo de canceres es idéntico al de las formas
urogenitales no asociadas a la schistosomiasis. Bajo las formas localizadas, la
cistectomia resulta ser el mejor tratamiento curativo en términos de supervivencia
(Kamat et al., 2016). Se ha de tener en cuenta que, aunque la schistosomiasis
urogenital resulta ser endémica en nombrosos paises de Africa, la incidencia del
cancer en relacion con esta parasitosis es moderada, ya que, en 2008 se estimaron
10.200 nuevos casos por afio por toda Africa (De Martel et al., 2012).

2.1.1.5.- DIAGNOSTICO

El diagnostico para la schistosomiasis general se realiza con el objetivo de detectar

la presencia de huevos en heces u orina. Los antigenos presentes en las muestras de
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heces y orina son igualmente indicadores de la infeccion. Concretamente para la
schistosomiasis urogenital, una técnica de filtracion con filtros de nylon, papel o
policarbonatos es la norma general. Los nifios portadores de S. haematobium,
presentan casi todos los dias microhematuria detectable con bandas reactivas.

Para las personas que vienen de zonas no endémicas o en las que no se da
transmision de la enfermedad, las técnicas seroldgicas e inmunoldgicas pueden llegar
a ser Utiles para poner en evidencia la exposicién a la infeccion y la necesidad de
proceder al analisis de més brotes a tratar (OMS, 2014).

Biologia no especifica

Como en gran parte de las helmintiasis, se observa de forma frecuente
hipereosinofilia (eosindfilos polinucleados = 500 elementos/pL) y un aumento de las
IgE totales (IgE totales = 150 KUI/L para un adulto). Estos marcadores no especificos
se ven frecuentemente incrementados en la fase de invasion de la enfermedad (Van

gool et al., 2002; Jaureguiberry et al., 2010).

Biologia especifica

Para el serodiagndstico, la busqueda de anticuerpos especificos es el examen de
eleccion para el cribado y el diagnostico de los schistosomas aunque el examen
parasitologico de la orina y/o de heces asegure con certeza el diagnéstico por
deteccion de huevos. Para una mayor sensibilidad, es recomendable realizar dos
serodiagnosticos de cribado utilizando diferentes antigenos parasitarios de estados
diferentes (huevo y paréasito adulto) (Van gool et al., 2002; Jaureguiberry et al., 2010).

Para el diagnostico de S. haematobium, la combinacion de dos técnicas permite
obtener una sensibilidad del orden del 80 al 90%, asi como también una muy buena
especificidad (= 100%). En caso de que los resultados sean discordantes, solo la
técnica de Western Blot permitiria descartar. Como en muchas otras helmintiasis,
existe para la schistosomiasis una fase pre-patente en la que el diagnéstico biol6gico
es poco productivo. Para el serodiagnostico, los test no resultan ser positivos hasta la
sexta semana después de la infeccion con los extremos variando entre 1 y 3 meses.
En el caso de que el primer serodiagnéstico sea negativo, es importante, repetir el
examen si el tiempo transcurrido entre la exposiciéon y la toma de muestras ha sido
inferior a 6 o 10 semanas en el momento de la primera determinacion (Smith et al.,
2012; Nickel et al., 2015).

Diagnostico microscoépico: busqueda de huevos
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El diagnéstico microscopico para la busqueda de huevos en las muestras de orina
no es muy sensible (entre un 15 y un 50%) (Whitty et al., 2000; Bierman et al., 2005;
Meltzer et al., 2006). Es tanto menos sensible conforme méas débil es la carga
parasitaria, que es lo mas frecuente en los casos de schistosomas importados por los
vigjeros. En cambio, la microscopia permite realizar un diagnostico de la especie
teniendo en cuenta la morfologia de los huevos y la naturaleza de la muestra
examinada. De forma general, los huevos de los schistosomas procedentes del
continente africano son los de tamafio mas grande y ovalados (de 115 a 240 um de
longitud y de 40 a 70 um de ancho), con un espolén terminal bien visible en el caso de
S. haematobium.

Para una mayor sensibilidad, la busqueda de schistosomas en muestras de orina
debe hacerse a partir de orinas de 24 h, a partir de la primera miccion de la mafiana o
a partir de una miccion después de haber realizado actividad fisica. Las muestras de
orina deben ser enviadas rapidamente al laboratorio a temperatura ambiente. El
examen de heces tedricamente no es muy Util para el diagndstico de schistosomiasis
urogenital, ya que, no es frecuente encontrar huevos de S. haematobium en las heces
(Basch et al., 1991).

De forma general, se aconseja en caso de sospecha de schistosomiasis, la
busqueda de huevos tanto en heces como en orina, en el caso de que no se tengan
argumentos a favor ni de una especie ni de otra. Este examen parasitolégico debe
repetirse al menos 3 veces para obtener una sensibilidad correcta. Considerando el
tiempo necesario para que el parasito llegue a la madurez y el necesario para el
transito de los huevos a través de la pared de la vejiga, solo es posible encontrar
huevos en el examen parasitologico a partir de la 5 a la 10® semana después de la

infeccion (Basch et al., 1991).

2.1.1.6.- TRATAMIENTO

El tratamiento para la schistosomiasis se basa en la utilizacién del praziquantel
comercializado en Francia bajo el nombre de Biltricide®. Este medicamento es eficaz y
bien tolerado y puede ser prescrito en nifios y mujeres después del primer trimestre de
embarazo. La posologia recomendada es una dosis Unica de 40 mg/kg de peso
corporal. La estrategia terapéutica en el momento de la fase de invasion es delicada.
Por una parte, el tratamiento con praziquantel no es muy eficaz, ya que el hospedador
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acoge principalmente en ese periodo de tiempo, a los schistosomulos (formas
larvarias), sobre las cuales el medicamento no es muy eficaz (Cioli et al., 2014).

Por otra parte, el tratamiento precoz con praziquantel puede inducir o incrementar la
sintomatologia clinica, provocando, a pesar de todo, una lisis parasitaria que
amplificaria la reaccion inmunopatoldgica. El consenso de medidas terapéuticas contra
la bilharziosis o schistosomiasis en la fase aguda que ha surgido en los ultimos afios es
a favor de la prescripcion inicial de corticoterapia que puede estar asociada a un
tratamiento especifico con praziquantel (Jaureguiberry et al., 2010). Este tratamiento
con praziquantel deber& ser repetido 2 o 3 meses mas tarde (momento en el que todos
los parasitos seran adultos). En la fase cronica, el tratamiento con praziguantel basta
para asegurar la recuperacion en la mayoria de los casos (Berry et al., 2016). Desde
1985 el experto comité en schistosomiasis de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) ha recomendado la quimioterapia como la principal estrategia de control frente a
la infeccion. La distribucion a larga escala del praziquantel fue oficialmente adoptada
por la OMS en 2001 y esta estrategia ha sido integrada en los programas de salud
publica en muchos paises afectados (IAMAT, 2015).

El praziquantel paraliza los vermes adultos, haciéndolos vulnerables a los
mecanismos de defensa del cuerpo del hospedador. Mas concretamente lo que ocurre
es que se produce una vacuolizacion en el tegumento del parasito, seguido por la
unién de fagocitos al parasito hasta provocar su muerte (Pearson & Guerrant, 1983).
Sin embargo, este tratamiento puede mejorar, pero no solventar la situacion ya que, las
personas tratadas pueden re-infectarse facilmente. Los objetivos para la interrupcion
de la transmision del ciclo son la educacion publica, la mejora del saneamiento y la
deposicion de los residuos humanos, eliminacion de moluscos y el tratamiento de
personas infectadas (IAMAT, 2015).

2.1.1.7.- PROFILAXIS INDIVIDUAL Y CONTROL GENERAL

Con un exitoso programa nacional de control de la schistosomiasis, la prevalencia
de las infecciones causadas por S. haematobium y S. mansoni se encuentra en
declive. En otras areas desérticas como Arabia Saudi e Irak, el limitado volumen de
agua hace que las perspectivas de erradicacion de la enfermedad sean posibles. Es en
este tipo de areas donde la eliminacion de los moluscos y el tratamiento de las
personas infectadas es suficiente para bloquear la transmision. En muchos

paises,
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particularmente en el sur de Africa subsahariana, el problema ain esta a la espera de

ser resuelto. Los rios y lagos son una parte integral de la vida doméstica en las

comunidades rurales donde el agua se utiliza para consumo, lavar la ropa, higiene

personal y con fines recreativos. Solo una combinacion de educacion para la salud con

la introduccién de un saneamiento efectivo como el agua de pozos y una eficiente

deposicion de los desechos humanos en letrinas pueden prevenir la transmision de la

schistosomiasis de una forma mas adecuada (IAMAT, 2015).

Prevencion personal

Las reglas de oro para la prevencién de la schistosomiasis son:

en paises donde la schistosomiasis es endémica, evitar el contacto con cuerpos
de agua dulce.

si se planea un viaje a la jungla o desierto, asegurarse de que sera por poco
tiempo y que serd posible resistir el calor y que no se estara tentado de
refrescarse en un estanque o cuerpo de agua similar y a su vez asegurarse de
gue no te quedas sin agua purificada.

si se ha de atravesar estanques 0 pantanos, asegurarse de llevar botas de agua u
otro complemento que cubran hasta las rodillas.

mantenerse alejado de arroyos y rios; los moluscos abundan en aguas poco
profundas donde se alimentan de residuos organicos y de la vegetacion acuatica.
evitar el contacto con el agua dulce durante las horas de mas luz del dia que es
cuando las cercarias emergen de los moluscos y son mas activas.

si accidentalmente se entra en contacto con el agua dulce, se recomienda frotar la
piel inmediatamente con alcohol secando posteriormente con una toalla para
reducir la posibilidad de infeccion.

si se viaja por tierra con coche, tratar de coger un par de guantes de goma para
protegerse en caso de necesitar ponerle agua al radiador procedente de algun
estanque o cuerpo de agua similar.

el agua de rio o lago que se utilice para aseo personal o para lavar los platos
debe ser hervida o clorada.

el agua para aseo personal y para el lavado de enseres domeésticos es
relativamente seguro si se almacena durante 2-3 dias, (que es el periodo de
tiempo generalmente aceptado como esperanza de vida de las cercarias) en un
contenedor libre de moluscos.

el agua de bebida deberia ser hervida o tratada con tabletas de cloro, ya que las

cercarias podrian entrar y excavar a través de la mucosa de la boca.
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- cocinar bien los vegetales y evitar las ensaladas que hayan sido lavadas con
agua que pudiera estar infectada (IAMAT, 2015).

2.1.2.- LA EPIDEMIA RECIENTE DE SCHISTOSOMIASIS UROGENITAL EN
CORCEGA

Recientemente, ha sido detectado un brote de schistosomiasis en Europa, con
pacientes afectados en Francia, Alemania e lItalia (Berry et al., 2014; Holtfreter et al.,
2014). La introduccion de la schistosomiasis se asocia con la llegada de gente
infectada desde regiones endémicas para el parasito africano, S. haematobium y la
diseminaciéon de los huevos del parasito se da a través de la orina de dicha gente en
los sitios en donde se cria el molusco a lo largo del rio Cavu (Cércega). La
subsecuente infeccion de los moluscos plandrbidos de agua dulce de la especie B.
truncatus, presentes a lo largo de toda Cércega (Doby et al., 1966), muestra la
compatibilidad del parasito importado con el caracol local.

Origen de la epidemia

El analisis molecular de las especies de Schistosoma detectadas en Coércega,
muestra una relacion genética muy estrecha con los schistosomas previamente
aislados del noreste de Senegal, sugiriendo que el origen de los schistosomas de
Corcega es el oeste africano. S. haematobium es endémica en 53 paises (Chitsulo et
al., 2000), y la schistosomiasis urogenital es altamente endémica en Senegal; con una
prevalencia estimada de alrededor del 25% del total de la poblacion, pero un rango
comprendido entre 0% y el 100% segun la region (Schur et al., 2011). Senegal fue una
colonia francesa hasta 1958, pero entre Francia y Senegal sigue habiendo lazos. Los
nacionales viajan liboremente entre ambos paises. De modo que, los turistas franceses
pueden llegar a infectarse en Senegal y las infecciones suelen ser reportadas en los
viajeros europeos (Blach et al., 2012; Steiner et al., 2013). Los individuos puede que no
sean conscientes de que estan infectados y de que en consecuencia pueden llegar a

introducir el parasito en lugares como Cércega.

2.1.2.1.- ESPECIES INTRODUCIDAS

Durante el siglo XX, la schistosomiasis urogenital ha llegado a ser endémica en el

sureste de la provincia portuguesa de Algarve (De Azevedo et al., 1948).
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Los primeros casos se dieron en 1921 y se estimdé que la transmision cesoé
aproximadamente en 1970. El origen de este brote es desconocido, pero se postuld
gue los schistosomas fueron introducidos por gente que viajaba o bien desde
Marruecos o bien desde alguna colonia portuguesa en Africa como Angola,
Mozambique o Guinea Bissau. Una importante diferencia entre la transmision en
Cércega y en Portugal es el molusco que actiua como hospedador intermediario.

Mientras que B. truncatus se asume como el molusco hospedador intermediario en
Cércega; en Portugal, los moluscos de la especie Planorbarius metidjensis (que no
estan presentes en Coércega) se encuentran infectados de forma natural por
schistosoma en el mismo momento del brote, por lo fue propuesto como otro
hospedador intermediario responsable de la transmision de la schistosomiasis
(Bettencourt & Borges, 1922). Este hecho fue inesperado porque P. metidjensis no es
el hospedador tipico de S. haematobium y los schistosomas que se conocen son muy
especificos en términos de hospedador intermediario. Una explicacion para la
implicacion de P. metidjensis en el brote de schistosomiais urogenital en Portugal pudo
haber sido la transmision de hibridos de S. haematobium-S. bovis aparte de la cepa
pura de S. haematobium (Boissier et al., 2016).

Estudios moleculares de la cepa de Schistosoma de Coércega han mostrado que,
ademas de la cepa pura de S. haematobium, muchos de los huevos obtenidos de
pacientes son hibridos de S. haematobium y de la especie de ganado S. bovis. Este
hallazgo inesperado sugiere que se han dado varias introducciones de humanos
infectados con diferentes cepas de S. haematobium o que la hibridacién se ha dado en
Cércega (Boissier et al., 2015).

2.1.2.2.- DURACION Y LUGAR DE LA EPIDEMIA

El brote epidémico se origind en Corcega, mas concretamente en el Rio Cavu, al
norte de Porto-Vecchio, el cual es un destino turistico bastante popular (Boissier et al.,
2015). La transmisién parece ser que empez6 en 2011. El descubrimiento tardio de
esta situacion en mayo de 2014 estuvo relacionado con el diagndstico erroneo de
hematuria en pacientes infectados en los afios previos, los cuales nunca habian estado
en Africa, habiéndose registrado la ausencia de viajes a Africa en sus historiales. Este
brote fue inesperado ya que el dltimo caso de transmision de schistosomiasis
registrado en Europa fue en el sureste de Portugal, donde el dltimo paciente fue curado
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en 1967. La schistosomiasis urogenital fue entonces declarada como eliminada en
Europa y no se habia visto como una infeccion que presentara riesgo de ser
introducida en el continente hasta el momento (Boissier et al., 2015). En el verano de
2015 se reportd un caso agudo de schistosomiasis adquirido en Corcega, lo cual
sugiere que la transmisiébn aun persiste (Berry et al., 2015) y supone un riesgo
potencial.

2.1.2.3.- MOLUSCO VECTOR EN CORCEGA

La especie de planérbido B. truncatus que actia como vector de la schistosomiasis,
es endémico en Corcega (Brumpt, 1929), distribuyéndose a través del perimetro de la
isla (Doby et al.,, 1966). Estos moluscos son endémicos del sureste de Europa,
incluyendo paises como Espafia, Italia, Francia y Grecia. Se espera que la temperatura
del agua aumente con el paso del tiempo en el sur de Europa (Van vliet et al., 2013), lo
cual favorecera la supervivencia y las aptitudes tanto del pardsito como de las
poblaciones del molusco vector ya que, los moluscos del género Bulinus spp. son muy
tolerantes a los cambios de temperatura, pudiéndo sobrevivir a temperaturas de entre
2°C y 40°C (Watson, 1958; Chu et al., 1966). Resulta también interesante que, en
Cércega, se transmita la forma zoonética de la enfermedad por S. bovis, la cual puede
causar a los humanos una irritacién en la piel (dermatitis cercariana) debido a la inutil
penetracion de la cercaria en su piel (Dolfrus, 1922; Gretillat, 1963; Doby et al., 1966).

2.1.2.4.- POBLACION HUMANA AFECTADA

A comienzos del 2014 un grupo de casos de schistosomiasis urogenital fue
diagnosticado en pacientes de Francia (marzo, 2014) y Alemania (enero, 2014) (Berry
et al., 2014; Holtfreter et al., 2014; Boissier et al., 2015). Dichos pacientes nunca
habian visitado paises endémicos de schistosomiasis, pero habia un factor comun en
todos ellos y era que habian pasado sus vacaciones en el sureste de Cdrcega en
agosto de 2013, la isla francesa del Mediterrdneo bastante popular entre los turistas
debido a su belleza natural y a su clima mediterraneo (Boissier et al., 2016).

Después de que se reportaran los primeros casos, el instituto francés de sanidad
(Institute Nationale de Veille Sanitaire) y el centro europeo de prevencion y control de
enfermedades, publicaron una evaluacion de riesgos que fue seguida por una larga



47

campafa entre abril de 2014 y abril de 2015, para asi incrementar la concienciacion del
riesgo de infeccidn de schistosomiasis urogenital en Corcega y el posible diagndstico
erroneo de hematuria. Como consecuencia de ello, se reportaron 124 casos mas de
schistosomiasis adquirida en franceses nacionales quienes visitaron Corcega y
nadaron en el Rio Cavu en 2013 (Boissier et al., 2016).

Y aunque la schistosomiasis es una de las enfermedades infecciosas mas comunes
extendidas por el mundo, es raramente reportada en viajeros que vuelven de los
tropicos. Esto es asi debido a que es necesario el contacto prolongado y repetido con
el agua para que se dé la infeccion clinica y para su posterior desarrollo.

No obstante, se describen a continuacion con mas detalle cuatro casos de
schistosomiasis urinaria, procedentes de una familia de canadienses que habian sido
criados en el noreste de Nigeria en la cual los cuatro nifios presentaban la enfermedad

y fueron curados con una dosis simple de praziquantel (Sheehan et al., 1984).

Caso del paciente 1

Se trataba de un nifio de 9 aflos previamente sano y que presentaba enuresis
nocturna. Tres meses antes él y su familia habian vuelto a Canada dese el noreste de
Nigeria, donde ellos habian vivido hasta los nueve afios. El presentaba un afio de
historia de hematuria y disuria y dolor periumbilical de forma ocasional. El examen
fisico mostro resultados normales. El andlisis de orina mostr6 de 35 a 40 eritrocitos, de
15 a 20 células epiteliales y de forma ocasional una cantidad de células de pus por
campo alta. Otras investigaciones en el laboratorio dieron los siguientes resultados:
concentracion de hemoglobina de 136 g/l y un significativo volumen corpuscular de
eritrocitos de 78 FI, concentracion de hemoglobina de 26 mmol/L, un recuento total de
leucocitos de 10 x 10°%L; recuento leucocitario diferencial de 43% de neutroéfilos, 14%
de eosinofilos, 36% de linfocitos, 6% de monocitos y 1% de linfocitos atipicos, con una
tasa de sedimentacion de 39 mm/h y un recuento absoluto de eosinéfilos de 1.82 x
109L. El suero de la urea, la creatinina y las concentraciones de electrolitos fueron
normales. El recuento absoluto de leucocitos en orina fue de 0.64 x 10°/L.

Una muestra de orina media no mostré crecimiento cuando se cultivd y tres
muestras mas de orina no mostraron evidencia de organismos micobacteriales cuando
se cultivaba. La orina mostr6 huevos con las caracteristicas morfolégicas de S.
haematobium. En la muestra de heces no se encontraron huevos, quistes ni parasitos.
Un test de ELISA para anticuerpos de Schistosoma dié un resultado positivo. Se realizd
el diagnostico para schistosomiasis urinaria y el nifio recibié una dosis simple (40
mg/kg) de praziquantel de forma oral. En posteriores visitas de seguimiento, sus
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sintomas fueron completamente eliminados, su orina no mostré evidencia ni de huevos
ni de quistes ni parasitos y el pielograma resulté ser normal (Sheehan et al., 1984).

Caso del paciente 2

El hermano gemelo del primer paciente no tuvo sintomas excepto nocturia. Su
examen fisico resultd normal y el analisis de orina mostré de 25 a 30 eritrocitos, de 1 a
2 células epiteliales y de 2 a 4 células de pus por campo. El recuento leucocitario total
fue de 9.4 x 109L, la concentracion de hemoglobina fue de 146 g/L y el indice de
eritrocitos fue normal. El recuento leucocitario diferencial mostré un 23% de neutréfilos
segmentados, 35% de eosindfilos, 2% de basofilos, 37% de linfocitos y 3% de
monocitos. La tasa de sedimentacion de los eritrocitos fue de 20 mm/h y el suero de la
urea, la creatinina y las concentraciones de electrolitos fue normal. El recuento
leucocitario absoluto en una muestra de orina fue de 0.126 x 10%L. Una muestra de
orina media no mostré crecimiento alguno de micobacterias cuando se cultivo y tres
muestras mas de orina tampoco mostraron crecimiento de organismos micobacteriales.
En la orina se encontraron huevos con las caracteristicas morfolégicas de S.
haematobium y una muestra de heces mostré quistes de Entamoeba coli. El test de
ELISA para anticuerpos de Schistosoma mostro resultado positivo. Se llevé a cabo el
diagnéstico y el nifio fue tratado con una dosis simple 1.4 g de praziquantel de forma
oral. Del mismo modo que su hermano, en las posteriores visitas de seguimiento, se
observo que el nifio era asintomatico, su orina no mostro evidencia de huevos, quistes
o0 parasitos y el pielograma intravenoso resulté ser normal (Sheehan et al., 1984).

Caso del paciente 3

La hermana de 12 afios de los pacientes 1 y 2 era asintomatica y el examen fisico
resulté ser normal. Sin embargo, una muestra de heces mostro quistes de E. coli, y una
muestra de orina mostré huevos de S. haematobium. Fue tratada con una dosis simple
de 2 g de praziquantel administrados oralmente. En las posteriores visitas de
seguimiento, las muestras de orina no mostraron evidencia de huevos, quistes ni

tampoco parasitos (Sheehan et al., 1984).

Caso del paciente 4

La hermana de 8 afios de los otros tres pacientes anteriormente nombrados era
asintomatica y el examen fisico di6 resultados normales. Sin embargo, una muestra de
heces mostré huevos de Trichuris trichura y quistes de Entamoeba coli y Endolimax
nana. La muestra de orina mostr6 también huevos de S. haematobium. Se le
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diagnosticé para trichuriasis y schistosomiasis urinaria y fue tratada con mebendazol,
100 mg 3 veces al dia de forma oral durante tres dias, y una dosis simple de 1.2 g de
praziquantel administrados también de forma oral. En las posteriores visitas de

seguimiento no se observo evidencia alguna de huevos, quistes o parasitos.

Los cuatro nifios habian asistido a las escuelas locales del noreste de Nigeria y
durante la estacién de lluvias habian estado en contacto frecuente con el agua,
especialmente los dos nifios. Su madre también fue evaluada. Ella no mostré evidencia
de schistosomiasis, pero era asintomatica para quistes de Entamoeba histolytica y fue
tratada con iodoquinol, 650 mg administrados oralmente tres veces al dia durante 20
dias (Sheehan et al., 1984)

Ademas, en enero de 2014, un nifio aleman de 12 afos desarroll6 schistosomiasis
urinaria (Holtfreter et al., 2014), siendo este el primer reporte en la literatura cientifica
de schistosomiasis humana autoctona adquirida en Europa desde su eliminacion en el
afio 1960 (Davis, 2009). Se habia bafiado en rios del sureste de Corcega cinco meses
antes. Antes de este caso, la schistosomiasis humana no habia sido reportada en la
isla, aunque su vector, el planérbido de agua dulce B. truncatus, localmente transmite
la enfermedad zoondtica causada por S. bovis. El padre de dicho nifio excretaba
huevos de S. haematobium pero que no eran viables, mientras que las tres pruebas
gue se le hicieron al nifio fueron serolégicamente positivas contra Schistosoma. El nifio
no sentia dolor cuando orinaba a pesar de excretar sangre en la misma. Tampoco se
detectd ningun agente bacteriano infeccioso, pero si una cistitis severa. El examen
histoldgico de la biopsia realizada con tejido de la pared de la vejiga mostr6 inflamacion
granulomatosa por lo que se sospechd de schistosomiasis. A su vez, el estudio
microscopico de una muestra de orina de las 24 horas des del primer dia en que el
nino se presentd hasta el siguiente mostro la presencia de huevos viables de S.
haematobium. Fue tratado con una dosis estandar de praziquantel (40 mg/Kg de peso
corporal) y retratado tres semanas después con la misma dosis, para tener la
seguridad de que se curaba por completo de la infeccién. Durante 24 dias después de
la terapia, tuvo varios ataques de hematuria, presentando a veces coagulos dentro de
la vejiga. Las coinfecciones bacterianas incluyendo la tuberculosis fueron descartadas
por cultivos de orina, PCR y el ensayo de liberacion de interferon gamma. Las
investigaciones de 5 miembros de la familia del nifio revelaron huevos de S.
haematobium no viables. Se repitieron los exdmenes y resultaron negativos para todos
los miembros de la familia. Ademas, la serologia frente a antigenos de las cercarias y

de los vermes adultos, mediante el ensayo de ELISA, y el test de inmunofluorescencia
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resultd ser altamente positivo. La historia detallada, de nuevo confirmé que el nifio y su
familia no habian viajado nunca fuera de Europa. El viaje mas hacia el sur que hicieron
fue a Espafa, donde no se bafiaron en agua dulce, y al sureste de Francia incluyendo
el sureste de Cércega, donde el nifio habia disfrutado de sus vacaciones en familia en
agosto de 2013 y donde frecuentemente se habia bafiado en varios rios. La madre fue
la Unica de toda la familia que dié resultados negativos en todos los test, y esto
coincidia con el hecho de que habia sido la Unica que no se habia bafiado en el Rio
Cavu (Holtfreter et al., 2014).

2.1.2.5.- ESTRATEGIA DE GESTION DE RIESGO DE SCHISTOSOMIASIS

Teniendo en cuenta la cantidad de desplazamientos tanto de bienes como de
personas, en Coércega, como en otras regiones, emergen patologias consideradas
como tropicales. La eliminacion definitiva no concebible de los moluscos vectores de la
schistosomiasis o bilharziosis sumada a la circulaciébn de personas contaminadas y
provenientes de zonas de endemia, obliga de alguna manera a las autoridades
sanitarias a gestionar un riesgo constante dentro de un contexto de incerteza. Después
del reconocimiento en 2014 de casos agrupados de bilharziosis relacionados con el
bafio recreativo en el rio Cavu en Cércega en el verano de 2013, la estrategia de
gestion de riesgo por parte de las autoridades ha evolucionado.

Durante un tiempo, el acceso a la zona de bafio del rio Cavu se prohibié durante
toda la estacion de verano en 2014, pero esta medida no regularizé el problema de
forma definitiva. El diagndstico permitié registrar mas de 37.000 test seroldgicos en
2014, contra los 5000 a 7000 de afios anteriores. La Agencia Nacional de Seguridad
Sanitaria en 2014, 2015 y 2016 di6 aviso realizando numerosos controles.

La busqueda del molusco vector del género Bulinus ha permitido considerar que el
parasito no persiste en el rio Cavu de un afo para otro en ausencia de
recontaminacion, ya que los Bulinus infectados no sobreviven a temperaturas
invernales. Las investigaciones de la fauna de la zona (roedores, bovinos y ovinos) ha
permitido descartar la hipotesis de una posible contaminacién animal. Otros cuerpos de
agua en Corcega albergan de igual manera Bulinus pero en una cantidad notablemente
menor, lo que significa que una contaminacion es igualmente posible pero de forma
mas aleatoria. La busqueda del parasito mediante el examen microscopico de los
Bulinus no ha permitido nunca detectar la presencia del parasito, aunque mas de 5.500

Bulinus han sido examinados entre 2014 y 2015. Por tanto, el diagnéstico de dos
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personas contaminadas en 2015 significa que el parasito est4 de nuevo presente en el
rio Cavu. La hipoétesis de contaminacion del rio mas certera es que la contaminacion es
de origen humano, de manera que la llegada de una persona contaminada y
procedente de una zona endémica para la enfermedad se ha dado varias veces de
forma regular en 2013 y que no ha sido diagnosticada.
Expertos de la Universidad de Perpignan han definido una estrategia de gestion para
el afio 2016, la cual se basa en 4 ideas:
- la deteccidn precoz de la presencia del parasito en el ambiente;
- la sensibilizacion de los profesionales de la sanidad para el diagnostico de
personas asintomaticas;
- informar al publico de los riesgos de transmisién ligados al bafio en el rio Cavu y
- la realizacion de modificaciones del sitio para reducir el riesgo de contaminacién
(Vincent et al., 2016).

2.1.3.- EL PROBLEMA DE UNA INTRODUCCION INESPERADA

En vista de lo ocurrido en Cércega y que la zona del levante mediterraneo esta
bastante influenciada por los cambios en el clima, se podria llegar a plantear la idea de
si lo mismo podria ocurrir en Espafia. La introduccion de la schistosomiasis en Espafia
seria posible ya que, en todo el levante mediterraneo la temperatura es favorable tanto
para la supervivencia y dispersion del molusco vector B. truncatus, como para el
desarrollo y supervivencia de las fases larvarias de vida libre del parasito en cuestion.
Ademas, el hallazgo en 2014, de dos nuevas localizaciones para la especie de
molusco plandérbido B. truncatus en Espafia, concretamente en la laguna de Villena
(Alicante) y en EIl Ejido (Almeria), es un hecho a tener en cuenta para la posible
introduccién de la schistosomiasis en Espania.

De modo que, si a la temperatura favorable, se afiade el hecho de que B. truncatus
es una especie endémica de diversas regiones de Espafa cercanas o bafiadas por el
mar Mediterraneo junto con la presencia del molusco especifico para el parasito y el
fendmeno de la inmigracién de personas infestadas procedentes de zonas endémicas
a zonas no endémicas de la enfermedad; se dan las condiciones ideales para que la
schistosomiasis urogenital pueda llegar a Espafia y establecerse una transmision
autoctona, como ya ha ocurrido en otros paises.

El rio Cavu, es un habitat ideal para B. truncatus y particularmente atractivo por sus
bafios recreativos o para nadar, favoreciendo la dispersién de la schistosomiasis
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urogenital debido a la orina que los bafistas turistas depositan en estas piscinas
naturales. Corcega es visitada por 3 millones de turistas cada afo, incluyendo 2,7
millones en la estacién alta que es entre mayo y octubre (Agence du Tourisme de la
Corse, 2013). Durante el periodo en el que se da mas turismo (desde mediados de julio
a mediados de agosto) de 3000 a 5000 personas visitan el rio Cavu cada afio. Asi
pues, este elevado numero de visitantes, combinado con la elevada abundancia de
moluscos hospedadores intermediarios disponinles y la cantidad de gente viajando
entre Cércega y areas endémicas para la schistosomiasis urogenital, hace de dicho rio,
un area de alto riesgo de introduccién y transmision de la schistosomiasis urogenital
(Boissier et al., 2016).

Esta trematodiasis puede ser reintroducida en otras areas endémicas o0 antiguas
areas endémicas para los moluscos del género Bulinus spp. incluyendo el sureste de
Portugal, Cerdefia, Sicilia, Xipre y Grecia (Blocca, 1980; Gracio,1983; Schutt, 1987;
Rollinson et al., 2001; Ferreira et al., 2006).

2.1.3.1.- LA ANAMNESIS EN EL DIAGNOSTICO

La informacion recopilada por el médico especialista en el momento en el que el
paciente acude a la consulta es crucial para el correcto diagnéstico y posterior
tratamiento de las distintas enfermedades en general. Existen sintomas y signos
clinicos concretos que ayudan a determinar el diagnostico de una detrminada
enfermedad, pero el problema surge cuando no se dispone de informacién suficiente
como para poder concretar y elaborar un diagnostico definitivo, o bien porque el
paciente no quiere contarlo por motivos personales o relacionados con su cultura o
bien porque éste decide no contarlo ya que le parece algo normal y no le da
importancia.

Esta falta de informacién dificulta el desarrollo favorable del diagndstico, y si a esto
se le suma el hecho de que algunos signos clinicos pueden darse por infecciones
causadas por otros trematodos distintos a S. haematobium y F. hepatica y a las
tradiciones a veces compartidas por diferentes paises, esto puede llevar a confusion y
retraso en el diagndstico definitivo, retrasando asi también la posibilidad de aplicar un
tratamiento adecuado y a tiempo, poniendo en peligro la vida de los pacientes. Es por
tanto importante, disponer de una anamnesis completa para poder actuar con la mayor
rapidez, precision y eficacia posible. Los datos aportados por los pacientes dan

informacion acerca de la fase de la enfermedad en la que se encuentran segun sean
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los sintomas y el tiempo que presentan dichos sintomas, asi como también, de algun
modo, dan a conocer el patron de transmision de la enfermedad teniendo en cuenta si
el paciente ha viajado o no y en caso de haberlo hecho, saber por cuanto tiempo viajo,

0 segun hayan sido sus habitos durante el viaje.

2.1.3.2.- EL CARACTER ZOONOTICO DE LA EPIDEMIA AL TRATARSE DE UN
HIBRIDO

El agente patdgeno responsable de la schistosomiasis o bilharziosis urinaria es,
como ya se ha ido nombrando en puntos anteriores, habitualmente S. haematobium,
pero en el caso de Cdrcega los analisis moleculares han mostrado que el parésito
implicado es una forma hibrida entre S. haematobium y S. bovis (Boissier et al., 2015,
2016).

Estas dos especies del parasito son filogenéticamente préximas, pero presentan
caracteristicas epidemiolégicas totalmente diferentes. De hecho, S. bovis es un
parasito mesentérico y no es un parasito del hombre sino del ganado (vacas, cabras y
ovejas). Su espectro de hospedadores intermediarios es mas amplio que el de S.
haematobium, de modo que infecta a moluscos del género Bulinus y del género
Planorbarius. Por lo que a los vertebrados se refiere, a pesar del tropismo tan diferente
gue existe entre las dos especies, el reencuentro se puede dar de igual manera entre
los machos y las hembras a nivel de la vena porta hepatica, que es el verdadero
sistema de encuentro en los schistosomas (Beltran et al., 2008). De forma similar a S.
haematobium, S. bovis también es transmitida por especies de moluscos
pertenecientes al género Bulinus y ambas especies de schistosoma habitan en areas
geograficamente simpatricas. Esta asociacion filogenética tan proxima, combinada con
el solapamiento de las distribuciones geograficas, habilita la hibridacion entre S.
haematobium y S. bovis, (Huyse et al., 2009; Webster et al., 2013).

La hibridacién puede alterar la epidemiologia de la enfermedad y favorecer
caracteristicas fenotipicas que afecten la transmision y la compatibilidad del
hospedador (Tchuem Tchuente et al., 2003). Esta hibridacibn es especialmente
importante en relaciéon con la compatibilidad molusco-parasito, por lo que la hibridacion
puede favorecer el uso de un rango mas amplio de hospedadores intermediarios por
parte de la forma hibrida parasito en cuestion (Huyse et al., 2009), favoreciendo asi la

expansion potencial de la enfermedad.
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El analisis de huevos de Schistosoma excetados por doce pacientes infectados en
Corcega ha permitido descifrar de forma mas detallada aspectos de esta epidemia
(Boissier et al., 2016). De esos doce pacientes, 5 excretaron los huevos de la cepa
pura de S. haematobium, 4 pacientes excretaron los huevos de la forma hibrida y 3 de
ellos excretaron los huevos de las cepas pura e hibrida. De modo que, del total de
huevos excretados el 41% fueron de la forma hibrida, el 58% de la forma pura de S.
haematobium y por primera vez se identific6 un huevo de la forma pura de S. bovis
excretado por un hospedador humano. El estudio genético permitié saber el pais de
origen del parasito, que resulté ser Senegal (Boissier et al., 2016). El caracter hibrido
del parasito ha producido cierto temor a una transmision zoonotica y a la presencia de
un reservorio animal. Un primer analisis de una treintena de animales que vivian en las
proximidades inmediatas del rio Cavu (Corcega), mostré que ninguno de los animales
era positivo en el test Elisa (Boissier et al., 2016).

La particularidad hibrida del parasito genera, por tanto, una situacién epidemiolégica
mas compleja y plantea nombrosas preguntas que van desde cual es el rol del caracter
hibrido del parasito dentro de la emergencia en Coércega, cual es la virulencia de ese
hibrido comparado con las formas parentales puras o cual es el espectro de
hospedadores intermediarios y definitivos de este hibrido hasta si las formas hibridas
afectan al diagndstico.

En general las formas hibridas tanto animales como vegetales pueden presentar las
caracteristicas intensificadas en comparacion con las especies parentales puras
(Tchuem Tchuente et al., 1997). La fuerza del hibrido ha sido mostrada en otros
cruzamientos entre especies de Schistosoma que han infectado al hombre (Tchuem
Tchuente et al., 2003). Por ejemplo, en Camerun, dentro de la provincia de Loum, el
hibrido S. haematobium x S. intercalatum ha hecho desaparecer totalmente el pariente
de S. intercalatum en menos de 30 afios (Huyse et al., 2009). Por tanto, si el origen de
la emergencia de la enfermedad en Corcega es exclusivamente consecuencia del
hibrido, esto limitara los riesgos de introducciéon de la bilharziasis en Europa. El hibrido
S. haematobium x S. bovis parece estar restringido al oeste de Africa, aunque la
cartografia africana de este hibrido no esta claramente completa (Kincaid-Smith et al.,
2016).

El gran valor selectivo de las formas hibridas se puede traducir en una capacidad
mas fuerte para infectar a sus hospedadores (Tchuem Tchuente et al., 2003). Las
cercarias hibridas son dos veces mas virulentas que las larvas parentales puras en un
hospedador experimental hamster (Tchuem Tchuente et al., 2003). El estudio de la
virulencia de los hibridos entre S. haematobium y S. bovis estd en curso en la
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Universidad de Perpignan. Para llevarlo a cabo, se han recuperado las cepas puras de
S. haematobium y S. bovis en Africa y la hibridacién ha sido reproducida en el
laboratorio (Kincaid-Smith et al., 2016).

Otra capacidad de estos hibridos puede ser la ampliacion del espectro de
hospedadores infectando de igual modo a los hospedadores predilectos por cada una
de las dos especies parentales del parasito (Tchuem Tchuente et al., 1997). Este
aspecto es particularmente importante en el caso del cruzamiento entre S.
haematobium y S. bovis. AUn no se sabe si el hibrido es capaz de infectar al
hospedador intermediario Planorbarius metidjensis (hospedador intermediario de S.
bovis) el cual se encuentra ampliamente distribuido en la Peninsula ibérica y en
Magreb (Welter-Schultes, 2012). Una compatibilidad entre el hibrido de S.
haematobium x S. bovis y P. metidjensis aumentaria el riesgo de introduccién de la
bilharziosis urogenital en Europa. Mas preocupante seria aun si el hibrido tuviese la
capacidad de infectar los hospedadores definitivos rumiantes infiiendo asi una
dimension zoonotica a la bilharziosis urinaria.

El hecho de que los huevos de la schistosomiasis urinaria sean excretados en la
orina a diferencia de los huevos de la schistosomiasis mesentérica, debida a S. bovis,
gue son excretados en las heces y de que ademas en Senegal, los pacientes
excretaron los huevos del parasito hibrido tanto en orina como en heces, evidencia la
forma en la que la presencia de la forma hibrida puede afectar en el diagnéstico
microscoépico. El diagnéstico serolégico puede igualmente verse afectado. De hecho,
los test seroldgicos clasicos (Elisa, Western Blot, IHA) son desarrollados a partir de
antigenos de S. mansoni, y una de las razones es porque S. mansoni es mas facil de

mantener que S. haematobium en el laboratorio (Kincaid-Smith et al., 2016).

2.1.3.3.- EL IMPACTO DEL CAMBIO GLOBAL

Los movimientos de refugiados y la migraciébn hacia las ciudades estan
introduciendo la enfermedad en nuevas zonas. El aumento de la poblacién y las
correspondientes necesidades de energia y agua generan también a menudo planes
de desarrollo y modificaciones ambientales que también contribuyen a aumentar la
transmision. Ademas, el aumento del ecoturismo y los viajes "fuera de las rutas mas
trilladas" estan haciendo que aumente el numero de turistas infectados con
schistosomiasis (OMS, 2017).
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En el caso concreto del brote epidémico acontecido en Corcega descrito
anteriormente, es importante tener en cuenta que la emigracion desde Senegal a
Europa es frecuente, con Francia como destino mas comun (Gerdes, 2007). Los viajes
de los nacionales senegalenses a Cércega en verano por trabajo son comunes,
creandose asi una oportunidad para una importacién accidental de los schistosomas
de Africa (Boissier et al., 2016).

Es de esperar que el incremento de los viajes de los humanos, la migraciéon animal y
los cambios en el medio ambiente promueva la emergencia de enfermedades
tropicales infecciosas en ambientes de elevada latitud (Bouzid et al., 2014).

La demanda mundial de agua requiere nuevos proyectos de irrigacion, y la
construccion de presas ha resultado en una dispersion de la enfermedad donde
previamente no existia. Un caso puntual es la construccion de la presa de Akosombo
en Ghana, creando el Lago Volta en 1965. El proyecto desplazé 80.000 personas,
principalmente granjeros y pescaderos de 700 pueblos que habian sido asentados en
52 comunidades. En un periodo corto de tiempo después de la construccién de la
presa, la proporcion de poblacion afectada por schistosomiasis aument6 a un 40% del
5% que habia previamente. En Egipto, la construccién de la presa de Aswan también
alterd el balance entre los dos tipos de infeccidn presentes en el pais. Los cambios
ecolégicos favorecieron la dispersion de los moluscos del género Biomphalaria, de
modo que aumentaron los casos de infeccion por S. mansoni y a su vez la infeccion
por S. haematobium disminuy6 (IAMAT, 2015).

2.1.3.4.- EL IMPACTO DEL CAMBIO CLIMATICO

Parece estar claro que tanto el cambio climatico como el calentamiento global
generardn cambios en los ambientes acuaticos. La expansién de habitats adecuados
para los hospedadores invertebrados de parasitos como Schistosoma podria resultar
en un riesgo de infeccion por el agua en humanos y animales y en un incremento de la
distribucion de la enfermedad. Existen diferentes factores ambientales que causan
impacto en la distribucién de la schistosomiasis. La temperatura, el tipo de cuerpo de
agua, las lluvias, la velocidad del agua y la altitud, pueden todos ellos tener un efecto
significativo en el ciclo biol6gico de Schistosoma y en la supervivencia del molusco que
actua como hospedador intermediario (Fenwick et al., 2006). Los cambios en el clima
probablemente afectan a la conocida distribucion geografica de los moluscos de agua
dulce (Morgan et al., 2001).
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La schistosomiasis es una enfermedad capaz de incrementar tanto la infeccién local
como la expansion geografica con el cambio climatico y principalmente con el
calentamiento global (Githeko et al., 2000; Bergquist et al., 2001 a, b). La hipotesis mas
frecuente es que un incremento anual del grado por dia, puede alterar la extensiéon y el
nivel de transmision de la schistosomiasis (Yang et al., 2006). Dicho de otro modo, el
ndamero de generaciones del parésito se incrementaria debido a un desarrollo
acelerado en estaciones de crecimiento mas largas, expandiéndose asi el area normal
donde las formas larvarias del parasito y el molusco hospedador intermediario pueden
proliferar (Brooker et al., 2000). EI Annual Growing Degree Day (AGDD) es una unidad
gue expresa la cantidad de energia térmica que un organismo acumula en un afio
entero y se correlaciona con la distribucion espacial de la vida de los organismos. Las
unidades de calor que un organismo requiere para su desarrollo son bastante
constantes, vienen dadas por una temperatura por encima de un umbral critico sumado
al periodo de tiempo en el que este umbral de temperatura es excedido. De modo que,
organismos con requerimientos altos de temperatura, son mas propensos a
desarrollarse en sus fases maduras en areas donde el Annual Growing Degree Day es
mas alto (Zhou et al., 2008).

De forma general, la temperatura produce un impacto en la ecologia, ciclo biolégico,
comportamiento y supervivencia de los moluscos vectores de la enfermedad. Por un
lado, el incremento de la temperatura puede provocar la expansion de habitats
adecuados para los moluscos que actian como hospedadores intermediarios de los
parasitos. Esto, a su vez, conlleva un mayor riesgo de infeccion en humanos a través
del agua y una mayor distribucion de la enfermedad. Las altas temperaturas también
incrementan la tasa de metabolismo de los moluscos y en consecuencia se produce un
aumento en la produccion de huevos y un aumento en la produccién de cercarias en
caso de que estén infectados.

2.1.3.5.- EL RIESGO DE EXPANSION A OTROS PAISES EUROPEOS

Aunque la schistosomiasis urinaria esta geograficamente restringida a Africa y Medio
Oriente, la reciente epidemia de Corcega demuestra que inmigrantes procedentes de
regiones donde esta parasitosis es endémica, pueden llegar a introducir la enfermedad
en Europa, y también en Espafa, en caso de que estos individuos africanos infectados

eliminasen los huevos del parésito con la orina en colecciones de agua dulce donde se



58

encontrasen los moluscos vectores apropiados, llegando asi a establecerse una
transmision autoctona al completarse su ciclo biologico (Martinez-Orti et al., 2015).

Las especies de moluscos vectores de la schistosomiasis, P.metidjensis y B.
truncatus se encuentran de forma habitual en Portugal y Francia e Italia
respectivamente, razén por la cual, aumenta el riesgo de expansion a otros paises
europeos y sobretodo aquellos bafiados por el mar Mediterraneo.

La implicacion de la forma hibrida de Schistosoma en la infeccion de los distintos
pacientes afectados, presenta muchas repercusiones. La existencia de la forma hibrida
aumenta la variedad de vectores potenciales, desde el extendido molusco P.
metidjensis que transmite S. bovis; incrementando asi el riesgo de diseminacion a
Portugal, Espafia e Italia. Ademas, el rol potencial de otras especies de ganado debe
ser valoradas en Corcega, donde la ganaderia es una de las actividades incontroladas
(Boissier et al., 2015). Se conocen focos de infeccion de S. bovis en Corcega (Brumpt,
1930), Cerdefia (Sadun & Biocca,1962), Portugal (Ramajo Martin, 1972) y Espafia
(Ramajo Martin, 1972). La adaptacion de un hibrido africano infectivo de schistosoma
al ganado local europeo representa un serio problema. El hecho de que los huevos
hibridos de S. haematobium-S. bovis, se hayan encontrado en la orina de pacientes
infectados en Corcega, y que ademas los moluscos vectores se infecten de forma
exitosa por los estados larvarios obtenidos a partir de esos huevos (Boissier et al.,
2016), sugiere que estos hibridos pueden perpetuar el ciclo de vida del parasito
(Boissier et al., 2015).

2.2.- FASCIOLIASIS HUMANA Y ANIMAL: PRINCIPALES ESPECIES CAUSANTES,
Y SUS CARACTERISTICAS

La fascioliasis es causada principalmente por dos especies, F. hepatica
(Linnaeus,1758) y F. gigantica (Cobbold, 1855), pertenecientes a la familia Fasciolidae,
las cuales causan importantes enfermedades zoonoticas como es la citada fascioliasis,
debido a su amplia distribucién geogréfica y a su alta patogenicidad (Stiles & Hassall,
1898; Mas-Coma et al., 2005). La familia Fasciolidae incluye digénidos que
morfolégicamente se caracterizan por poseer el ciego y los testiculos ramificados.
Ambas especies son transmitidas por moluscos de la familia Lymnaeidae, y sus
estados adultos infectan el higado y mas raramente el duodeno y los pulmones de sus
hospedadores mamiferos (Mas-Coma et al.,, 2009a). Los limites de temperatura
minima para su desarrollo son de 10°C para F. hepatica y de 16°C para F. gigantica
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(Malone et al., 1998; Yilma & Malone, 1998), lo cual explica la distribucion de F.
hepatica en zonas templadas y de F. gigantica en los climas calientes.

Las dos especies de Fasciola presentan un cuerpo en forma de hoja con su extremo
posterior ampliamente punteado. Las dos ventosas son relativamente pequeias y
localizadas cerca una de la otra en un cono en la extension anterior del cuerpo siendo
la faringe bien visible. El ciego intestinal es largo, alcanzando el estremo posterior del
cuerpo y presentando un largo niumero de ramas laterales (Mas-Coma et al., 2009a).
Asi como en Schistosoma los ejemplares adultos presentan sexos separados, en el
caso de Fasciola, los adultos son hermafroditas.

Los dos testiculos ramificados se localizan en un tandem longitudinal, en el segundo
o tercer cuarto del cuerpo. La bolsa del cirro, conteniendo un cirro protusible vy
espinado, es prominente y preacetabular, abriéndose en un poro genital postbifurcal. El
ovario ramificado es pretesticular y dextral y la vitelaria se extiende bilateralmente
hasta la parte posterior el cuerpo. El corto Utero se localiza entre el ovario y la
bifurcacion del ciego. Los huevos son operculados, ovoides, amarillos y no
embrionados en el momento de la puesta (con un tamafio de 130-150/63-90 pum para
F. hepatica (Valero et al., 1996).

En areas endémicas donde las dos especies se solapan, los especimenes hibridos
pueden presentar formas intermedias (Mas-Coma et al., 2009a). La presencia de tales
adultos y huevos de forma fenotipicamente intermedia, han sido confirmadas en Egipto
e Iran (Ashrafi et al., 2006). Ademas, las comparaciones entre adultos y huevos de
poblaciones de trematodos del higado de diferentes especies de hospedador y adultos
y huevos obtenidos de forma experimental en el laboratorio a partir de ratas infectadas
con aislados de diferentes hospedadores naturales, revelan que la especie de
hospedador definitivo influye de forma decisiva en el tamafio de los adultos y los
huevos y que esta influencia no persiste en un hospedador heterogéneo (Valero et al.,
2001).

Los fasciolidos adultos son parasitos de los grandes conductos biliares de la
vesicula biliar de rumiantes, principalmente ovejas, cabras y vacas. Una gran variedad
de otros animales domeésticos y salvajes también pueden verse afectados. Los
hospedadores alternativos que juegan el rol mas significativo en la epidemiologia de la
enfermedad son los caballos, burros, mulas y algunos camélidos. Mamiferos
herbivoros salvajes como el bufalo, ciervo, oveja salvaje, cerdo salvaje, algunos
marsupiales, conejo, liebre y nutria también son hospedadores susceptibles a la

enfermedad, asi como varias especies salvajes en Africa que incluyen los monos. Los
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cerdos domésticos también pueden verse afectados, pero este hospedador presenta
una elevada resistencia natural contra el parasito (Mas-Coma & Bargues, 1997).

F. gigantica, es un parasito comun de los conductos biliares y vesicula biliar de
animales herbivoros tanto domésticos como salvajes, especialmente rumiantes, en
Africa y Asia. Los hospedadores definitivos que se han reportado son oveja, cabra,
ganado y bufalo, camello, cerdo, caballo, burro, antilope, ciervo, jirafa y cebra (Boray,
1982). Muchas especies de roedores se han encontrado infectados de forma natural
por F. hepatica, y otros son normalmente utilizados con fines experimentales (Mas-
Coma et al., 1988). Los humanos son hospedadores susceptibles para ambas especies
de Fasciola (Mas-Coma et al., 2009a).

El patron general del ciclo de vida diheteroxeno de F. hepatica fue el primero de los
trematodos en ser elucidado (Taylor, 1964; Dawes & Hughes, 1964, 1970; Pantelouris,
1965; Kendall, 1965, 1970). El ciclo biolégico de F. gigantica incluye moluscos
lymnaeidos, especialmente las especies asociadas a cuerpos de agua tranquilas o de
poca corriente con abundante vegetacion, en los cuales se desarrollan esporocistos y
redias (Alicata, 1938; Tapar & Tandon, 1952; Dinnik & Dinnik, 1956; Kendall, 1965). El
miracidio de F. gigantica muestra un comportamiento distinto al de F. hepatica. El
miracidio de F. hepatica es positivamente fototrépico y negativamente geotropico,
como adaptacion de los moluscos anfibios o de la superficie del agua. En F. gigantica,
éste se mueve por aguas profundas, el objetivo del cual es la especie L. natalensis en
Africa y variedades de la especie L. auricularia en Asia (Alicata, 1938). La emision
cercariana a partir del molusco muestra una periodicidad nocturna, la emergencia de
las cercarias se da en la fase oscura (Prasad, 1992).

2.2.1.- LA FASCIOLIASIS POR FASCIOLA HEPATICA

2.2.1.1.- AGENTE CAUSAL, CICLO BIOLOGICO Y ESPECIES VECTORAS

Agente causal

Morfologicamente, las dos especies difieren en tamafo alcanzando F. gigantica mas
del doble de longitud que F. hepatica (20-50/6-13 mm de tamafio), asi como también
difieren en la forma, siendo F. gigantica mucho més alargada y estrecha (midiendo 24-
76/5-13 mm) (Sahba et al., 1972). Otras caracteristicas que diferencian a la especie F.
gigantica son que en dicha especie los hombros estan menos desarrollados, el cono
cefalico es mas corto y el ciego es mas ramificado que en F. hepatica, especialmente
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hacia la linea media del cuerpo. Las ramificaciones del ovario son mas largas y mas
abundantes en F. gigantica y son mas pequefas y en forma de maza en F. hepatica,
siendo la distancia media entre el borde posterior del cuerpo y los testiculos posteriores
es mas larga en F. gigantica (14.9 mm; rango: 6-19 mm) que en F. hepatica (7.78 mm;
rango: 3-13 mm) (Varma, 1953). Los huevos son morfolégicamente similares a los de
F. hepatica pero mas largos, midiendo 150-196/90-100 pm (Sarwar, 1957; Kendall &
Parfitt, 1959).

Ciclo bioldgico

Tanto el ciclo de vida de F. hepatica como el de F. gigantica siguen un patron similar
(Fig. 8). Su duracion es de alrededor de 14-23 semanas y comprende 4 fases (Mas-
Coma & Bargues, 1997, 2003).

El lugar de acogida del hospedador definitivo para el trematodo en su fase adulta
son los grandes conductos biliares y la vesicula biliar de numerosos herviboros y
omnivoros (buey, cordero, cabra, cerdo y conejo entre ellos). Los huevos eliminados
con la bilis llegan al intestino delgado y son arrastrados a exterior con las materias
fecales (Géallego-Berenguer, 2006). El hospedador definitivo se infecta por ingestion de
la metacercaria, la cual se desenquista en el intestino delgado una hora después de
haber sido ingerida, penetrando en la pared intestinal del hospedador y apareciendo en
la cavidad abdominal en alrededor de 2 horas después de la ingestion. Muchos
alcanzan el higado en 6 dias después del desenquistamiento y una vez en el higado,
migran durante 5-6 semanas, alimentandose directa y preferentemente del tejido del
higado. De forma eventual penetran en los conductos biliares cuando alcanzan la
madurez sexual y el periodo prepatente (desde la ingestion de la metacercaria hasta la
aparicion de los primeros huevos en las heces) es de alrededor de 2 meses (6-13
semanas) en ovejas y vacas. Este periodo varia en funcién del hospedador, asi como
también puede depender del nimero de trematodos adultos que haya en el higado
(Valero et al., 2006). EI mayor tiempo de maduracion y el inicio de la liberacion de los
huevos es de: 35-42 dias en ratones, 55 dias en cerdos de Guinea, 63 dias en ovejas
infectadas con 200 metacercarias, 13-15 semanas en ovejas infectadas con 2000
metacercarias, 56-61 dias en ganado dependiendo de la edad del hospedador (Boray,
1969; De Leon et al., 1981).

En humanos, es necesario un periodo de 3-4 meses para que los trematodos
alcancen la madurez sexual (Facey & Marsden, 1960; Wasowa et al., 1979). Diversos
estudios muestran que la esperanza de vida del parasito puede ser mayor de 11 afios

en ovejas y de 9-12 meses en vacas. En lo que concierne al ser humano, Dan et al.,
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(1981) sugiere que F. hepatica puede sobrevivir durante 9 afios basandose en casos
importados de Afganistan, y mas de 13,5 afios de acuerdo con otro caso (Chatterjee,
1975). Se estima que la esperanza de vida de la forma adulta del parasito en el
humano se encuentra entre 9 y 13 afios. La transicion entre el mamifero hospedador
definitivo y el molusco hospedador intermediario incluye la larga fase de resistencia del
huevo y la corta fase activa del miracidio (mide alrededor de 130/28 um en F. hepatica
(Lapage, 1968).

Los huevos liberados con las heces del mamifero solo pueden continuar su
desarrollo si alcanzan el agua de caracteristicas fisicoquimicas apropiadas. Si las
condiciones climaticas son adecuadas (15°C-25°C), el miracidio desarrollado
eclosionara del huevo en alrededor de 9-21 dias; si las condiciones son desfavorables,
éstos pueden no madurar, pero si permanecer viables durante varios meses. El
miracidio eclosiona bajo la estimulacién de la luz y nada rdpidamente hasta tomar
contacto con el molusco hospedador apropiado, ya sea acuatico o anfibio. Dicho
miracidio es positivamente fototropico y negativamente geotrépico. Los miracidios que
fallan en el intento de penetrar en el caracol apropiado mueren en 24 horas (Lapage,
1968).

Una vez que el miracidio ha penetrado en el caracol, éste cambia de forma
convirtitndose en un saco eliptico llamado esporocisto de entre 150-500pum de
longitud. Este esporocisto produce redias madre las cuales a su vez producen redias
hijas cercariogéneas. Las redias maduras, presentan un sistema digestivo rudimentario
compuesto por faringe y un corto ciego, son cilindricas y miden alrededor de 250-750
pm de longitud (Olsen, 1974).

Se han encontrado mas de cuatro generaciones de redias aunque normalmente se
producen tres generaciones después de la infeccion monomiracicial (Rondelaud &
Barthe, 1986). Las generaciones de redias siguen el mismo patron de desarrollo en las
diferentes especies de lymnaeidos y el complejo desarrollo de las generaciones de
redias ha sido descrito recientemente (Rondelaud et al., 2009). Las cercarias, con un
cuerpo largo, redondeado y espinoso 28-320/250 pm y una larga cola movil de
alrededor de 700 um de longitud, se desarrollan en 6-7 semanas entre 20°C-25°C. A
temperaturas mas bajas el desarrollo es mas lento y teniendo en cuenta que el periodo
prepatente depende de la temperatura, éste se reduce conforme mayor es la
temperatura (15°C, 56-86 dias; 25°C, 38 dias). El proceso de liberacion de las
cercarias se da entre los 9 y los 26°C, independientemente de la presencia/ausencia de
luz y parece seguir un patrén de liberacion de 7 dias en la produccién diaria durante
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todo el proceso de emergencia y un ritmo cercariano con una maxima produccion entre
medianoche y la 1 de la madrugada (Andousset et al.,1989).

La transicion entre el molusco hospedador intermediario y el mamifero hospedador
definitivo incluye la corta fase en la que la cercaria nada y la larga fase de resistencia
de la metacercaria hasta que es ingerida por el hospedador definitivo. La cercaria nada
durante un corto periodo de tiempo (1 hora) hasta contactar con un sustrato soélido,
principalmente hojas y plantas acuaticas por encima o por debajo de la superficie del
agua. Es entonces cuando pierden su cola enquistandose rapidamente vy
conviertiéndose en metacercarias, las cuales, con un didmetro de alrededor de 200 pm,
llegan a ser infectivas dentro de las 24 horas posteriores al enquistamiento. Las
metacercarias enquistadas son resistentes y permanecen viables durante un periodo
largo de tiempo, pero mueren en condiciones de calor excesivo y sequedad (Vareille-
Morel et al., 1993).

Especies vectoras

Estudios recientes con especies de lymnaeidos identificadas mediante marcadores
de DNA, indican que F. hepatica es principalmente transmitida por especies de
lymnaeidos de pequefio tamafio pertenecientes al grupo llamado Galba/Fossaria
(Bargues et al., 2007, 2011a), en el cual Galba truncatula es la principal especie
transmisora y la Gnica en Europa pero esta presente en Africa, Asia, y Sudamérica;
Lymnaea humilis, Lymnaea bulimoides, Lymnaea humilis y Lymnaea cubensis en Norte
América; L. cubensis en el Caribe; Lymnaea neotropica, Lymnaea cousini, y Lymnaea
viator en Sudameérica; y Lymnaea tomentosa en Australia. En el caso de F. gigantica,
esta especie es transmitida por especies del género Radix, principalmente R.
natalensis en Africa y variedades de R. auricularia y R. viridis en Asia (Bargues et al.,
2001a). Finalmente, unas pocas especies de lymnaeidos del grupo de estagnicolas
han mostrado su capacidad para transmitir F. hepatica bajo condiciones naturales
excepcionales en algunas areas, como Lymnaea (Stagnicola) palustris y Lymnaea
(Stagnicola) fuscus y especies relativamente cercanas como Omphiscola glabra
(Bargues et al., 2003).

2.2.1.2.- DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La Fasicioliasis es un problema veterinario bien conocido de distribucion muy amplia

(Mas-Coma & Bargues, 2003; Mas-Coma et al., 2005). El incremento de casos
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humanos reportados en muchos paises de los cinco continentes y los resultados de los
estudios de patogenicidad e inmunidad, principalmente en la fase cronica de la
enfermedad, son las razones por las que se decidié considerar la fascioliasis, no como
la segunda enfermedad zoonética, pero si considerarla como una enfermedad
parasitaria de gran importancia (Mas-Coma et al., 1999a).

Un andlisis global de la distribucion geografica de casos humanos muestra que la
esperada correlacién entre la fascioliasis animal y humana solo se da a nivel basico.
Las altas prevalencias en humanos no estan necesariamente relacionadas con areas
donde la fascioliasis es un verdadero problema veterinario. Los principales problemas
de salud se conocen en paises Andinos (Bolivia, Peru, Chile, y Ecuador), el area del
Caribe (principalmente Cuba), el noeste de Africa (Egipto), el cercano este (Iran y
paises vecinos), Sureste de Asia (principalmente Vietnam), y Europa occidental
(Francia, Portugal, y Espafa) (Esteban et al., 1998; Mas-Coma et al., 2005, 2009). La
infeccibn humana también ha sido descrita en areas de mayor altitud que Ecuador
(Trueba et al., 2000), Colombia (Bargues et al., 2011b) y Venezuela (Bargues et al.,
2011c) y recientemente en Argentina (Carnevale et al., 2013).

El parasito se distribuye principalmente en zonas templadas y subtropicales (Fig. 9),
siendo la enfermedad prevalente en Europa, Norte, Central y Sudamérica, el noreste
de Asia, Oceania y el noreste de Africa y Sudafrica. La enfermedad también se da en
grandes islas que incluyen Nueva Zelanda, Tasmania, UK, Islandia, Chipre, Corcega,
Cerdefia, Sicilia, Japdn, Papua Nueva Guinea, filipinas y diversas islas de Caribe.

En Europa, la enfermedad es prevalente en casi todos los paises y en islas
adyacentes, la prevalencia en animales varia marcadamente dependiendo de las
regiones (Pantelouris, 1965).

En Estados Unidos, el parasito es ampliamnte distribuido, pero de una forma
irregular. F. hepatica se da de forma mas frecuente conllevando considerables
pérdidas en el ganado (Malone,1986) en Florida, Lousiana, Texas, California, Oregon,
Washington, Nevada, Idaho, Utah, Montana; asi como también en Arizona, Nuevo
México, Colorado, Arkansas, Wyoming, Michigan, Wisconsin, Alabama y Missouri. El
parasito es muy comun en Puerto Rico y Hawai. Es también endémico en el este de las
provincias de Canada y British Columbia. Ademas de en Puerto Rico, también es
prevalente en otras islas del Caribe como Cuba, Hispaniola, Guadalupe, Martinica
Santa Lucia y otras. En América central y Sudamerica, el parasito es también conocido
en México, Costa Rica, Venezuela, Peru, Bolivia, Brasil, Uruguay, Argentina y Chile
(Boray, 1986) asi como también en Colombia (Rey, 1991).
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En Africa, el parasito aparece en paises del noreste mediterraneo como Marruecos y
Algeria, donde el parasito utiliza el mismo caracol hospedador intermediario que en
Europa, Lymnaea truncatula (Malek, 1985). Sin embargo, en Egipto la fascioliasis
parece ser debida a F. gigantica (Chen & Mott, 1990; Khallaayoune et al., 1991, siendo
F. hepatica la especie presente a elevada altitud en Kenia y Etiopia.

En Oceania, ademas de Nueva Zelanda y Tasmania, es comun y ampliamente
distribuida en zonas templadas, hUmedas y de agricultura en la parte sureste del pais
(Haiba & Selim, 1960; Chen & Mott, 1990).

En Asia, también se conoce la enfermedad en Turquia, Israel, Arabia Saudita,
Yemen, Iran, Pakistan, India, Nepal, Burma, China, Taiwan, Tailandia, Vietham, Corea,
Japodn las Filipinas (Bergeon & Laurent, 1970).

2.2.1.3.- EPIDEMIOLOGIA

Los casos de fascioliasis humana han ido aumentando en las ultimas décadas. Las
estimaciones van desde 2.4 millones hasta 17 millones de personas afectadas o
incluso mas, dependiendo de las situaciones hasta ahora desconocidas principalmente
en Asia y Africa (Mas-Coma, 2004). Después de muchos afios de estudio en diferentes
areas donde la infeccion humana por fascidlidos trematodos del higado esté presente a
lo largo del mundo, se ha propuesto una clasificacion de las distintas situaciones

epidemiolégicas (Mas-Coma et al., 1999b, 2009) que aldn parece ser plenamente valida

y atil. Esta clasificacion incluye las siguientes situaciones:

» Casos autéctonos aislados: los humanos adquieren la infeccibn en un area
donde viven y donde la fascioliasis animal también esta presente; estos casos
humanos aparecen esporadicamente, sin ninguna constancia.

» Casos importados: son casos humanos que fueron diagnosticados en una zona
donde no se encuentra el parésito, incluso en animales, y son infectados en un
area donde se da la transmision.

 Endemia: son tres los tipos de situaciones endémicas que pueden distinguirse
de acuerdo con las prevalencias humanas en la poblacion total, obtenidas por
diagndstico coproldgico.

- Hipoendemia: prevalencia menor del 1%, intensidad media aritmética menor de

50 huevos por gramo de heces, elevado niumero de huevos por gramo en casos
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esporadicos, participacion humana en la transmision mediante la emisién de
huevos, caracteristicas higiénico-sanitarias que incluyen letrinas o instalaciones
de eliminacién de residios 0 aguas residuales, y no se practica la defecacion al
aire libre.

- Mesoendemia: prevalencia entre el 1% y el 10%; pudiendo presentar
prevalencias mas altas los nifios de entre 5-15 afios; la intensidad media
aritmética en comunidades humanas normalmente es de entre 50 y 300 huevos
por gramo de heces. Se puede encontrar un nimero de huevos por gramo mas
alto, aunque intensidades mayores de 1000 huevos por gramo son raras. Los
sujetos humanos pueden participar en la transmision a través de la emisién de
huevos, las caracteristicas higiénico-sanitarias pueden o no incluir letrinas e
instalaciones de eliminacion de residuos y alcantarillado; y se puede practicar la
defecacion al aire libre.

- Hiperendemia: prevalencia mayor del 10%, la intensidad media aritmética en
comunidades humanas normalmente de mas de 300 huevos por gramo, las
intensidades mayores de 1000 huevos por gramo son relativamente frecuentes;
los sujetos humanos participan significativamente en la transmision a través de
la emision de huevos; las caracteristicas higiénico-sanitarias no incluyen el uso
de letrinas; no hay instalaciones apropiadas para la eliminacion de residuos y

alcantarillado y la defecacion indiscriminada es comumente practicada.

- Epidemia: hay tres tipos de epidemias segun la situacion endémica o no
endémica de la zona.

- Epidemias en areas endémicas para animales, pero no para humanos: los
brotes aparecen en zonas donde previamente los casos reportados en
humanos han sido aislados o esporadicos; normalmente los brotes afectan a
unos pocos sujetos que han sido infectados a partir de una misma fuente de
contaminacion (familia o pequefios grupos, cultivos domésticos o crecimiento
comercial de berros u otros vegetales que puedan poseer metacercarias).

- Epidemias en areas endémicas: los brotes aparecen en zonas de endemia
humana; el nimero de sujetos infectados puede ser mayor que en las zonas de
endemia animal; normalmente se asocia a condiciones climaticas que

previamente han favorecido tanto el ciclo del parasito como el del molusco.

En areas de hipo hiperendemia, esta enfermedad presenta un espectro muy amplio
de transmisién y patrones epidemiolégicos relacionados con la gran diversidad de
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ambientes, incluyendo diferentes situaciones de endemia/epidemia humana;

demografias humanas distintas, razas, dietas, habitos, tradiciones y religiones;

diferentes especies de mamiferos salvajes y domésticos que actlan como reservorio;

diferentes especies de lymnaeidos; zonas tanto de los hemisferios noreste y sureste;

altitudes desde 27 a mas de 4200 m, climas calidos y frios; estacionalidad y

temperaturas anuales constantes; escasez por las pronunciadas lluvias; bajos y altos

valores medios anuales de evapotranspiracion; y desde falta de periodo seco hasta

falta de periodo humedo mediante diferentes tasas de sequedad/humedad (Mas-Coma
& Bargues, 2003).
Se ha propuesto una clasificacion para los distintos modelos de transmision (Mas-

Coma, 2005) que es actualizada progresivamente para ofrecer una linea base para

futuras investigaciones (Mas-Coma et al.,, 2009a). Los diferentes patrones pueden

distinguirse en:

Un patrén de altitud muy elevada relacionado Unicamente con la transmision de

F. hepatica importada por G. truncatula en paises Andinos siguiendo la

transmision a lo largo del afio. Dentro de esta categoria pueden distinguirse dos

subpatrones que pueden diferenciarse de acuerdo con las caracteristicas

fisiograficas y estacionales:

a) El patron altiplanico, con transmision a lo largo de todo el afio.

b) El patron del valle, con estacionalidad y prevalencias e intensidades
relacionadas con la altitud (Valero et al., 2012b).

El patron insular del Caribe con pocos, pero repetidos brotes en areas humanas

hipoendémicas. En la transmision se ven involucradas las especies de

lymnaeidos ademas de las principales especies vectoras.

Un patrén relacionado con las tierras bajas Afro-Mediterraneas, incluyendo el

solapamiento de F. hepatica con F. gigantica y diversos Galba/Fossaria y Radix

lymnaeidos junto con el transmisor secundario Pseudosuccinea y donde la

estacionalidad es tipica.

Un patron relacionado con las areas que rodean el mar Caspio, incluyendo

areas humanas de hipoendemia en las cuales se dan grandes epidemias,

involucrando ocasionalmente a mas de 10.000 personas. Existe cierto

solapamiento entre F. hepatica y F. gigantica y varios lymnaeidos del grupo

Galba/Fossaria, Radix y estagnicola.

Patrén relacionado con las areas de Vietnam, el cual puede ser extrapolado a

otros paises vecinos del sureste asiatico; este patrén es capaz de aumentar las
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grandes epidemias humanas y esté relacionado solo y principalmente con F.
gigantica y en consecuencia a los lymnaeidos del grupo Radix.

La fascioliasis humana muestra una marcada heterogenicidad en las diferentes
situaciones epidemiologicas y patrones de transmision a lo largo del mundo. Sin
embargo, las bien conocidas situaciones y patrones de fascioliasis puede que no
siempre expliquen las caracteristicas de la enfermedad en un area dada.

Las especies vectoras de lymnaeidos muestran una relacion con los patrones de
transmision. Los lymnaeidos presentan diferentes caracteristicas ecoldgicas y
etolégicas, dependiendo de las especies. Factores como el tipo de coleccién de agua,
la dindmica de la poblacién, limites de temperatura, estacionalidad o susceptibilidad a
la infeccién por estos trematodos, son cruciales en la fascioliasis. Como en otras
enfermedades parasitarias de origen vectorial, los lymnaeidos constituyen excelentes
marcadores de las caracteristicas de la enfermedad utiles para la diferenciacion entre
las diferentes situaciones y patrones de la enfermedad; es por ello que es necesario su
evaluacion antes de aplicar o disefiar las apropiadas estrategias de control (Mas-Coma
etal., 2014).

A la vista del hecho de que la infeccibn humana se da por ingestion de la
metacercaria, la infectividad de esta depende del tiempo de almacenamiento, siendo
menor la infectividad cuando la metacercaria es mas vieja. La maxima longevidad es
de 31 a 48 semanas. Ademas la viabilidad e infectividad de la metacercaria no muestra
diferencias entre aislados de diferentes especies reservorios, demostrando asi que, los
trematodos de reservorios secundarios como son por ejemplo los cerdos y burros
poseen el mismo riesgo potencial que las especies animales que actiGan como
reservorios principales como la oveja o la vaca (Valero & Mas-Coma, 2000). La
ingestion de la metacercaria en humanos puede ocurrir de distintas maneras. A
continuacion se distinguen algunas fuentes (Mas-Coma, 2004):

-Ingestion de plantas silvestres de agua dulce: importante en animales de areas
endémicas;

- Ingestion de plantas cultivadas de agua dulce, principalmente berros;

- Ingestion de plantas terrestres silvestres: recolectadas en habitats secos pero que

fueron sumergidos en agua unas pocas semanas 0 meses antes;

- Ingestidon de plantas terrestres cultivadas que requieren una irrigacion frecuente.

- Bebiendo agua contaminada;

- Ingestion de platos o sopas hechas con agua contaminada;

- Lavando los utensilios de cocina u otros objetos con agua contaminada y
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- Por la ingestion de higado crudo infectado con metacercarias migratorias que

pueden conservar la capacidad para reiniciar la migracion.

Las tradiciones culturales demuestran ser importantes en algunas areas de endemia
y algunos estudios experimentales muestran el papel que juegan los alimentos
vegetales en la infecciébn humana en Gilan, Irdn (Ashrafi et al., 2006). La relacién entre
el riesgo de padecer fascioliasis y el consumo de vegetales crudos, a parte de los
berros, debe ser destacada, ya que sugiere contaminacién cuando se lavan los
vegetales terrestres con agua no tratada y/o en cultivos de plantas usando agua natural
de irrigacion (Zumaquero-Rios et al., 2013).

El origen y la dispersion geografica tanto de F. hepatica como F. gigantica tanto en
rumiantes en el paleoperiodo antes de la domesticacibn como en ganado desde el
momento de la domesticacion hace 12.000-1.000 afios, han sido analizados y los
resultados de los andlisis sugieren que existe un antecesor comun de Fasciola tanto
para F. hepatica como para F. gigantica. Se trataba de una especie infectiva del higado
de uno o mas artiodactilos geograficamente distribuidos desde Africa hasta el cercano
este y transmitidos por lymnaeidos viejos (probablemente del género Radix) durante el
final del Oligoceno y principios del Mioceno (Mas-Coma et al.,, 2009a). Las dos
especies corrientes de Fasciola se originaron, por tanto, de forma separada una de la
otra. Los datos sugieren que F. gigantica se originG primero por adaptacion a R.
natalensis y rumiantes (Giraffidae, Reduncinae, Alcelaphinae o gfius) en Africa Sub-
Sahariana, probablemente en tierras bajas calidas del sureste de Africa. Por el
contrario, F. hepatica fue originada después por adaptacion a G. truncatula y
probablemente a rumiantes de la familia Caprinae (principalmente especies de oveja
del género Ovis) probablemente en tierras altas y frias en el cercano este. La hipétesis
del origen de ambas especies de Fasciola encaja perfectamente con la datacién de la
mayor radiacion de eventos de rumiantes durante el periodo del Terciario (Mas-Coma
et al., 2009a). Esto encaja a nivel de evolucién con la divergencia entre F. hepatica y F.
gigantica que se estima que ocurrié hace 19 millones de afios (Irving et al., 2003).

El anterior estudio mencionado sugiere que las dos especies de fascidlido estaban
mas o menos geograficamente restringidas a areas originales durante millones de afios
de evolucion y empezaron su mayor dispersion desde la llegada de los humanos y de
la de la domesticacién de los herbivoros salvajes (Mas-Coma et al., 2009a).

2.2.1.4.- PATOLOGIA Y CLINICA
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Patologia

La patogénesis depende del numero de trematodos que contenga el hospedador,
esto es, de la carga o intensidad de la infeccidn. La penetracion de las metacercarias
en la pared del duodeno o del yeyuno puede causar hemorragias focales e inflamacion,
aunque las lesiones pueden no ser evidentes clinicamente. En animales la tasa de
mortalidad es inversamente proporcional al nimero de parasitos presentes en el
higado. Los principales efectos patoldgicos se deben a la migracion del paréasito a
través del parénquima del higado durante 4-6 semanas o mas, los parasitos digieren el
tejido hepatico causando una extensa destruccion del parénquima con intensas
lesiones hemorragicas y reacciones inmunolégicas e inflamatorias. Algunos de los
parasitos mueren a veces, durante la migracion dejando cavidades llenas de restos
necréticos y en consecuencia algunas areas del higado pueden ser reemplazadas por
tejido cicatrizado (Smithers, 1982; Mas-Coma et al., 1999a; Mas-Coma & Bargues,
2000). Una pequefia proporcion de trematodos puede alcanzar los conductos biliares
donde pueden llegar a vivir varios afios. En dichos conductos los efectos patolégicos
son menores, aunque la inflamacién cominmente acaba en fibrosis y expansion (Chen
& Mott, 1990).

En una imagen de la ultraestructura del conducto biliar se pueden apreciar
hiperplasia, fibrosis de los tractos portales, ensanchamiento de los espacios
interhepaticos por la presencia de muchos microvilis y espacios dilatados con fibras de
colageno. La hiperplasia de los conductos biliares puede ser el factor inicial de la
fibrogénesis, la cual subsecuentemente, intensifica el desarrollo de microvili en la
superficie de los hepatocitos. Tanto en las infecciones animales como humanas, la
anemia es uno de los sintomas m4&s caracteristicos, especialmente en infecciones mas
fuertes. La pérdida de sangre en la bilis parece ser un factor importante que contribuye
a la anemia severa (Valero et al., 2008).

El proceso patolégico puede resumirse de la siguiente manera: (a) el trematodo se
alimenta de sangre pero también puede alimentarse de tejido; (b) las hemorragias
pueden producirse por la erosion del epitelio biliar debido a la infeccion; (c) el nimero
de reticulocitos en la sangre periférica aumenta; (d) ausencia de hemolisis
generalizada; (e) no hay evidencia de hierro en plasma o deficiencias de vitamina B12,
aunque recientemente se ha detectado, una reduccion significativa del hierro en suero,
en pacientes con fascioliasis cronica (Mas- Coma et al., 2014a).

Inmunolégicamente, la respuesta mediada por células varia de hospedador a
hospedador y en el mismo hospedador, de acuerdo con la fase de la infeccion
(Oldham, 1985). La enfermedad es autolimitante en el ganado, asi como también en
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ratas, cerdos de guinea y conejos, la resistencia se adquiere durante las infecciones
primarias, pero las lesiones hepaticas y la elevada mortalidad puede darse,
particularmente en animales jovenes o débiles. En ovejas, si como en cabras,
hamsters y ratones, se ha visto una baja o inexistente resistencia y la infeccion es
altamente patogénica tanto en la fase aguda como en la crénica; la muerte es normal
en infecciones fuertes (Boray, 1969; Smithers, 1982). Las secuelas mas importantes
son las lesiones hepaticas y la fibrosis, asi como también la inflamacién crénica de los
conductos biliares, dado que la enfermedad estd confinada al higado (Mas-Coma &
Bargues, 1997).

El higado aparece normalmente agrandado con una superficie lisa y desigual. Las
lesiones macroscopicas mas comunes son los mdltiples nodulos amarillentos o
grisaceos de entre 2-30 mm de diametro, que se corresponden con abcesos
eosinofilicos. También se observan nddulos en el peritoneo parietal proximo al higado
y alrededor del ligamento del higado. Las hemorragias puntiformes aparecen en los
margenes de los nddulos. Cerca de estos nbédulos se producen formas acanaladas o
vermiformes de un color y consistencia similares a los nédulos observados bajo
laparoscopia. Los vasos linfaticos subcapsulares se dilatan y a su vez, los nodulos
linfaticos cercanos a la vena porta hepatica pueden ampliarse marcadamente. La
mayoria de las lesiones estdn a menos de 20 mm por debajo de las capsulas (Acosta-
Fereira et al.. 1980). Los conductos biliares se dilatan y alargan y su pared se engrosa.
La pared de la vesicula biliar aparece engrosada debido a la hipertrofia muscular y a la
fibrosis perimuscular. Se da hiperplasia epitelial glandular y todas las capas de la pared
contienen infiltraciones irregulares de linfocitos, células plasmaticas y eosinoéfilos
(Acosta-Fereira et al., 1980). La litiasis, a menudo multiple, es muy comun en los
conductos biliares y la vesicula biliar (Arjona et al., 1995). Generalmente, las vias de
migracion son encontradas en el higado y otros érganos. Las paredes de las vias del
higado a menudo contienen cristales de Charcot-Leyden y eosinéfilos. Las cavidades
de las vias estan llenas de restos celulares necréticos, incluyendo hepatocitos, fibrina y
glébulos rojos. Las largas vias de migracion pueden cruzar varios l6bulos hepaticos y
en lesiones viejas, se observan macrofagos, linfocitos, eosindfilos y tejido fibroso
(Acosta-Fereira et al., 1980).

Las formas inmaduras del parasito pueden desviarse durante la migracion, entrando
en otros organos causando fascioliasis ectopica. En humanos, las lesiones ectépicas
mas frecuentes son las del tracto gastrointestinal (Acosta-Fereira et al., 1980); Parck et
al., 1984). Otras lesiones ectépicas se dan en la pared abdominal (Totev & Georgiev,
1979), pancreas (Chitchang et al., 1982), bazo (Wei, 1984), tejido subcutaneo (Aguirre
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Errasti et al., 1981; Parck et al., 1984; Garcia Rodriguez et al., 1985), corazén (Cho et
al., 1994), vasos sanguineos, el pulmon y la cavidad pleural (Parck et al., 1984; Garcia-
Rodriguez et al., 1985), cerebro (Ruggieri et al., 1967; Mas-Coma et al., 2014b),
cuenca del ojo (Garcia-Rodriguez et al., 1985; Cho et al.,, 1994; Mas-Coma et al.,
2014b) musculo esquelético, apéndice (Parck et al., 1984) y epididimo (Aguirre Errasti
et al., 1981). Los efectos patologicos normales de las lesiones ectdpicas son debidas a
las vias de migracion causadas por el dafio tisular con inflamacion y fibrosis (Mas-
Coma & Bargues, 1997). Los parasitos pueden calcificarse o llegar a se incorporados
en un granuloma (Arjona et al., 1995; Mas-Coma & Bargues, 1997).

Un andlisis amplio ha demostrado que la neurofascioliasis o infeccion intracraneal
por Fasciola y la oftalmofascioliasis o afeccion directa del ojo por migracion de
trematodos es rara, aunque no esporadica como se creia. Sin embargo, las
manifestaciones incluyen un amplio rango de sintomas neurolégicos, sefiales y
sindromes, junto con manifestaciones meningeas, psiquiatricas o0 neurofisicas, y
desérdenes oculares causados a distancia por trematodos que, infectando el higado,
pueden ser frecuentes pero subestimados debido a un diagnostico erréneo,
principalmente en regiones donde la cantidad de ingresos por la enfermedad es baja
(Mas-Coma et al., 2014b).

Clinica

La clinica incluye desde hemiplegia y paraplegia a alteraciones o dificultad en la
capacidad para caminar, alteraciones del habla, convulsiones, epilepsia y coma,
amnesia, alucinaciones y ceguera permanente (Mas-Coma et al., 2014b).

Desde un punto de vista clinico, se pueden distinguir los siguientes periodos (Facey
& Marsden, 1960; Mangos & Menzies, 1973): el periodo de incubacion (desde la
ingestion de la metacercaria hasta la aparicion de los primeros sintomas), la fase
invasiva o aguda (correspondiente a la migracion del parasito hacia los conductos
biliares), la fase latente (empezando con la maduracién del parasito y el comienzo de la
oviposicion), y finalmente la fase obstructiva o cronica. De estos cuatro periodos, la
fase invasiva 0 aguda y la fase crénica o biliar son las mas importantes y en las que la
mayoria de los pacientes son diagnosticados. El periodo de incubacion varia segun el
namero de metacercarias ingeridas y de la respuesta del hospedador. El periodo de
incubacion en humanos no esta bien determinado, aunque se encuentra entre sélo
unos pocos dias (Ragab & Farag, 1978), 6 semanas (Rimbault, 1981), o entre 2-3
meses (Hardman et al., 1970).
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Las duelas hepaticas promueven su propia supervivencia mediante diversas
estrategias para regular la respuesta inmune del hospedador durante la fase temprana
de la infeccién (Brady et al., 1999). Otro estudio muestra que la modulacién de la
respuesta inmune se da también en la fascioliasis crénica vanzada. Los resultados
indican que durante la infeccién crénica temprana, predominaba la respuesta Th2, la
cual disminuye en la infeccién cronica avanzada, caracterizada por una supresion
inmune persistente (Gironés et al., 2007). La Fascioliasis es un inductor potente de las
respuestas Th2 que debilitan la habilidad de generar cualquier respuesta Thl efectiva
contra bacterias y otros patégenos (Brady et al., 1999; O'Neill et al., 2000; Jaffar et al.,
2004).

En la fase aguda, la sintomatologia se debe principalmente a la destruccion
mecanica del tejido del higado y del peritoneo abdominal debido a la migracién larvaria
gue causa reacciones alérgicas localizadas o generalmente toxicas durante 2-4 meses.
Sin embargo, en areas endémicas, la infeccion por F. hepatica normalmente es
repetitiva y las lesiones agudas son suprimidas por la enfermedad crénica. De este
modo la fase aguda puede prolongarse o solaparse con la fase latente o a cronica.

Los principales sintomas de la fase aguda son:

- Fiebre: la fiebre es normalmente el primer sintoma, siendo baja o moderada,
aunque a veces puede alcanzar los 40°C, y en infecciones muy fuertes puede
llegar a ser mayor de 42°C; puede remitir, ser intermitente o irregular con
elevadas temperaturas conforme se acerca la noche. En algunos casos una fiebre
recurrente y baja puede durar mas tiempo (de 4 a 18 meses).

- Dolor abdominal: de leve a insoportable, a veces impreciso, puede ser
generalizado al principio, aunque normalmente se localiza en el hipocondrio
derecho o debajo del xifoides.

- Alteraciones gastrointestinales: pérdida de apetito, flatulencias nauseas y diarreas
son comunes, mientras que los vomitos y el estrefiimiento no son frecuentes.

- Urticaria: es junto con la dermatografia, una caracteristica distintiva en las
primeras fases de la invasion del trematodo y puede ir acompafiada por ataques
de asma bronquial.

- Sintomas respiratorios: tos, disnea, hemoptisis y dolor de pecho, se dan de forma
comun, pero en algunos casos son las primeras manifestaciones de la infeccion

En la fase aguda pueden aparecer los siguientes signos mediante examen fisico
(Chen & Mott, 1990):
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- Hepatomegalia y esplenomegalia: el higado normalmente de hace mas grande y
sensible, llegando a veces hasta la fosa iliaca derecha, el grado de
hepatomegalia parece aumentar durante el curso de la enfermedad, y se detectan
abcesos hepaticos; la esplenomegalia no es comun,pero ha sido reportada
muchas veces.

- Ascitis: este signo ha sido reportado varias veces; se da un elevado recuento de
leucocitos, aunque predominan los eosinofilos; la patogénesis se considera como
una respuesta inflamatoria contra un elevado niumero de trematodos juveniles
penetrando en las paredes del intestino, la irrigacion del peritoneo y la
penetracion a través de la capsula del higado durante su migracion, en vez de
insuficiencia hepética.

- Anemia: de leve a moderada; la palidez de la piel y de la mucosa se asocia
comunmente con la lasitud, mareo, palpitaciones y debilidad.

- Signos en el pecho: mediante auscultacion los humores secos o humedos
detectados pueden ser obtenidos al toser en la base del pulmén derecho
probablemente debido a la migracion de las formas juveniles del parasito; se ha
reportado rozamiento pleural con neumotorax.

- Ictericia: es frecuente y cuando aparece es mas leve de lo que se ha observado
en la fase cronica.

En zonas de endemia humana, normalmente hay una disminucién de la prevalencia
desde nifios y jovenes hasta adultos. A pesar de esto, los resultados demuestran que
los individuos adultos, o bien mantienen los parasitos adquiridos cuando son jovenes o
bien pueden ser nuevamente infectados como consecuencia de estar habitando una
zona de alto riesgo de infeccion (Esteban et al., 1999). Es importante tener en cuenta
gue la esperanza de vida de las formas adultas del parasito en humanos es de entre 9
y 13.5 afios (Mas-Coma & Bargues, 1997).

La fase cronica o biliar puede desarrollarse meses o afios después de la infeccion.
Las formas adultas del parasito causan inflamacion en los conductos biliares e
hiperplasia del epitelio. Posteriormente se da el espesamiento y dilatacion de los
conductos de la vesicula biliar. La colangitis y la colecistitis resultantes, combinadas
con el grande tamafio de los parasitos es suficiente para causar una obstruccion
mecanica del conducto biliar, el diametro del cual es, en comparacidon mas pequefio.
Las manifestaciones clinicas en esta fase como son el célico biliar, dolor epigastrico,
intolerancia a las comidas con grasa, nauseas, ictericia, prurito, sensibilidad abdominal

en el cuadrante superior derecho, etc; son indistinguibles de la colangitis, coleocistitis 0
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la colelitiasis que originan otras infecciones por Fasciola. El agrandamiento hepatico
puede estar asociado al agrandamiento del bazo y la ascitis (Acosta-Fereira et al.,
1980). Los conductos biliares se ven normalmente distendidos y engrosados, siendo
sus didmetros de 1.5-3.0 veces el tamafio normal. El lugar de obstruccidbn mas comun
es el conducto biliar. En caso de obstruccion, la vesicula biliar normalmente se hace
mas grande y edematosa con un engrosamiento de la pared. La vesicula biliar puede
medir 12x7x7 cm y el borde inferior llega al ombligo. Es comun que las fibras de la
vesicula biliar se adhieran a los 6rganos adyacentes. La litiasis del conducto biliar o de
la vesicula biliar es frecuente y normalmente las piedras que se forman son pequefias
y abundantes (Chen & Mott, 1990) (Arjona et al., 1995). Ambos pueden contener
sangre mezclada con bilis (haemobilia), coagulos de sangre y tapones fibrinosos.

Se ha verificado experimentalmente que la duracién y la intensidad de la infeccion
por Fasciola y el dafio del higado se asocian con la bacterobilia por Escherichia coli
(45% de los casos), Enterococcus faecalis (45%) y Klebsiella pneumoniae (10%). Esto
apoya la idea de que la obstruccion causada por la fascioliasis cronica avanzada puede
estar relacionada con la sepsis biliar. Estos resultados llevan a reconsiderar las

caracteristicas del tratamiento de la enfermedad en humanos (Valero et al., 2006b).

Los factores comunes en todas las fases de la infeccion por F. hepatica son, la
eosinofilia (siempre mas del 5%, la mayor detectada ha llegado a ser del 83%)
acompafada de leucocitosis, especialmente en la fase aguda. La anemia es comun,
pero normalmente no muy severa. La tasa de sedimentacion eritrocitica puede ser
mayor en la fase aguda (posiblemente alcanzando 165 mm en una hora) La funcion
anormal del higado puede observarse tanto en la fase aguda como en la obstructiva o
cronica, pero los altos niveles de bilirrubina se asocian con la fase cronica (Chen &
Mott, 1990). Los estudios de la inmunoglobulina sérica (Sampaio Silva et al., 1985;
Salem et al., 1987; Jones et al., 1997) han mostrado que los niveles de IgG, IgM e IgE
son normalmente elevados. Los anticuerpos IgE especificos son detectados en el 48%
de los pacientes. Los niveles de IgA son normales. En humanos, las complicaciones
gue se pueden dar son la cirrosis de la vejiga y de la vesicula biliar, las cuales pueden
ser las principales causas de muerte. La muerte es rara asi como la infeccién es

normalmente esporadica y la prevalencia es baja (Chen & Mott, 1990).

2.2.1.5.- DIAGNOSTICO

Principalmente en é&reas de endemia humana donde los médicos son conscientes

de la infeccion por trematodos del higado, la verificacion de la
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infeccion necesita del uso de técnicas parasitologicas directas, test inmunoldgicos
indirectos y otras técnicas de diagndstico disponibles no invasivas (Xiao et al., 2015).

La eosinofilia en sangre y la ingestion de berros y otros vegetales de agua dulce,
son extremadamente (tiles en la anamnesis para orientarse hacia un diagndstico de
fascioliasis en un pais desarrollado. Por tanto, la fascioliasis fue incluida en la lista de
enferemedades que causan eosinofilia en viajeros y migrantes que vuelven de los
tropicos (Checkley et al., 2010). Desafortunadamente, la eosinofilia y la anamnesis
normalmente no son utiles en areas de endemia humana de paises desarrollados,
donde la eosinofilia puede también ser causada por infecciones de otros helmintos y
donde las tradiciones gastrondmicas locales incluyendo la ingestion de muchas plantas
no cocinadas, pueden enmascarar la infeccién por trematodos del higado (Mas-Coma
et al., 2014).

La deteccion e identificacion de huevos de fascidlidos en muestras de heces,
contenido duodenal o bilis, sigue siendo la estrategia de diagndstico etiolégico o directo
mas apropiada tanto para detectar tanto la infeccion como para estimar la intensidad
de la misma. Se ha llegado a esta conclusion a pesar de la reconocida baja
sensibilidad de la deteccién de huevos en muestras fecales y de su inutilidad para el
diagnodstico de pacientes que se encuentran en la fase aguda, asi como la falta de una
relacion precisa entre el numero de huevos por gramo contados en heces y la carga de
trematodos (Valero et al., 2006, 2009). La concentracion de huevos se ha conseguido
mediante técnicas de flotacion y sedimentacion. Las técnicas de sedimentacion
parecen ser mas precisas y sensibles que las de flotacion (Esteban et al., 1998). El
tamafno de los huevos de los trematodos ha sido siempre utilizado para el diagndstico
en humanos. En base a los estudios realizados en ganado, los limites que permiten la
diferenciacion entre las dos especies de fasciélidos son tradicionalmente considerados
como 150 um de longitud y 90 um de ancho, presentando F. hepatica valores mas
bajos y F. gigantica valores mas altos. Sin embargo, se observaron primero variaciones
elevadas de tamafio en los huevos de F. hepatica en ganado de diferentes
localizaciones geograficas (Tinar, 1984).

En un estudio sobre aspectos morfométricos de los huevos, se ha demostrado
experimentalmente que la especie de hospedador definitivo (oveja, vacas, cerdos y
burros) influye decisivamente en el tamafio de los huevos de F. hepatica aun dentro de
la misma area endémica (Valero et al., 2001). En humanos, los huevos de F. hepatica
son mas grandes y los huevos de F. gigantica son mas pequefios que los reportados
en ganado y cuando comparamos sus medidas éstas se solapan (Valero et al., 2009).
Ademas, la existencia de formas intermedias entre ambas especies de fascidlidos y la
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presencia de hibridos genéticos de ambos en areas de solapamiento incrementa el
problema. La existencia de estas formas intermedias plantea la cuestion de si las
caracteristicas de los huevos son adecuadas para el diagnéstico diferencial de la
fascioliasis causada por estas especies (Valero et al., 2006). Un ejemplo concreto de
este problema ya fue enfatizado en el diagndstico de la fascioliasis en humanos (Inoue
et al., 2007).

Los andlisis coprolégicos cuantitativos son importantes en las encuestas
epidemioldgicas, asi como también lo es el seguimiento después del tratamiento. La
carga de huevos es también crucial en el momento de decidir la dosis apropiada de
tratamiento. Se ha propuesto un limite de 400 huevos por gramo para identificar
infecciones de elevada intensidad. Para evitar el riesgo de coélico, se recomienda una
dosis media, espaciada en el tiempo y de forma repetida en pacientes que liberan mas
de 400 huevos (OMS, 2007; Valero et al.,, 2012). La segunda mitad del régimen es
administrado 24 h después, cuando se verifica la ausencia de efectos secundarios. La
técnica de Kato-Katz parece ser apropiada por su simplicidad, bajo coste y
reproducibilidad (Mas-Coma et al., 1999a). Su baja sensibilidad puede compensarse
aplicando la técnica repetidas veces. Ademas de huevos, en los andlisis coprolégicos,
también se pueden encontrar adultos en otras partes mediante técnicas invasivas; a
partir de la obtencién de fluido duodenal, aspiraciones duodenales y biliares, cirugia
(laparotomia, colecistectomia, esfinterotomia), y examenes histolégicos del higado y/o
la biopsia de otros érganos (Mas-Coma et al., 1999a).

Numerosos test seroldgicos, intradérmicos y de deteccion de antigenos coproldgicos
han sido desarrollados. Las técnicas inmunoldgicas tienen la ventaja de poder ser
aplicados durante todos los periodos de la enfermedad, pero fundamentalmente
durante la fase aguda, asi como también en aquellas situaciones en las que las
técnicas coproldgicas presentan problemas. Sin embargo, las técnicas inmunoldgicas
ofrecen otros tipos de problemas relacionados principalmente con la sensibilidad y
especificidad. Se han usado diversos test serolégicos para el diagndstico en humanos.
Casi todas estas técnicas implican la deteccién de anticuerpos, y solo unos pocos son
disefiados para detectar antigenos circulantes e inmuno complejos. Actualmente los
esfuerzos se concentran en la obtenciébn de antigenos de excrecion/ secrecion
purificados y/o proteinas recombinantes para mejorar los test seroldgicos, superando
los problemas del diagndstico durante la fase aguda (examen coproldgico positivo solo
3-4 meses después de la infeccidn), la dinamica irregular de la emision de huevos, muy
baja 0 ausente emisién de huevos en casos de un solo o pocos trematodos adultos, y
viejas infecciones, infecciones cronicas, infecciones ectopicas o trematodos incapaces
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de alcanzar la madurez sexual en los sujetos humanos en areas no endémicas para
humanos (Mas-Coma et al.,1999a).

La cistein-proteinasa es secretada por las formas adulta y juvenil del parasito y es
altamente antigénica tanto en animales como en humanos. Varias cistein-proteinasas
son marcadores altamente sensibles y especificos para el serodiagnéstico en humanos
para F. hepatica, (Sampaio-Silva et al., 1996; Cordova et al., 1997, 1999; O’Neill et al.,
1998), 1999; Strauss et al., 1999; Rokni et al., 2002; Espinoza et al., 2007; Mezo et al.,
2003, 2004), asi como para la infecciébn causada por F. gigantica (lkeda et al., 1998;
Maleewong et al., 1999) (Intapan et al., 1998, 2004; Tantrawatpan et al., 2005). Se han
usado cistein-proteasas recombinantes de F. hepatica producidas en levadura (O’Neill
et al., 1999) o en Escherichia coli (Carnevale et al., 2001) en los métodos ELISA para
el diagnostico de la infeccibn en humanos. Un estudio reciente en dos areas de
hiperendemia humana de Bolivia y Perd han mostrado que el test de deteccion de
coproantigeno MM3-COPRO tiene elevada sensibilidad y especificidad, una rapida y
gran capacidad de deteccion, capacidad de deteccion en la fase cronica, deteccion
temprana del fallo del tratamiento o reinfeccién en individuos tratados a posteriori, y
utilidad para los programas de vigilancia. Sin embargo, esta técnica se queda corta
cuando se evalla la carga de termatodos en si misma (Valero et al., 2012). El uso de
un nuevo diluyente CoproGuard, desarrollado para preservar los coproantigenos de
Fasciola, demostr6 que podia mejorar la extraccion del coproantigeno sin afectar el
limite de deteccién del ensayo, y la antigenicidad de los coproantigenos de Fasciola en
las muestras de heces almacenadas a 37°C, se guardaban a lo largo del periodo
entero de observacion. MM3-COPRO ELISA combinado con el uso de CoproGuard
puede ser una herramienta muy Uutil para el diagnéstico de la fascioliasis humana
(Ubeira et al., 2009).

El reciente desarrollo de un nuevo test de flujo (SeroFluke) para el serodiagnéstico
en humanos parece ser un paso hacia delante. Este test ha sido construido con
catepsina L1 de F. hepatica y utiliza proteina Ay mAb MM3 como reagentes detectores
en términos de prueba y control, respectivamente. En comparacion con el test ELISA
(MM3-SERO), el SeroFluke test muestra la maxima especificidad y sensibilidad y la
ventaja de ser aplicable tanto a suero como a muestras de sangre. Su simplicidad
permite que pueda ser usado en la mayoria de hospitales asi como en regiones de
endemia/hiperendemia donde se requiere un punto de atencion en la prueba (Martinez-
Sernandez et al., 2011). Las técnicas no invasivas que pueden ser utilizadas para el
diagndéstico en humanos son la radiologia, el escaneo con radioisotopos, los
ultrasonidos, la tomografia computerizada y la resonancia magnética (Mas-Coma et al.,
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1999a; Hillyer, 1999). La infeccion humana por F. hepatica y F. gigantica no se
puede diferenciar mediante métodos clinicos, patolégicos, coprolégicos o
inmunolégicos. Este problema se da en las é&reas de solapamiento donde el
diagnéstico diferencial es muy importante debido a la diferente patologia, transmision y
caracteristicas epidemiologicas de los dos fascidlidos, asi como también debido al
solapamiento de las medidas de los huevos en las formas intermedias del parasito.
Para distinguir entre F. hepatica y F. gigantica, un basta con un simple y rapido ensayo
PCR-RFLP, utilizando enzimas de restriccion comunes como Avall y Drall. Esta
basado en 618 pares de bases de la secuencia larga 28S del RNA del gen
recientemente obtenido a partir de poblaciones de Sudamérica, Europa y Africa. Esta
secuencia no muestra variaciones intraespecificas en cada especie y pocas diferencias
en los nucledtidos entre ambos fascidlidos. Este ensayo proporciona resultados fiables
y puede ser util tanto para el diagnéstico individual como para cuestiones
epidemiologicas en humanos y animales en regiones endémicas de simpatria en Africa
y Asia (Marcilla et al., 2002). Desafortunadamente, este tipo de ensayo PCR-RFLP solo
son Utiles para diferenciar entre especies puras, pero no para las formas hibridas
(Mas-Coma et al., 2009). Las principales conclusiones se refieren a: (i) las dificultades
en el diagnéstico de la fascioliasis en humanos dado las diferentes fases de la
infeccion y capacidad migratoria del parasito, heterogenicidad clinica, complejidad
inmunologica, diferentes situaciones epidemiologicas y varios patrones de transmision,
(i) la falta de una técnica diagnéstica que cubra todas las necesidades y situaciones,
(i) el hecho de que, a pesar de las limitaciones potenciales, un buen test puede ser util
si se selecciona para una situacién apropiada y (iv) la evidente conveniencia del uso
combinado de diferentes técnicas, almenos incluyendo una técnica para heces y otra
para sangre, para mejorar la confianza en el diagnéstico de la fascioliasis humana. Es
recomendable incluir una técnica cuantitativa cuando el paciente es un nifio procedente
de un area de endemia humana (se recomienda la hospitalizacion si existe riesgo de
colico debido a la elevada carga de huevos, mayor de 400 huevos por gramo). Una
combinacion apropiada de técnicas de diagndstico permite una correcta interpretacion
de la situacion de infeccion del paciente y subsecuentemente, un disefio adecuado del
tratamiento, postratamiento a seguir y medidas preventivas para evitar la re-infeccion.
El problema de la marcada y diferente sensibilidad en las diferentes especies de
hospedador debe ser considerada, evitando la extrapolacion de las capacidades de un
test diagndstico de unas especies de hospedador (animales) a otras (humanos, otros
animales). Cuando se trata de encuestas, deben considerarse los siguientes aspectos:
(i) las técnicas deben ser seleccionadas de acuerdo con las caracteristicas de areas de
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estudio; (i) es necesario incluir una técnica cuantitativa para disefiar el tratamiento
(hospitalizacion para nifios con mas de 400 huevos por gramo de heces); (iii)
cuando sea posible incluir una técnica rapida, permitiendo la seleccion de un gran
namero de muestras; y (iv) afladir una técnica que permita la deteccion de co-

infecciones por Fasciola y otros protozoos y helmintos (Mas-Coma et al., 2014).

2.2.1.6.-TRATAMIENTO

Se han utilizado muchos medicamentos para el tratamiento de la fascioliasis
humana. La emetina y derivados como la dehidroemetina, han sido utilizados
ampliamente y contindan siéndolo a dia de hoy, administrados intramuscular o
subcutaneamente a dosis de 1-10 mg/Kg al dia durante 10 dias. Sin embargo, el uso
de la emetina se abandond progresivamente debido a sus efectos téxicos que
implicaban al corazén, higado y tracto digestivo (Mas-Coma et al., 2014). Lo mismo
ocurrié con la dehidroemetina a pesar de ser mejor tolerada. Este medicamento, a
dosis normal de 1 mg/kg diario durante un periodo de 10-14 dias, fue aun asi
considerado el medicamento de eleccion hace unas pocas décadas (Esteban. et al.,
1998). La Cloroquina también fue utilizada como tratamiento para la infeccién por F.
hepatica. Aunque no se han visto efectos sobre los trematodos, el tratamiento con este
derivado de la aminoquinolina mejora los sintomas dramaticamente cuando se aplica
en la fase aguda. El bitinol, un derivado fenol halogenado, se propuso como
medicamento de eleccion para tratar la infeccion producida por F. hepatica durante las
ultimas décadas el siglo pasado. Normalmente se aplica a una dosis de 30-50 mg/kg
diariamente, dividida en tres dosis orales en dias alternos durante 20-30 dias. En casos
de resistencia al de la fascioliasis con emetina y praziquantel, el nitinol llega a curar a
una dosis de 50 mg/kg diariamente durante 10 dias alternos o a dosis de 40 mg/kg
diariamente durante 14-15 dias alternos. En ocasiones, los pacientes requieren un
segundo proceso de tratamiento para alcanzar la cura por completo. Los efectos
secundarios incluyendo diarrea, anorexia, nauseas, vomitos, prurito, urticaria y dolor
abdominal, normalmente son leves (Chen & Mott, 1990; Esteban et al., 1998). El
praziquantel es un derivado de la pirazina-isoquinolina la cual fue ampliamente
aplicada para el tratamiento de la fascioliasis humana durante los afios 1980 y 1990,
basandose en el hecho de que es el medicamento de eleccién para las infecciones
humanas por trematodos. Sin embargo, se encontraron resultados conflictivos al inicio
de su aplicacion en pacientes con fascioliasis, incluyendo muchos fallos del tratamiento
aun a dosis elevadas. A dia de hoy, generalmente se acepta la idea de que Fasciola
puede ser el Unico género de trematodo que practicamente no presenta respuesta
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frente al praziquantel. El albendazol es un antihelmintico de amplio espectro, el cual ha
demostrado ser efectivo en vacas a una dosis simple oral de 15 mg/kg de peso
corporal (Min et al., 1983) y en ovejas a una dosis simple comprendida entre 3.8y 7.5
mg/kg de peso corporal, pero la eficacia del farmaco contra las formas inmaduras del
parasito es menor (Johns & Dickenson, 1979). El mebendazol, a una dosis diaria de 49
durante 3 semanas es eficaz contra la infeccion producida por F. hepatica
diagnosticada clinicamente y seroldgicamente en la fase invasiva (Dugernier et al.,
1986).

Metronidazol y albendazol son, esporaddicamente como el mebendazol, derivados
del imidazol que también han sido aplicados para el tratamiento de la fascioliasis
humana con mas o menos éxito. Pero otro derivado del imidazol como el
triclabendazol, comercialmente conocido como Egaten® ha llegado a ser el
medicamento de eleccion para la fascioliasis humana causada por F. hepatica y F.
gigantica en el presente (Savioli et al., 1999). Este medicamento se absorbe mejor si
es administrado después de las comidas (Lecaillon et al., 1998). La dosis recomendada
son dos regimenes de 10 mg/kg. Se encontraron tasas de cura de 79,2% en la primera
ronda y del 100% después de la segunda ronda de tratamiento, en Chile (Apt et al.,
1995) y del 79,4% y 93,9%, respectivamente en Egipto (Morshedy et al., 1999). El
triclabendazol parece conservar su eficacia a regimenes estandar en zonas de
endemia humana después de afos (Talaie et al., 2004), aunque se ha observado la
necesidad de una tercera dosis en Cuba (Millan et al., 2000).

Desafortunadamente, el riesgo de aparicion de la resistencia al triclabendazol, no
puede dejarse de lado teniendo en cuenta el uso veterinario del triclabendazol para el
tratamiento del ganado en areas endémicas desde hace tiempo, la tradicion de los
autotratamientos humanos con Fasinex® (nombre comercial del triclabendazol), debido
a la elevada disponibilidad de este medicamento, y la aparicion de la resistencia al
triclabendazol en animales en diferentes paises. La resistencia al triclabendazol fue
descrita por primera vez en Australia, después en paises europeos como Irlanda,
Escocia, Paises bajos y Espafa (Mas-Coma et al., 2007). Muy recientemente también
se ha encontrado en el sur de Brasil (Oliveira et al., 2008) y Argentina (Olaechea et al.,
2011), y también en el nuevo mundo. Hasta ese momento, la resistencia al
triclabendazol solo ha afectado al ganado en areas de endemia animal, pero ha sido
también descrita (Ortiz et al., 2013) en areas de alta endemia humana como el valle
Andino de Cajamarca, Peru (Gonzalez et al., 2011). El triclabendazol es usado de
forma efectiva en medicina veterinaria tanto contra las formas adultas como contra las

inmaduras de F. hepatica. En estudios experimentales con ovejas, se observo que
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dosis de 2.5-5.0 mg/kg de peso corporal elimina casi todos los parasitos (98.1-100%)
12 semanas después de la infeccion (Boray et al., 1983; Turner et al., 1984). Una
elevada dosis de 10 mg/kg de peso corporal alcanza reducciones del 93-98% de los
parasitos, una semana después de la infeccion (Boray et al., 1983). Este farmaco aun
no esta registrado para su uso en humanos (Chen & Mott, 1990). La resistencia a los
farmacos por parte de F. hepatica ya ha sido reportada, afectando la eficacia de los
farmacos contra los estados inmaduros del parasito. La combinacién de farmacos ha
sido testada recientemente y se ha demostrado que su accién sinérgica incrementa la
eficacia contra las formas inmaduras, eliminando formas resistentes y que a su vez

podrian también reducir el desarrollo de esa resistencia (Boray,1997).

2.2.1.7.- PROFILAXIS INDIVIDUAL Y CONTROL GENERAL

La prevencion de la fascioliasis humana puede lograrse simplemente con el control
estricto del consumo de berros y otras plantas acuaticas de consumo humano, a las
gue puedan adherirse las metacercarias, especialmente en zonas endémicas.
Desafortunadamente, se ha demostrado que, el permanganato de potasio, el cual
habia sido sugerido como la herramienta preventiva mas efectiva para matar las
metacercarias adheridas a hojas y vegetales utilizados en ensaladas, no es efectivo
contra la viabilidad de la metacercaria, aun a dosis elevadas (Ashrafi et al., 2006).
Como medidas de control, son necesarios estudios previos de epidemiologia que
provean de recomendaciones generales sobre el tiempo adecuado de tratamiento con
farmacos efectivos para asi lograr el control econémico y mejorar la informacién a la
comunidad de ganaderos. Los prondsticos de los brotes pueden estar basados en los
datos climatolégicos y en modelos epidemioldgicos. La eficiencia en el control de la
fascioliasis depende de la correcta aplicacion e integraciéon de:

A) Reduccion de la carga parasitaria de los hospedadores animales vy
contaminacion del pasto mediante estrategias regulares del uso de farmacos
(tratamiento preventivo en periodos del afio apropiados de acuerdo con las
diferentes regiones).

B) Reduccion del namero de caracoles fisica, quimica o biolégicamente.

C) Reduccidén del riesgo de infeccion mediante practicas administrativas correctas
en las granjas (sistema rotacional de potreros infectados y no infectados,
combinado con un tratamiento efectivo) (Boray et al., 1983; Mas-Coma &
Bargues,1997).
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Debe tenerse en cuenta la posibilidad de infeccion humana en é&reas urbanas.
Gracias al transporte de vegetales (tanto acuaticos como terrestres) desde zonas
rurales endémicas hasta las ciudades, las plantas que poseen metacercarias adheridas
pueden ser vendidas de forma incontrolada en los mercados de la ciudad, aumentando
asi la infeccion urbana (Mas-Coma, 2004). La educacion siempre debe ser incluida
dentro de las medidas generales de control para ser aplicadas en areas de endemia
humana, principalmente para dar a conocer a los habitantes las fuentes de infeccion.
La comunidad debe ser apropiadamente informada sobre la enfermedad, su
patogenicidad, su transmisién y dénde acudir en caso de que aparezcan sintomas
(Mas-Coma et al., 2014a). Debido a la similitud entre los ciclos biologicos, las medidas
de prevencion y control siguen los mismos patrones tanto para F. hepatica como para
F. gigantica. Sin embargo, las peculiaridades de F. gigantica deben ser consideradas.
Asi pues, en areas enzoéticas de F. gigantica, la contraccién de la infeccién por
animales y la contaminacién del &rea con huevos emitidos por estos animales con las
heces tienen lugar cuando los animales van a beber, en vez de cuando los animales se
encuentran en tierras de pasto como en el caso de F. hepatica. De acuerdo con esto,
evitando que los animales beban de las orillas pantanosas de los rios y de los cuerpos
de agua ricos en vegetacion, podria reducirse considerablemente la oportunidad de
infeccion (Mas-Coma & Bargues,1997). El control de los moluscos hospedadores
intermediarios, desafortunadamente no recibe la atencién requerida por parte de los
funcionarios de salud publica, pero el control de los moluscos vectores es necesario
para eliminar definitivamente la transmision (Chen & Mott, 1990). Se deben aplicar
meétodos agricolas intensivos para reducir los habitats adecuados para los caracoles.
Ademas de los métodos fisicos, hay estrategias de control disponibles que consisten
en el uso de molusquicidas quimicos, molusquicidas naturales de origen vegetal,
control biolégico (incluyendo depredadores, competidores, el efecto sefiuelo y otros
fendmenos asociados como la castracion parasitica y el antagonismo interespecifico
entre trematodos y patdgenos), manipulacion genética y control mediante ingenieria
(Malek, 1985; Combes & Cheng, 1986).

2.2.1.8.- CASOS REPORTADOS

Los casos de fascioliasis reportados en viajeros incluyen (i) pacientes viajando de
una parte del pais a otra parte del mismo pais, como en Peru, Bolivia y Argentina, (ii)
pacientes viajando a un pais vecino, como en Europa y Norte América; y (iii) pacientes
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vigjando desde un continente a otro. Es importante resaltar que en varios casos el
origen de los viajeros son paises en los cuales las areas de endemia humana no han
sido nunca descritas ni tampoco se han reportado tasas elevadas de infeccion en
humanos, a veces incluso paises en los que no hay datos sobre la infeccion humana
en la literatura. Son diferentes los tipos de viajeros que se pueden ver involucrados en
los casos de infeccibn humana reportados, desde viajeros de negocios, turistas,
inmigrantes, emigrantes, trabajadores expatriados y personal militar hasta misioneros
religiosos y refugiados. Oceania es el Unico continente donde hasta la fecha no se ha
publicado ningun informe de este tipo (Ashrafi et al., 2014).

Europa es el continente donde se han reportado mas casos importados. En Francia,
la fascioliasis importada ya fue reportada en la primera mitad del siglo pasado, cuando
un soldado francés regresé de Thessaloniki, Grecia y fue diagnosticado por deteccion
de huevos en muestras de heces (Senevet, 1920). Del mismo modo, un oficial militar
fue diagnosticado de forma similar después de estar 4 afios en Argelia (Delanoe,
1929). También, un hombre somali se presenté después de 20 dias de sintomas y se
comprobd que estaba infectado por Fasciola y S. mansoni después de encontrar
huevos de los dos trematodos en sus heces (Heckenroth, 1932) y después de estar 15
afios en Marruecos, una mujer francesa fue diagnosticada y tratada en Francia (Burgui,
1936).

Un cuadro clinico bastante impactante fue descrito en un hombre belga
diagnosticado en Francia. Presentaba manifestaciones neuroldgicas y oculares
incluidos fuertes dolores en las extremidades inferiores, anosmia, ageusia y amaurosis
gue aparecio en la fase cronica después de muchos afos, este cuadro fue acompafado
de fiebre, eosinofilia y manifestaciones cutaneas y pulmonares. La enfermedad se
mantuvo durante dos afios y medio a pesar de repetir el tratamiento con entobex,
emetina y cloroquina (Becquert & Delassus, 1961). Este caso ilustra como la
fascioliasis puede dejar atras a los pacientes discapacitados, incluyendo fuertes
secuelas como dolor en las extremidades inferiores, disgeusia parcial y anosmia,
asi como también ceguera unilateral (Mas-Coma et al., 2014b). Un cuadro clinico aun
mas complicado incluyé manifestaciones psiquiatricas y neuroldgicas, presentadas por
una mujer de Camerudn. Los primeros sintomas eran ataque de ansiedad y nerviosismo
con fiebre y delirios. Tres semanas después de ser trasladada a Paris, esta paciente
mostré amplios sintomas de confusion, ataques de delirio, anemia, hepatomegalia y
esplenomegalia. Se le diagnosticé una coinfeccibn con otras cuatro especies de
helmintos. La infeccidon por F. gigantica subyacente a la neuroldgica y persistente
intensos desordenes neuropsiquicos podrian establecerse solo después
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de 4 meses y medio. Su recuperacion fue total después de tres tratamientos con
dehidroemetina junto con entobex, nivaquina y prednisone (Paraf et al., 1968).

En Africa, se reportaron muchos casos en paises de Magreb, donde se distinguieron
tres situaciones: (i) epidemias en grupos de gente de Europa, (ii) casos aislados en
europeos, Y (iii) casos aislados de habitantes autéctonos (Hazoug-Boehm et al., 1979).
Un caso interesante fue el de un soldado britanico que se infect6 en Egipto. La
infeccion avanzé muy répido, solo estuvo 4 meses en Egipto, fue admitido en el
hospital y 6 semanas después murié. En la autopsia se encontraron muchos
especimenes de Fasciola (Chester, 1928).

2.2.2.- EL PROBLEMA DE LA EXPANSION GEOGRAFICA MUNDIAL DE FASCIOLA
HEPATICA

A pesar de las restricciones debidas a los cambios en el clima o a la actividad
humana que existen en las fases del ciclo biolégico, F. hepatica se ha expandido con
éxito desde la zona geografica original del oriente proximo, hasta llegar a colonizar los

cinco continentes (Mas-Coma et al., 2009a). En la actualidad, la fascioliasis por F.
hepatica es la enfermedad de origen vectorial que presenta la mas amplia distribucion

latitudinal, longitudinal y altitudinal conocida (Mas-Coma & Bargues, 2003).

Con los animales domeésticos se transportaron muchos parasitismos, zoonosis entre
las que se incluyen la fascioliasis y un largo etc. El caso de Fasciola hepatica y su
molusco vector Galba truncatula es bien significativo (Fernandez, 2007). Cuando el
grupo de parasitdlogos espafioles del equipo del Profesor Mas-Coma, estudiaron el
foco de fascioliasis del Altiplano Boliviano, encontraron que las fasciolas que infectan al
hombre y a los animales en los margenes del Lago Titicaca y su molusco vector eran
molecularmente iguales a las que se encontraban en Espafia (Mas-Coma et al., 2001).
El transporte de las fasciolas, en los higados de las ovejas llevadas a América, es
bastante comprensible, sin embargo, el de un molusco anfibio, europeo, débil como es
Galba truncatula resulta mas dificil de comprender. Posiblemente fueron transportados
con el barro que quedo en las patas de los animales, entrando en estivacion durante el
transporte en barco. Fasciola encontr6 en América, como en Australia mas tarde, otros
moluscos sustitutos de su Galba truncatula eurasiatica, convirtiéndose por tanto, en un
invasor en toda regla (Fernandez, 2007).
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2.2.2.1.- EXPANSION PASIVA DE ESPECIES VECTORAS

La expansion pasiva de especies vectoras de moluscos puede darse, por ejemplo, a
través de las aves migratorias con el barro que puede quedar entre las patas de éstas
y el cual puede contener clusters de huevos de los moluscos vectores de fascioliasis.
De modo que, una vez en el lugar de destino, estas aves depositan esos huevos en un
lugar distinto del que provenian; dandole la posibilidad al molusco vector de
reproducirse y en consecuencia colonizar una nueva zona. También puede ser que con
la importacion/exportacion del ganado los clusters de huevos de los moluscos vectores
0 ejemplares de estos mismos queden adheridos en las pezufias o patas del ganado,
como ya se ha dicho en el punto anterior, y una vez en su nuevo destino, estos
animales expandan pasivamente los moluscos en los rios donde vayan a beber o en
las zonas de pasto donde se alimenten. Aunque también se tendria que tener en
cuenta la posibilidad del transporte pasivo de algunas especies vectoras de molusco
con las plantas de acuario procedentes de ambientes tropicales que se venden en
distintas tiendas, ya que en éstas pueden quedar también adheridos clusters de
huevos de las especies de molusco mas comunmente distribuidas en los puntos de
venta de articulos para acuarios.

2.2.2.2.- EXPANSION DEL PARASITO CON ESPECIES RESERVORIAS DE
GANADO

Es conocida la reciente propagacion de la fascioliasis desde su origen en el cercano
este eurasiatico, hasta el resto del mundo, la cual esta indudablemente relacionada con
la actividad humana. Esto incluye la exportacion/importacion que implica (i)
inicialmente, ovejas y cabras de tamafo mediano, (ii) secundariamente, varias
especies de herbivoros de tamafio grande, siendo todos ellos buenos hospedadores
definitivos de los trematodos del higado, incluyendo vacas, bueyes, yaks, caballos,
burros y mulas, los cuales fueron utilizados para el transporte de mercancias por tierra
en distancias cortas y largas (aun entre diferentes paises), (i) mas tarde, las
colonizaciones de otros continentes por antiguos europeos, junto con la introduccién de
ganado europeo y équidos, y también la adaptacién a nuevas especies de hospedador
gue también fueron utilizados para el transporte, como los camélidos Andinos

(principalmente llamas), y (iv) mas recientemente, para el progresivo comercio
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ganadero, asi como también (v) las diferentes introducciones del vector lymnaeido
(Mas-Coma et al., 2003).

La domesticacion de los herbivoros salvajes empezd hace alrededor de 10.000 afios
en los albores del Neolitico en la regién conocida como Creciente Fértil, antes fértil,
ahora parcialmente desierto, area del cercano y medio este que era una region agricola
gue se extendia desde el Levante (tierras bordeando las costas del este de los mares
Mediterraneo y Egeo) hacia el este incluyendo Israel, Jordania, Libano y el oeste de
Siria, el sureste de Turquia y a lo largo de los rios Tigris y Eufrates, en Irak y los
flancos occidentales de Iran (MacHugh & Bradley, 2001). El periodo del Neolitico fue la
época donde se dieron los principales cambios en la vida del hombre. Las cabras
fueron los primeros herbivoros en ser domesticados. La domesticacion de ovejas y
cabras jugd un papel importante en el fendbmeno de neolitizacion que se dié en la
prehistoria en un clima 6ptimo, dando lugar a un estilo de vida sedentario (Pedrosa et
al., 2005). La cultura del Neolitico se expandi6 fuera del cercano este en los Balcanes,
Grecia y en el noreste de Europa Central. Adaptandose a los animales recién
domesticados en el Creciente Fértil, F. hepatica di6 un paso crucial que le permitiria
expandirse por esa region, para colonizar casi todo el mundo. Tal propagaciéon tuvo
lugar hacia el oeste en Europa, hacia el este en Asia y hacia el sur en Africa, con
caracteristicas especificas en cada uno de esos continentes. Galba truncatula debia
haber estado presente en el Creciente Feértil y de hecho el haplotipo ITS-2 se encuentra
en Iran (Ashrafi et al., 2007) (Bargues et al., 2002), y a su vez se encuentra
ampliamente distribuida en Europa (Portugal, Espafia, Francia y Holanda) (Bargues et
al.,, 2001). La presencia de G. truncatula a través de Europa (Gloer & Meier-Brook,
1998) constituye el principal factor para entender la exitosa colonizacién de este
continente por parte del parasito. Las evidencias sugieren que las ovejas, cabras y
vacas juegan todos ellos un papel importante en la expansiéon. Estudios moleculares
recientes en las especies de ganado indican que se siguieron dos rutas principales
desde el cercano este, una ampliamente dispersada a través de Europa central,
alcanzando los territorios situados mas al norte y otra ruta al sur, que mas
probablemente utilizaba las rutas marinas a través del mar Mediterraneo. Los hallazgos
de huevos de Fasciola en coprolitos humanos colectados en lugares arqueoldgicos en
Francia, Holanda, Dinamarca, Alemania, Austria, Polonia y Suiza (Mas-Coma, 2005)
datan de la Edad de piedra, el final del periodo Mesolitico (hace 5.000-5100 afios),
Neolitico, Edad de bronze, periodo Galo-Romano y edades medias (Bouchet et al.,
2003) apoyando la colonizacion europea por F. hepatica en tiempos prehistoricos. La

explicacion mas plausible es el extensivo uso de una ruta Mediterrdea por el mar o a lo
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largo de las regiones costeras del Mediterrdneo en los siglos Xl y Xll, sin olvidar el
intercambio entre Iberia y Magreb durante el periodo musulman (Pereira et al., 2006).
Generalmente se acepta la idea de que el primer paso hacia la domesticacion del
ganado ocurrid en el suroeste de Asia y que ese ganado ya domesticado, entr6 en
Europa con pastores que migraban desde esta regién (Caramelli, 2006).

La presente distribucion de F. hepatica y G. truncatula en Africa se puede dividir en
tres regiones distintas:

- Laregion noroeste que incluye paises como Marruecos, Algeria y Tulnez,
caracterizada por unas temperaturas estacionalmente suaves que permiten el
desarrollo de G. truncatula (Brown, 1994) (Groumghar et al., 2004) (Khallaayoune
et al., 1991).

- Las grandes regiones del oeste sub-Sahariano y Africa central, caracterizadas por
la presencia de una Unica especie de lymnaeido, R. natalensis (Brown, 1994), un
molusco distribuido a través de Africa excepto en la region costera del este
africano y Namibia (Van Damme, 1984). Este molusco es resistente a la infeccion
por F. hepatica (Cruiz-Reyes & Malek, 1987), lo que podria no permitir la exitosa
introduccién y colonizacion de esta especie de trematodo del higado.

- Africa oriental desde su extrema costa mediterranea nortefia hasta el sureste de
Africa, incluye un area de distribucion en Egipto, otra grande pero aislada area en
Etiopia, otra al sur incluyendo Kenia y Tanzania y finalmente una gran area en
Sudafrica (Brown, 1994).

Esta distribucion dispersa sugiere, en primer lugar, que tanto F. hepatica como G.
truncatula fueron introducidas desde el sureste de Asia, muy probablemente juntas,
con ovejas y cabras. La ausencia de F. hepatica en Egipto més tarde, como se ha
deducido de estudios de final del siglo XVIII, puede ser explicada por su desaparicion
debido al incremento de temperaturas y sequia (Van Damme, 1984). La reaparicion
tanto del fascidlido como del lymnaeido hoy en dia en Egipto, puede ser explicada por
una reciente introduccion (El-Azazy & Veen, 1983; Soliman, 1998) que tuvo éxito
gracias a las nuevas condiciones ambientales adecuadas derivadas de los sistemas de
riego artificial después de la construccion de la presa de Aswan. La expansion de F.
hepatica a Oceania y América estuvo marcada por las colonizaciones humanas. El
éxito de esas colonizaciones fue debido por un lado a la adaptacion de F. hepatica a
las diferentes especies de lymnaeidos autéctonos de esos continentes, como L.
tomentosa en Australia y Nueva Zelanda (Boray, 1969, 1982) o miembros del grupo
Galba/Fossaria en Latino América (Bargues et al., 2007); asi como también, debido por

otro lado, a la introduccion de especies vectoras de lymnaeidos exoticos y
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susceptibles, incluyendo P. collumella en Australia (Boray, 1978) o ambos P. columella
y G. truncatula en Nueva Zelanda (Boray, 1978) y sudamérica (Malek, 1985; Mas-
Coma et al., 2001, 2005, 2007; Mas-Coma & Bargues, 2003). Ovejas y vacas eran las
especies de ganado mas transportadas por los humanos colonizadores, aunque las

cabras también fueron incluidas en los barcos (Hiendleder et al., 1998).

2.2.3.3.- EL IMPACTO DEL CAMBIO GLOBAL

Desafortunadamente, el cambio climatico se solapa con otras modificaciones
antropogénicas y del ambiente las cuales son incluidas dentro del término “cambio
global”’. Cambio global se refiere a muchos cambios ambientales llevados a cabo por el
ser humano como son los cambios hidrolégicos que incluyen la construccién de presas,
canales de irrigacion, reservorios de agua, los cuales establecen nuevos ambientes
adecuados para la supervivencia de los moluscos vectores que transmiten el parasito.
(Mas-Coma et al., 2009).

Todos estos cambios debidos a la actividad humana suponen a su vez, cambios en
la epidemiologia de la enfermedad que resultan preocupantes y dificultan el desarrollo
de medidas de control eficaces, obligando de alguna manera a realizar andlisis y
estudios continuos para una mejor prevencion de la enfermedad y puesta en marcha

de medidas de control que se adecuen a los cambios que se van dando.

2.2.3.4.- EL IMPACTO DEL CAMBIO CLIMATICO Y DEL CALENTAMIENTO
GLOBAL

Los factores climéaticos son decisivos en la transmision de la fascioliasis. La
incidencia de infeccion de los hospedadores definitivos ha sido relacionada con la
temperatura del aire, las precipitaciones y/o la evapotranspiracion. Estos factores
afectan a la dinamica poblacional del molusco que actia como hospedador
intermediario y a la poblacion del parésito a nivel tanto de las fases larvarias de vida
libre de huevos y metacercarias como a los estados larvarios del parasito que se
desarrollan en el interior del molusco, como son el esporocisto, la redia y la cercaria
(Mas-Coma et al., 1999c). El cambio climatico influye mas concretamente sobre la
emisién cercariana, ya que la produccion de cercarias puede verse favorecida a
elevadas temperaturas, como una consecuencia simple del incremento de la actividad



90

metabdlica del hospedador y de la energia disponible para el parasito. La tasa de los
procesos fisiolégicos aumenta significativamente con el incremento de la temperatura
en el caso de animales ectotermos (Schmidt-Nielsen, 1997) como los moluscos
lymnaeidos que actian como hospedadores intermediarios de la fascioliasis. La
emision cercariana de los moluscos es la llave del éxito de la transmision en el caso de
los trematodos (Erasmus 1972; Galaktionov & Dobrovolskij, 2013). En trematodos sin
un limite determinado en el numero de cercarias emitidas, la incrementada tasa de
emision cercariana puede prolongarse bastante tiempo siempre y cuando el molusco
proporcione recursos suficientes para el parasito. En Fasciola, mas o menos larga, la
produccion finita de cercarias esta relacionada con el nimero de generaciones de
redias cercariogenas e independientemente de las diferentes especies vectoras de
lymnaeidos implicadas (Dinnik & Dinnik, 1956, 1964; Rondelaud & Barthe, 1987;
Rondelaud, 1994; Rondelaud et al., 2004). Generalmente, la supervivencia de las
cercarias disminuye con el aumento de la temperatura (Evans, 1985; McCarthy, 1999)
(Mouritsen, 2002) como resultado directo de la mayor actividad de la cercaria a
elevadas temperaturas, acelerando asi, la deplecion de sus reservas energéticas
(Pechenik & Fried, 1995; McCarthy, 1999). A su vez, la infectividad de las cercarias
generalmente aumenta con la temperatura antes de que éstas mueran a elevadas
temperaturas (Evans, 1985; McCarthy, 1999). Sin embargo, la eficiencia de las
cercarias en la transmision, no se ve afectada negativamente por el incremento de la
temperatura, cuando supervivencia e infectividad cercariana se combinan (Evans,
1985; McCarthy, 1999). La eficiencia en la transmisién se mantiene aproximadamente
dentro del rango comprendido entre 15-30°C (Evans, 1985; McCarthy, 1999). Bajo
estas condiciones un aumento mediado por la temperatura de la emision cercariana,
conduciria a mayores niveles de infeccion en los siguientes hospedadores de los
trematodos, aun cuando la supervivencia de las cercarias es menor a elevadas
temperaturas (Poulin, 2006).

La variacion estacional principalmente de las precipitaciones y la temperatura
aumenta la diferente estacionalidad de la fascioliasis dependiendo de las areas. En
Europa, la transmision de la enfermedad es tipicamente biestacional debido a los
periodos de actividad de los lymnaeidos vectores en primavera y otofio. En el Altiplano
Boliviano, sin embargo, la transmision se da a lo largo del afio ya que, las poblaciones
del lymaeido vector se encuentran siempre presentes debido a los permanentes
cuerpos de agua donde habitan los moluscos, en vez de ser temporales, debido a las
elevadas tasa de evapotranspiracion a muy elevada altitud (Mas-Coma et al., 1999c).
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En otras areas, la transmision parece ser monoestacional, debido a la existencia de
un solo periodo anual con agua disponible y otro periodo de sequedad que cubre el
resto del afo. Las modificaciones del ambiente también pueden modificar la
estacionalidad de la enfermedad en un area endémica dada. En la provincia del
Punjab, en Pakistan, se ha descrito recientemente un complejo modelo de transmision,
incluyendo biestacionalidad con un pico relacionado con las precipitaciones y otro pico
relacionado con la irrigacion llevada a cabo por el humano. La provincia del Punjab, es
la primera zona endémica donde la emergencia de la infeccion humana ha sido
correlacionada con el incremento del riesgo de transmision de la fascioliasis debido al
impacto del cambio climatico a lo largo de un periodo de 20 afios mediante un analisis
de indices de previsiéon y datos de teledeteccion (Afshan et al., 2014).

La fuerte dependencia de la fascoliasis frente a los factores climaticos indica que el
cambio climatico podria tener una marcada influencia en la futura evolucion de esta
enfermedad. En é&reas de elevada altitud de hiperdendémia humana y animal, se
espera que el calentamiento global y el fenobmeno de El Nifio tengan consecuencias
epidemioldgicas (Rosenzweig et al., 2007).

La tendencia al calentamiento también mejorard directamente la transmision del
trematodo (Fuentes et al., 1999). De forma sorprendente, se da una elevada
transmision de la fascioliasis incluso cuando la temperatura media ambiental esta por
debajo del limite minimo de temperatura de 10°C, en el cual se da el desarrollo de las
fases larvarias del parasito a lo largo del afio (Mas-Coma & Bargues, 1997).

Un futuro pequefio incremento de la temperatura puede conducir a elevadas tasas
de transmision e infeccion, y adicionalmente modificar las areas de bajo, moderado y
alto riesgo actuales que se distinguen dentro del area de hiperendemia (Fuentes et al.,
1999; 2001). Un incremento de las lluvias puede también ampliar la ventana del riesgo
de contaminacion vinculada al periodo hiumedo comprendido entre noviembre y abril
(Fuentes et al., 1999). Las crecientes sequias e inundaciones asociadas al fenbmeno
de EIl Nifio (Githeko et al., 2000; Magrin et al., 2007) pueden influir en la epidemiologia
de la fascioliasis. La sequia puede modificar la fragmentacion espacial y tipica de los
focos de dicha enfermedad, mientras que las inundaciones pueden facilitar la
supervivencia de los lymnaeidos y expandir geograficamente sus poblaciones. Como
consecuencia, la fascioliasis se afiade en la lista de enfermedades en éreas
especificas mostrando una fuerte evidencia epidemiolégica del aumento del riesgo
asociado a las anomalias del clima relacionadas con el ciclo del fenébmeno de El Nifio
(Kovats et al., 2003; Magrin et al., 2007).
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La situacion epidemiolégica actual debida al solapamiento de ambos agentes
causales F. hepatica y F. gigantica (Periago et al., 2008), puede verse alterada de
forma pronunciada por el cambio cilmatico, debido tanto a las diferentes caracteristicas
de desarrollo de sus respectivos estados larvarios (limite minimo de temperatura de
10°C para F. hepatica y 16°C para F. gigantica (Malone et al., 1998; Yilma & Malone,
1998), como a los distintos requerimientos ecolégicos de sus respectivos moluscos
lymnaeidos vectores, especificos pequefios Galba/Fossaria y grandes Radix (Bargues
et al., 2001a).

Los moluscos lymnaeidos que transmiten F. hepatica son especies que muestran
una tendencia marcada a ser anfibios, mas adaptados a condiciones frias, los cuales
suelen habitar cuerpos de agua pequefios o muy pequenos, dependiendo estas
colecciones de agua de la irrigacién de los campos de cultivo o de la estacién de
lluvias. Los lymnaeidos responsables de la transmisién de F. gigantica son especies
mas adaptadas a condiciones calidas y prefieren cuerpos de agua mas grandes y
profundos ricos en vegetacién acudtica, como son amplios canales de irrigacion y
suministro de agua. Asi, los focos de transmision de ambos fascidélidos normalmente
son diferentes y aparecen de forma separada incluso en la misma localidad endémica,
estando la fascioliasis por F. hepatica mas relacionada con la estacionalidad que la
fascioliasis causada por F. gigantica (Mas-Coma, 2004).
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Fig. 1.- Morfologia de las tres especies principales del género Schistosoma que parasitan al ser
humano y de sus huevos: (a) S. haematobium, con cuticula espinosa en la region dorsal del macho y
huevo con espolon polar; (b) S. mansoni, con la cuticula del macho sembrada de tubérculos espinosos y
huevos con un espolén lateral cerca de su polo posterior y (¢) S. japonicum, con la cuticula del macho
lisa y el acetdbulo pedunculado en ambos sexos y huevos ovoides con un espolén rudimentario. Fuente:

Jaime Gallego Berenguer, 2006 en: Manual de Parasitologia. Morfologia y biologia de los parasitos de

interés sanitario.
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Fig. 2.- Huevos de las especies de Schistosoma que parasitan al ser humano, representados sélo

por sus cubiertas y a la misma escala: (a) S. haematobium; (b) S. intercalatum; (c) S. bovis; (d) S.
mansoni; (e) S. japonicum y (f) S. mekongi. Fuente: Jaime Gallego Berenguer, 2006 en: Manual de

Parasitologia. Morfologia y biologia de los parasitos de interés sanitario.
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Fig. 3.- Morfologia general de los digénidos del género Schistosoma: (a) Seccion transversa del
macho que permite apreciar el canal ginecéforo (4) y los testiculos, (1) vesicula seminal (2) y la situacion
el gonoporo en el comienzo del canal ginecéforo (3); (b) y (c) Hembra: ovario, (5) oviducto, (6) glandula
vitelégena, (7) viteloducto, (8) ootipo (9) y Utero (10); (d) Seccion transversal del macho y la hembra en
copula. Fuente: Jaime Gallego Berenguer, 2006 en: Manual de Parasitologia. Morfologia y biologia de
los parésitos de interés sanitario.
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Fig. 4.- Ciclo biolégico general de las especies del género Schistosoma parasitas del ser humano:
(A) S. haematobium; (B) S. mansoni y (C) S. japonicum); (1) Cépula entre macho y hembra; (2)

Emuntorios urinario o fecal por los que se eliminan los huevos; (3) y (4) Miracidio libre en el agua; (5)
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Moluscos hospedadores intermediarios de las diferentes especies de Schistosoma (superior Bulinus,
central Biomphalaria e inferior Oncomelania); (6) Evoluciéon en el molusco (esporocisto con esporocistos
hijos, esporocisto hijo con furcocercarias y furcocercaria) y (7) Penetracidon de las furcocercarias por via
cutanea y paso de los esquistosomlos a los vasos del sistema porta, donde maduran a machos y
hembras adultos. Fuente: Jaime Gallego Berenguer, 2006 en: Manual de Parasitologia. Morfologia y

biologia de los parasitos de interés sanitario.

2 mm

Fig. 5.- Conchas de B. truncatus procedentes de las dos nuevas localizaciones para esta especie
de planoérbido en Espafia: (2) y (3) Laguna de Villena (Alicante); (4) y (5) El Ejido (Almeria), con detalle

de la microescultura de la protoconcha. Fuente: Martinez-Orti et al, 2015.
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Fig. 6.- Mapa mundial de la prevalencia de la schistosomiasis. En tonalidad rojo intenso, prevalencia
elevada mayor o igual del 50%; en tonalidad de rojo intermedia, prevalencia moderada entre 10%-49% y
en tonalidad roja muy tenue, baja prevalencia, menor del 10%; en gris, aquellos paises que requieren ser

evaluados frente al estado de la schistosomiasis y en blanco los paises no endémicos. Fuente:

Organizacién Mundial de la Salud, 2012.

Schistosomiasis, countries or areas at risk, 2014
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Fig. 7.- Mapa de riesgo de la schistosomiasis. En color rojo se representan los paises o &reas con
riesgo elevado de schistosomiasis y en color naranja aquellos paises o areas con bajo riesgo. Fuente:

Organizacién Mundial de la Salud, 2014.
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Fig. 8.- Ciclo biolégico de Fasciola hepatica. Los huevos inmaduros, eliminados junto con las heces
de los reservorios ovino y bovino (1), llegan al medio acuatico donde maduran (2) y liberan el miracidio
(3) que penetra en un molusco pulmonado del género Lymnaea (4). Alli (4) y (5) se transforma en
esporocisto productor de redias que pueden dar directamente cercarias o una fase intermedia de redias
hijas. Las cercarias abandonan el caracol y se enquistan en la vegetacién acuética (6), y llegan a sus
hospedadores definitivos al ser ingeridas con el pasto (7) o en el caso del hombre al ingerir vegetales
silvestres en ensaladas (8) o al beber agua contaminada. Fuente: Jaime Géllego Berenguer, 2006 en:

Manual de Parasitologia. Morfologia y biologia de los paréasitos de interés sanitario.

Fig. 9.- Distribucién global de la infeccién por Fasciola en humanos. Fuente: Organizacién Mundial
de la Salud, 2013.
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3.- MATERIAL Y METODOS

3.1.- MOLUSCOS VECTORES

Con el fin de obtener resultados lo mas significativos posible en relacién con los
objetivos planteados y anteriormente enumerados en la Introduccién de la presente
Tesis Doctoral, fueron tres las especies de moluscos vectores seleccionadas y cuatro
las diferentes areas en las que se detect6 la presencia de ejemplares moluscos que

conformaron la base de nuestros estudios.

3.1.1.- LUGARES DE PROSPECCION DE PLANORBIDOS

Bulinus truncatus

La especie de planorbido B. truncatus fue localizada en Andalucia, mas
concretamente cerca de El Ejido (Almeria) (UTM = 30SWF1867; 30 m), una nueva
poblacion aislada en una gran excavacion artificial en el curso de una rambla
procedente de la Sierra de Gador, a su paso por esa poblacién (Fig. 10). En cuanto a
los parametros del agua donde se encontraban los moluscos, en diciembre de 2014 se
obtuvieron los siguientes datos: temperatura: 18°C; pH: 7,1; y conductividad: 1,25 uS.

La razon por la cual escogimos este punto de recoleccion fue la inesperada infeccion
por schistosomiasis de una familia senegalesa y ciudadana de El Ejido. La infeccion se
detectd en el hospital general de El Ejido. Este hecho desperté nuestro interés junto
con la presencia de esta especie en este nuevo enclave, ya que estariamos frente a
una nueva localizacion para B. truncatus urinaria en Espafia. Ademas, teniendo en
cuenta que esta especie de molusco actia como vector de la schistosomiasis urinaria,
estariamos, por tanto, frente a un posible foco de infeccion de la enfermedad en
cuestion.

Todo el material malacoldgico de este taxdn (cédigos: MVHN-071214TP04, El Ejido),
asi como el resto de malacofauna acompafnante encontrada en dicha localidad, se
encuentra depositado en el Museu Valencia d’Historia Natural (MVHN) de Alginet
(Valencia). En la poblacion almeriense, los diez ejemplares medidos presentaban unas
dimensiones maximas que oscilaban entre 7,8 y 9,6 mm de longitud y entre 5,1y 5,9 de
anchura, presentando los de mayor talla las siguientes dimensiones: 9,6 x 5,6 mm, 9 x
5,8 mmy 8 x5,9 mmy los mas pequefios: 7,8 x5,3mmy 9,1 x 5,1 mm.
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Planorbarius metidjensis

La recoleccion de ejemplares de P. metidjensis se realizé en El vallejo de Polan,
Talayuelas, Cuenca (Fig. 11) (UTM=30SXK4707; 923 m). La vegetacion presente en el
biotopo situada junto al arroyo era tipica de ribera, sobre un suelo siliceo (cuarcitas), y
envolviéndolo aparecia de forma abundante el pino rodeno (Pinus pinaster), que
conforma un paisaje de pinada caracteristico en la comarca.

La presencia de los ejemplares moluscos estuvo relacionada con el régimen de
lluvias, asi como también con la presencia de agua que se mantenia almacenada tras
las lluvias en una charca que quedaba en el cauce del arroyo. En 2016 esta charca
permanecid seca desde mediados de abril hasta mediados de noviembre, hasta
desaparecer la poblacion, pero a finales de este Ultimo mes, debido a las lluvias, se
volvieron a encontrar ejemplares bastante pequefios recientemente eclosionados.

3.1.2.- LUGARES DE PROSPECCION DE LYMNAEIDOS

En el caso de los Lymnaeidos se tomo la decision de explorar biotopos distintos,
pertenecientes a la Comunidad Valenciana, pero situados en distintas provincias (Fig.
12). Uno de estos biotopos se correspondia con un tramo de la cuenca del rio Palancia
cerca de la poblacion de Albalat dels Tarongers, perteneciente a la provincia de
Valencia, mientras que el otro biotopo se basaba en un conjunto de campos de cultivo
de arroz adyacentes a una carretera comarcal situada a nivel del mar, en los
alrededores de la poblacion conocida como Chilches, ya en la provincia de Castellon.

La eleccion del primer enclave nombrado con anterioridad como posible lugar de
prospeccion, se debio a la emergencia de un brote infeccioso de fascioliasis en ganado
ovino en el afio 2014. Este hecho desperté el interés de nuestro equipo del
Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica y Parasitologia de la Facultat
de Farmacia de la Universitat de Valéncia, por realizar el estudio de dicha zona para
tratar de determinar la presencia o ausencia de ejemplares de moluscos lymnaeidos,
vectores potenciales de la fascioliasis.

El segundo enclave se explord, suponiendo una alta probabilidad de la presencia de
moluscos lymnaeidos, teniendo en cuenta por un lado que los campos de cultivo de
arroz pasan gran parte del tiempo inundados o bastante himedos y embarrados y por
otro lado que a la mayoria de especies de la familia Lymnaeidae son anfibias y que les
gusta vivir en el barro himedo o en cuerpos de agua de poca profundidad y sin
corriente. Sabiendo de la presencia de otras especies de moluscos gasteropodos de
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agua dulce en este tipo de biotopo, era normal pensar en la posibilidad de que nuestra
especie objeto de estudio pudiera estar conviviendo con las mismas. Algunos de los
moluscos encontrados en las zonas de recoleccion pertenecian a las familias Rumina y
Helicidae (moluscos terrestres) y a los géneros Physa, Gyraulus, Theba, también vimos
algunos ejemplares de moluscos operculados tipo Melanoides y ejemplares de otras
especies de la familia Lymnaeidae, en lo que concierne a moluscos acuaticos. Nos
llamd la atencion que, en ambos enclaves el género de molusco acuatico que mas
abundaba era Physa.

A continuacion, se describen mas detalladamente los cambios observados a nivel
geografico y ecoldgico, a lo largo del seguimiento realizado durante un afio (desde
noviembre de 2014 a noviembre de 2015) de ambos biotopos. Mensualmente, para
dicho seguimiento se tuvieron en cuenta algunos aspectos como: presencia/ausencia
de agua, precipitaciones, tipo de vegetacion presente en la zona, temperatura
ambiental y del agua y otros factores abioticos del agua como el pH, conductividad y

saturacion de oxigeno.

A) Cuenca del rio Palancia, Albalat dels Tarongers (Provincia: Valencia; Comarca:
Camp de Morvedre):

Excepto en los meses de noviembre y diciembre de 2014 y julio de 2015, durante el
resto de meses del afio, la presencia de agua se hizo evidente en mayor o menor
grado, siendo la estacion primaveral (marzo, abril y mayo) la que mayor cantidad de
agua albergo seguida de la otofial (septiembre y octubre). Se trata de un biotopo que
depende Unicamente de las oscilaciones de algunos parametros ambientales o agentes
atmosféricos, sobre todo en cuanto a luz, temperatura y precipitaciones se refiere, por
lo que el agua presente en los distintos meses procedia del deshielo de la montafia por
nevadas anteriores o de las lluvias.

En lo que concierne a la vegetacion presente en este ambiente biolégico en la época
primaveral, la comunidad era evidentemente un herbazal nitrofilo sobre suelos
moderadamente frescos. Las especies mas abundantes eran: Poa annua L., Lolium
perenne L., Geranium dissectum L., Rumex crispus L., Avena sterilis L., Erodium
malacoides (L.) L’Hér. Las abundantes, pero en menor proporcion: Bromus diandrus
Roth, Bromus catharticus Vahl.; las que se presentaban ocasionalmente: Stachys
ocymastrum (L.) Brig., Asphodelus tenuifolius Cav., Galactites tomentosa Moench y ya
dentro del agua: Rorippa nasturtium-aquaticum (L.) Hayek.

Excepto en el mes de julio de 2015, en el cual la mayor parte de la vegetacion se
encontraba seca, durante el resto de meses del afio, las especies vegetales nombradas
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con anterioridad estuvieron presentes de forma permanente, aunque variando su
abundancia y altura.

En nuestra evaluacion de la presencia de ejemplares moluscos de la especie
Lymnaea sp., pudimos esclarecer la presencia de otros moluscos con los que convivia
dicha especie pertenecientes a los géneros Radix, Physa, otros caracoles acuaticos
operculados de concha dextrégira y globosa y moluscos del género Pseudosuccinea.

La distribucion de la especie de molusco de interés no fue uniforme a lo largo del
afo, ya que, no todos los meses habia ejemplares y los meses en que si los hubo se
les encontrd en distintas localizaciones dentro de la misma area de muestreo segun iba
cambiando el nivel del agua. Los moluscos de interés se encontraban en los tallos de la
vegetacion, justo en la interfaz entre el agua y el aire o bien en las partes medias de los
tallos donde aun llegaba la luz del dia.

Lo mas comun era encontrarlos en el limo humedo o habiendo 2 cm de agua.
Teniendo en cuenta esto y el hecho de que en el proceso de adaptacion en el
laboratorio pasaban mas tiempo fuera que dentro del agua y que ademas solo
toleraban de 1 a 2 cm de agua, pudimos suponer que se trataba de una especie mas
anfibia que acuatica.

Se encontraron moluscos vivos en las épocas de verano y otofio, pero fue en el
primer mes de verano (junio) y en el ultimo de otofio (noviembre) cuando se observé
una mayor densidad poblacional. En junio se concentraban todos los ejemplares en un
punto donde no habia practicamente agua y abundaba el barro, mientras que en
noviembre la cantidad de agua era considerable en ciertos puntos y los ejemplares se

encontraron entre los tallos de la vegetacion mayoritariamente.

B) Campos de cultivo de arroz, Chilches (Provincia: Castellén; Comarca: Plana Baixa).

Al tratarse de un biotopo antropizado, los cambios observados son debidos en su
gran mayoria a la actividad del ser humano, aunque las precipitaciones también
puedan influir a veces (Fig. 13). Nos fue de gran ayuda la informacion aportada por
agricultores, ganaderos y vecinos de las poblaciones, acerca de la localizacién de otros
cuerpos de agua donde podria haber mas moluscos, las rutas y horarios del pastoreo
de ovinos por la zona, las fases del cultivo del arroz, el tipo de productos quimicos
utilizados para tratar los campos de arroz (herbicidas, plaguidas y molusquicidas),
procedencia del agua de riego, etc. Toda esta informacion sumada a la adquirida en
cada expedicién nos fue de gran utilidad para hacernos una idea de algunos aspectos
relacionados con la transmision y epidemiologia de la fascioliasis.
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De mayo a septiembre los campos de cultivo de arroz permanecieron inundados de
forma continua aunque con ciertas fluctuaciones en el nivel del agua, coincidiendo con
las diferentes fases de la siembra del arroz. El proceso para el cultivo de este cereal se
divide de la siguiente manera:
 Marzo: se ara la tierra para facilitar la circulacion del agua y asi conseguir un
riego mas eficaz, eliminar las malas hierbas y a su vez descompactar la tierra
para facilitar la siembra.
< Abril: se remueve la tierra para abonar los campos con abono natural a partir de
excrementos de animal y con abono de tipo industrial en forma de pequefas
esferas blancas.
= Mayo: se siembra el arroz y se inunda el campo de forma uniforme, aunque no
con demasiada agua.
e Junio y julio: la plantacion de arroz se encuentra en su maximo nivel de
crecimiento.
» Agosto: las semillas de arroz de la plantacion estan ya secas y preparadas para
ser recogidas.

+ Septiembre: se siegan las plantas de arroz para la recogida de este cereal.

En octubre y noviembre se observé que los campos quedaban de nuevo inundados,
ya que las grandes tuberias dispuestas en cada uno de los campos liberaban agua
procedente de un canal de irrigacion de forma continua. La poca cantidad de agua que
se encontré en los campos los meses restantes provenia de las lluvias y a su vez, la
cantidad de algas y lentejas de agua que habia en los campos de cultivo dificultaba a
veces la visibilidad y acceso a los moluscos de interés. Estos se encontraban
conviviendo con otros moluscos acuaticos pertenecientes a los géneros Physa,
Gyraulus y Lymnaea aunque el género mas abundante era Physa seguido de Gyraulus.
En los margenes de los campos encontramos moluscos terrestres de los géneros
Rumina y Helicidae y también algunos operculados de tipo Melanoides.

La distribucion de los moluscos de interés dentro del biotopo a lo largo del afio de
seguimiento fue bastante uniforme durante los meses en los que hubo agua, que
fueron unos 9 o 10 meses de los 12 durante los cuales se realizo el seguimiento de la
zona. La presencia/ausencia de moluscos dependia en gran medida de los cambios en
el microambiente efectuados por los agricultores, ya que éstos araban la tierra,
sembraban y cortaban las plantas de arroz, abonaban y echaban plaguicidas,
herbicidas y alguicidas, lo cual podria explicar la variacion en la densidad poblacional
de los moluscos.
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Los puntos del indice denominados como “Recoleccion en la naturaleza y transporte
in vivo”, “Verificacion de la ausencia de infeccion”, “Lanzamiento de los cultivos
experimentales: Adaptacion y cultivo en el laboratorio” y “Seguimiento cronolégico de
caracteristicas malacolégicas a estudiar’, son comunes para ambos grupos de
caracoles vectores estudiados en la presente tesis doctoral y pasaran a ser explicados
de forma detallada a continuacién. Tanto para planérbidos como para lymnaeidos, los
pasos seguidos desde su recoleccion en la naturaleza hasta el seguimiento de las

caracteristicas malacoldgicas a estudiar han sido exactamente los mismos.

3.1.3.- RECOLECCION EN LA NATURALEZA Y TRANSPORTE “IN VIVO”

En cada uno de los biotopos estudiados, la recoleccion de los moluscos se realizé
mediante la busqueda visual sobre el sustrato fijo o flotante (agua) y sobre la
vegetacion; desplazandose libremente por el area de muestreo (Figs. 14 y 15). Los
especimenes fueron recolectados con la ayuda de unas pinzas blandas de acero que
por un lado evitaban el dafio o deterioro de los moluscos al manipularlos y por otro
reducian el impacto sobre el biotopo. Los ejemplares recolectados se iban colocando
en tubos falcon con una pequefia cantidad de agua y vegetacion de la zona,
correctamente rotulados con el nombre de la especie, fecha y procedencia. Estos tubos
se mantenian abiertos para asi asegurar la disponibilidad de oxigeno por parte de los
moluscos durante el tiempo que durara la recogida de los mismos. La localizacion y el
area de los puntos de muestreo siempre eran las mismas para cada biotopo, excepto
cuando los cambios climatolégicos o antropogénicos de los biotopos, nos obligaban a
buscar los moluscos en puntos de muestreo alternativos dentro de la misma zona sin
variar el area (1 m2).

El estudio mensual del microclima de las areas de muestreo de cada biotopo, incluia
la medida de parametros como temperatura (°C), pH, saturacién de oxigeno y
conductividad del agua en la que se encontraban los moluscos. Para ello se utilizdé un
medidor multiparametro MultiLine modelo P4 SET, que incluia, un electrodo de pH
combinado con un sensor de temperatura integrado SenTix41, una sonda de oxigeno
disuelto CellOx325 y una célula de conductividad estandar TetraCon® 325, con las
correspondientes cubetas de calibracion.

La medida de dichos parametros, nos permiti6 determinar parte de las condiciones
del agua en las que vivian los moluscos de interés. Cuando el nivel del agua era
insuficiente para poder sumergir la sonda de pH, se recurria a las tiras indicadoras del
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pH PEHANON de rango comprendido entre 6,0-8,1 y 8,0-9,7 y tanto la saturacion de
oxigeno como la conductividad no se median en ese caso. La toma de fotografias de
los enclaves estudiados, se realiz6 con el fin de disponer de una informacién lo mas
completa posible para futuros andlisis sobre la transmisién y epidemiologia de las dos
helmintiasis tratadas en la presente tesis doctoral.

Una vez recolectados, los moluscos fueron transportados “in vivo” hasta el
laboratorio de la unidad de Parasitologia de la Universitat de Valéncia. Durante el
transporte desde la naturaleza hasta el laboratorio se procuré mantener los moluscos a
una temperatura no muy elevada y en condiciones de maxima oxigenacién dentro de
las posibilidades para de este modo asegurar su supervivencia y llegada al laboratorio
en condiciones 6ptimas. Los moluscos eran trasladados a recipientes rectangulares de
plastico de un tamafio aproximado de 20 x 15 cm y cierre hermético, siendo separados
en grupos de no mas de 30 individuos por recipiente segun la localidad de procedencia.
El motivo de separarlos en grupos de 30, cuando el numero de ejemplares
recolectados resulto ser considerable, fue facilitar las interrelaciones molusco-molusco
y molusco-ambiente en un espacio reducido. La finalidad era conseguir posteriores
cultivos puros de las distintas especies de moluscos vectores recolectadas con los que

poder realizar el resto de experiencias.

3.1.4.- VERIFICACION DE LA AUSENCIA DE INFECCION

Tras la recoleccion y el transporte de moluscos desde la naturaleza al laboratorio, el
primer paso fue el andlisis individualizado de cada uno de los ejemplares recolectados,
con el fin de verificar la ausencia de infeccién por algun tipo de helminto.

Inicialmente, el total de los ejemplares recolectados fueron aislados en placas de
Petri individuales y se comprob6 en éstos si se daba la emision cercariana durante 60
dias consecutivos. En el caso de que ninguno resultara positivo para la parasitacion, se
consideraba la poblacién negativa y eran devueltos a las cajas de cultivo. Pero si por el
contrario algun ejemplar resultaba positivo, todos los ejemplares recolectados eran
verificados de la misma manera una segunda vez hasta estar seguros de que no existia
infeccion.

Ademas, las cajas de cultivo eran revisadas una vez a la semana, en busca de la
posible presencia de metacercarias enquistadas en las paredes de la caja o en la
lechuga que servia de alimento, por si hubiese pasado desapercibido al encontrarse
aun en el periodo prepatente, es decir, antes de llegar a la fase de emisién cercariana.
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3.1.5.- LANZAMIENTO DE LOS CULTIVOS EXPERIMENTALES: ACLIMATACION Y
CULTIVO EN EL LABORATORIO

Una vez verificada la ausencia de infeccion, los moluscos debian ser aclimatados y
su ciclo vital mantenido en el laboratorio en unas condiciones que fuesen lo mas
similares posible a las de su habitat natural, de tal forma, que fueran capaces de
superar su periodo de aclimatacién, que suele estar comprendido entre 24 y 48h
(Rondelaud & Barthe, 1987; Audousset et al., 1989)

Después de superar el proceso de aclimatacion, los moluscos recolectados fueron
separados y colocados, segun la especie y biotopo de procedencia en recipientes de
plastico herméticos y transparentes provistos de un aireador que facilitaba la
oxigenacion del agua mediante burbujeo. En el fondo de cada uno de los recipientes se
coloc6 un sedimento de tipo calcareo-margoso (Rondelaud & Barthe, 1978; Bouix-
Busson et al., 1985a, b; Audousset et al., 1989), previamente autoclavado, dispuesto
en una capa fina en el fondo seguida de una capa de agua mineral, proporcionandose
como alimento porciones de lechuga fresca (Fig. 16).

El lanzamiento y mantenimiento de los cultivos experimentales de moluscos se llevd
a cabo en camaras climaticas Heraeus-Votsh® VB-0714 (Fig. 17) a unas condiciones
constantes de temperatura, humedad relativa y fotoperiodo de 20°C, 50% y 12 horas
luz/12 horas oscuridad, respectivamente, con oxigenacion artificial constante e
intensidad de luz maxima de 3.500 lux. Cada una de las cajas de cultivo fue
debidamente etiquetada, indicando el nimero de ejemplares existentes, el biotopo,
lugar de procedencia y la fecha de recoleccion.

Cada 5-7 dias se proporcionaban hojas de lechuga como alimento y se procedia a la
renovacion del agua de las cajas de cultivo (Bouix-Busson et al., 1985a, b). En el caso
de ejemplares de tamafio pequefio la lechuga fue complementada por una alimentacién
basada en algas cultivadas en serie a partir de cepas de Oscillatoria formosa. La
utilizacion de estas algas obligaba a un cambio y limpieza de los recipientes con una
mayor frecuencia, pero la brevedad del procedimiento, la eliminacion de practicamente
todos los residuos durante el proceso de limpieza y el mayor acceso a los nutrientes de
los moluscos recién nacidos o de tamafio pequefio, demostraban la utilidad de estas
algas. El sedimento por su parte se cambiaba cada 1 o 2 meses, a medida que se iba
deteriorando por la erosion y segun fuera la cantidad de detritus acumulado que no se
conseguia eliminar con el lavado habitual. Parte de ese sedimento desechado se
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reciclaba para su uso posterior mediante el empleo de una autoclave para esterilizar el
material.

3.1.6.- SEGUIMIENTO CRONOLOGICO DE CARACTERISTICAS MALACOLOGICAS
A ESTUDIAR

De las tres especies de moluscos vectores seleccionadas para nuestros estudios,
decidimos analizar la dinAmica de crecimiento y la capacidad de autofecundacion de
cada una de ellas, para poder realizar asi un estudio comparado de la biologia de las
mismas. De modo que, a partir de la eclosion de clusters de huevos procedentes de los
ejemplares recolectados en la naturaleza, se obtuvo una primera generacion de
moluscos, a partir de la cual se obtuvieron dos mas. Asi pues, para cada especie se
obtuvieron tres generaciones y para cada una de ellas se selecciond un numero
minimo de 30 individuos/generacion por motivos de significancia estadistica.

Para el seguimiento cronoldgico de la capacidad de autofecundacion y las tasas de
reproduccion y crecimiento, los moluscos fueron aislados de forma individual en placas
de Petri de 15 cm de didmetro con agua mineral y una alicuota de algas. La
alimentacion basada en algas cianofitas de la especie Oscillatoria formosa solo fue
necesaria durante el primer mes de vida de los ejemplares moluscos hasta que éstos
alcanzaran un tamafio que les permitiera, con la radula ya mas desarrollada,
alimentarse de porciones de lechuga. Diariamente se renové tanto el agua como el
alimento de todas y cada una de las placas de Petri registrando el nimero de cllsters
de huevos emitidos por cada ejemplar, asi como también el nimero de huevos por
cluster. Cada uno de éstos fue aislado en una nueva placa de Petri para posteriormente
realizar el seguimiento de las fases de maduracion de los mismos y asi determinar el
tiempo que tardaban en eclosionar. Paralelamente al seguimiento de la
autofecundacion, el estudio de la dinamica de crecimiento se realizaba cada quince
dias con la obtencion de imagenes digitales de cada uno de los individuos, tanto en
posicion ventral como apical para posteriores estudios morfométricos. EI manejo de los
moluscos trataba siempre de llevarse a cabo con la ayuda de pinceles finos para
disminuir el riesgo de rotura de la concha de los mismos y a su vez, sin tardar
demasiado para asi disminuir también el tiempo de exposicién de los moluscos a la luz
intensa de la lupa binocular. De esta manera se evitaba el posible dafio inducido por el

calor desprendido por la luz de la lupa.
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Cada una de las placas era debidamente etiquetada con etiqueta el nhombre de la
especie de molusco, el nimero (del 1 al 30) asignado para cada ejemplar, la fecha de
nacimiento y el nimero de generacién correspondiente. Todos los ejemplares fueron
mantenidos en cadmaras climéticas bajo condiciones estandar de laboratorio de 20°C,

50% de humedad relativa y un fotoperiodo 12 h luz/12 h oscuridad.

3.1.7.- ESTUDIO DE LA ANATOMIA INTERNA DE BULINUS TRUNCATUS

A) Estudio de caracteres morfoldgicos de B.truncatus, El Ejido (Almeria) Espafia.

Mediante microscopia electronica de barrido y microscopia Optica, se realizd el
estudio de la concha, protoconcha, radula y de la pseudobranquia, ya que son tres
caracteristicas de gran utilidad para poder distinguir entre géneros que aparentemente
parecen iguales a simple vista, como son por ejemplo el género Physa y Bulinus.
Debido a la confusiébn que se da entre estos dos géneros, consideramos importante
recurrir al estudio microscopico de algunas de esas caracteristicas, para poder
distinguirlos de forma correcta.

A.1l) Concha

Para el estudio de las caracteristicas ornamentales de la concha de 20 ejemplares
de B. truncatus, se utiliz6 un Scanning Electron Microscope S-4100 haciendo uso de
una Working Distance que variaba de 15 a 18 mm, una intensidad de luz fija de 10 KV
(high voltage), con aumentos de x40 a x450, estableciendo una escala comprendida
entre 50 ym y 600 ym segun fuera el tamafio del ejemplar.

A partir del analisis de la concha o teleoconcha percibimos que estaba provista de
estrias longitudinales, aunque en general poco marcadas, finas, desiguales y algo
flexuosas (Martinez-Orti et al., 2015). El examen de la protoconcha o concha
embrionaria mediante microscopia electrénica de barrido resulta interesante ya que nos
nos permite distinguir a nivel de familia y de género. Como es caracteristico en todo el
género Bulinus, la protoconcha presentaba una microescultura puntiforme (Fig. 18),
cuyos puntos aparecian dispuestos en filas espirales (Germain, 1931) lo que difiere
claramente de los dos ejemplares examinados de Physa acuta, en los que se observo

gue era lisa.

A.2) Radula
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Se considerd también importante el estudio de la rddula ya que la ordenacion
espacial de la misma y el patron que presenta cada una de ellas nos permite
diagnosticar diferentes especies. Se examinaron un total de 3 radulas de ejemplares de
B. truncatus para poder determinar su formula radular. Esta especie se caracteriza por
poseer una radula formada por una hilera longitudinal y central de pequefios dientes
quitinosos con la misma morfologia y tamafio, a partir de la cual se afladen columnas
laterales, los dientes de las cuales van cambiando en tamafio y morfologia a medida
gue nos alejamos de la hilera central hasta llegar a los dientes marginales (Fig. 19). Los
dientes mas joévenes se encuentran en la parte mas interna mientras que en la parte
mas externa encontramos los dientes mas desgastados. Los dientes se van renovando
de forma continua en la parte posterior de la cinta radular y a una velocidad
considerable. Cada hilera de dientes consiste en un diente central, un numero
determinado de dientes laterales a cada lado del diente central y los dientes
marginales.

A.3) Pseudobranquia

Para el estudio de la pseudobranquia se utilizé la microscopia oOptica ya que, al
tratarse de tejido blando, las caracteristicas a nivel morfolégico se apreciaban mas con
esta técnica. El estudio de la misma nos permite distinguir entre géneros de moluscos.
Se examinaron pseudobranquias de 3 ejemplares jévenes y de un adulto. En el caso de
B. truncatus se caracterizan por ser estructuras alargadas y relativamente aplanadas
compuestas por diversas laminas lobuladas de color grisaceo y superpuestas entre
ellas (Fig. 20).

Volviendo a la confusion que se da en ocasiones para distinguir entre los géneros
Physa y Bulinus es importante saber que Physa no posee pseudobranquia mientras
gue Bulinus y otros planorbidos estudiados en la presente tesis como Planorbarius si
gue la poseen, aunque con distinta morfologia. Por tanto, la presencia/ausencia de
pseudobranquia o las diferencias morfoldgicas de la misma, puede ser de gran utilidad
para distinguir entre géneros.

B)Determinacién de la eufalia o afalia en B. truncatus de Cerdefia (Italia)

Tras el hallazgo de un ejemplar eufalico después de haber examinado gran cantidad

de ellos afalicos, se decidio estudiar si el caracter eufalico/afalico seguia un patrén a lo
largo de las distintas generaciones, partiendo de 30 ejemplares adultos recolectados
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en la naturaleza y adaptados al laboratorio. De modo que, después de haber obtenido
dos generaciones enteras, se procedio a la diseccion de un total de 159 ejemplares de
unos 6 meses de edad, concretamente 30 parentales, 68 de la primera generacion y 61
de la segunda generacion. La diseccion se llevo a cabo en el Museu Valencia d’Historia
Natural d’Alginet.

Para ello se utilizd un kit de diseccion con pinzas de punta muy fina, bisturi y tijeras
de punta fina también. Primeramente, se separé el cuerpo del animal de su propia
concha con la ayuda de unas pinzas blandas de acero sobre una placa de Petri de
cristal donde se habia depositado el molusco junto con el contenido de alcohol 70%
con el que habia sido conservado previamente. Una vez separado el cuerpo de la
concha, y con la ayuda de agujas entomoldgicas, se colocé y se fijé el cuerpo del
molusco orientado por su parte izquierda, ya que es el lado por donde se encuentra el
orificio genital masculino (Fig. 21).

Para facilitar la visibilidad bajo la lupa, el cuerpo del molusco se dispuso sumergido
en alcohol 70% sobre una base de parafina tefiida de color negro que a su vez
encajaba dentro de una placa de Petri de cristal. Cuando el orificio genital masculino
localizado justo en la base del tentaculo era visualizado bajo la lupa, se realizaba una
escision abriendo desde la base del tentdculo para que en caso de que el molusco
tuviera pene fuera mas facil encontrarlo. Finalmente se volvian a conservar los
ejemplares diseccionados en alcohol 70% para que hubiera material disponible para
posteriores extracciones de DNA.

3.2.- METODOS MORFOMETRICOS DE FENOTIPAJE DE VECTORES

En estos ultimos afios se han desarrollado muchos estudios relacionados con el
fenotipaje, que demuestran la posibilidad de realizar analisis de la variabilidad
morfométrica a lo largo de la vida de un organismo (Valero et al., 1996, 2001). En
nuestro caso, la atencion se centro en las diferencias morfométricas durante el periodo
de crecimiento de las distintas generaciones de las especies de moluscos vectores
estudiadas y obtenidas en el laboratorio. La aplicacién de parametros que previamente
habian sido definidos en otros estudios (Valero et al., 1998, 1999) permitié realizar una
caracterizacion fenotipica muy atil de los moluscos vectores en cuestion. La
metodologia utilizada tiene la ventaja de no requerir de aparatos muy costosos para
llegar a obtener el resultado deseado, contando Unicamente con una lupa binocular
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debidamente calibrada y conectada a un software especializado, se puede llevar a
cabo el seguimiento del estudio morfométrico sin problemas.

3.2.1.- MEDICION MEDIANTE COMPUTER IMAGE ANALYSIS SYSTEM (CIAS)

Para realizar las medidas pertinentes tanto de conchas como de clusters y huevos
de las especies de moluscos seleccionadas para nuestro estudio, se hizo uso del
sistema de analisis de imagenes llamado Computer Image Analysis System (CIAS), el
cual se compone de una lupa binocular NIKON SMC calibrada y de alta resolucion,
conectada y debidamente adaptada a un ordenador que comprende un software
especializado para el andlisis de imagenes llamado Image Pro Plus 5.1.

En otro ordenador, asociado a su vez a una cadmara microscoépica de video en color,
(DX 20, Kappa) colocada en la lupa binocular, se realizaron las digitalizaciones de las
conchas previas a su medida con la ayuda del software Kappa Image Base.

La descripcion y aplicacion de esta metodologia en el ambito de la Fascioliasis fue
llevada a cabo, ya en 2005 por Valero et al. De forma reciente se ha demostrado la
utiidad de dicha metodologia para moluscos lymnaeidos en otro estudio realizado
también en el departamento de Farmacia, Tecnologia Farmacéutica y Parasitologia de
la Universitat de Valéncia (Bargues et al., 2011, 2012). Basandonos en las mismas
directrices hemos desarrollado los estudios sobre la variabilidad de la concha de los

géneros Bulinus, Planorbarius y Lymnaea.

3.2.1.1.- MEDICION DE CONCHAS DE ADULTOS MEDIANTE CIAS

A partir de las imagenes de las conchas generadas cada 15 dias utilizando el
software Image KAPPA Base, se procediéo a la medida de las mismas utilizando el
programa Image Pro Plus, version 5.1 para Windows. Se realizd el seguimiento del
crecimiento para el estudio de la variabilidad de la concha de tres especies distintas de
moluscos vectores; dos de ellas pertenecientes a la familia Planorbidae (B. truncatus y
P. metidjensis) y una de la familia Lymnaeidae (Lymnaea sp.).

A su vez, para cada una de esas tres especies, se obtuvieron tres generaciones
sucesivas en el laboratorio para de este modo trabajar con poblaciones puras de las
especies sometidas a estudio, componiéndose cada una de esas generaciones de 30
individuos.
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La medicion de las conchas de los moluscos se llevo a cabo mediante el uso de un
microscopio estereoscopico NIKON, modelo SMC 1500, lupa binocular con gama de
aumento zoom de 0.75x a 11.25x dotado de una videocamara a color ExaveHAD
(SONY) y asociado a un ordenador con el software anteriormente ya nombrado
conocido como Image Pro Plus 5.1. Para llevar a cabo las medidas de los géneros
Lymnaea, Bulinus y Planorbarius, se tomaron como base de referencia los trabajos de
Hubbendik (1951) y de Glder & Meier-Brook (1994), adaptando los esquemas de las
medidas segun nuestros objetivos.

La longitud de la concha (LC) se mide desde el apice siguiendo una linea recta que
recorre la columela terminando en la proyeccion del margen anterior de la concha. Las
mediciones restantes; anchura de la concha (AC), longitud de la abertura (LA), anchura
de la abertura (AA) y la longitud de la ultima vuelta de espira (LUE) se tomaron en base
a lineas perpendiculares o paralelas a la linea que representa el eje principal del
molusco. Para la medida del angulo de la espira se procurd trazar con la ayuda del
software Image Pro Plus, dos lineas que tuvieran tres puntos de contacto con la concha
del molusco. Una en la ultima vuelta de la espira y la otra en el peristoma justo al nivel
de maxima anchura de la concha del molusco, pero tocando también en un punto el
otro lado de la dltima vuelta de espira permitiendo una medida estandarizada del
angulo (Fig. 22).

El ratio entre la longitud de la concha/anchura de la concha (LC/AC), longitud de la
concha/longitud de la abertura (LC/LA) y longitud de la concha/longitud de la dltima
vuelta de espira (LC/LUE) también fueron calculados, pero esta vez con el software
Microsoft Excel para Windows. Las mediciones efectuadas al estar ya estandarizadas
permitieron la consecucidbn de estudios comparados significativos con otras
poblaciones de la misma o diferentes especies.

3.2.1.2.- MEDICION DE CLUSTERS Y HUEVOS OBTENIDOS A PARTIR DE
CULTIVOS PUROS

Los clusters de huevos emitidos por los ejemplares de cada una de las tres
generaciones estudiadas para cada especie de molusco, fueron aislados de forma
individual en placas de Petri para su posterior digitalizacion y medicion. La captura
previa de imagenes digitales de cada uno de los clusters se realizd6 colocandolos sobre
un portaobjetos provisto de una franja milimetrada en su borde superior que permitio
calibrar las imagenes facilitando las mediciones posteriores (Fig. 23).
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Las medidas llevadas a cabo fueron las siguientes:
A) Medidas de los clusters: 1) area; 2) redondez; 3) longitud; 4) anchura; 5) ratio
longitud/anchura.
B) Medidas de los huevos: 1) numero de huevos por cluster; 2) ratio nUmero de
huevos/area del cluster; 3) longitud; 4) anchura; 5) ratio longitud/anchura.

3.2.2.- CONSERVACION DE LAS CONCHAS

Las conchas de los ejemplares moluscos que morian de forma natural o bien en el
transcurso de las experiencias o bien al final de las mismas, fueron conservadas en
viales de cristal debidamente etiquetados con el nombre y procedencia de la especie
de molusco y la fecha en la que eran colocados en los viales. Ademas, aquellas
conchas vacias obtenidas en los puntos de recoleccion seleccionados para cada una
de las especies en estudio también fueron conservadas del mismo modo; asi como
también lo fueron aquellas procedentes de los cultivos lanzados en el laboratorio. Para
una mejor conservacion de las conchas, éstas se limpiaron con agua mineral y la ayuda
de un pincel y se secaron antes de conservarse en viales de cristal. Su conservacion
permite por un lado evitar el dafio de las mismas y por otro emplearlas para posibles

estudios posteriores.

3.2.3.- METODOS ESTADISTICOS

Los datos morfométricos obtenidos con el software Image-Pro Plus version 5.1 a
partir del estudio de un total de 90 ejemplares para cada una de las tres especies
objeto de estudio, fueron procesados y analizados estadisticamente. La metodologia se
baso, en la realizacion de la prueba o estadistico Chi cuadrado para comprobar si la
diferencia en los datos que observamos estaba dentro de lo normal y probable, es
decir, si las diferencias que observamos en los datos eran debidas al azar o a algo
mas, considerdndose como significativas o no. El célculo del estadistico Chi cuadrado
nos permitio esclarecer si dichas diferencias observadas entre las generaciones dentro
de una misma especie para los valores de las variables morfométricas estudiadas tanto
para la concha como para los clusters eran significativas o no. La hipétesis nula (Ho)
gue se establecié fue que no habia diferencias entre las generaciones de una misma
especie, o lo que es lo mismo, que habia igualdad entre ellas.
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3.3.- TREMATODOS PARASITOS

A continuaciéon pasamos a detallar los materiales y métodos relacionados con las
infecciones experimentales de los caracoles para la verificacion de su capacidad de
transmision. Su exposicion se lleva a cabo por ser éste el Ultimo paso en el que hemos
participado, si bien sus resultados y analisis no se corresponden a esta Tesis Doctoral
sino a otra que se desarrollard por otro doctorando con posterioridad. Su importancia
para nuestrsa Tesis Doctoral radica en el hecho de haberse podido verificar que las
tres especies de caracoles aqui estudiadas ostentan la capacidad de transmisién de los
respectivos trematodos y son por tanto especies de moluscos de interés epidemiologico

para las enfermedades parasitarias en cuestion.

3.3.1.- ESPECIES DE SCHISTOSOMA DE PACIENTES INFECTADOS EN
CORCEGA

Los huevos de la especie S. haematobium, son eliminados mediante la orina de
individuos infectados y estos huevos eclosionan al entrar en contacto con un cuerpo de
agua dulce, liberando el miracidio, que es la fase infectiva que nada libremente hasta
encontrar e infectar al caracol hospedador intermediario adecuado del género Bulinus,
dentro del cual se desarrolla y replica (Rollinson & Simpson, 1987). Schistosoma bovis
es una especie hermana estrechamente relacionada con S. haematobium que causa
schistosomiasis intestinal en rumiantes y es el mayor problema veterinario a través de
Africa, pero puede ser encontrada también en paises mediterraneos (Brumpt, 1929;
Grétillat, 1963; De Bont & Vercruysse, 1997). De forma similar a S. haematobium, S.
bovis también es transmitida por especies de moluscos del género Bulinus y ambas
especies de schistosoma habitan en areas geograficamente simpatricas (Huyse et al.,
2009; Webster et al., 2013).

A principios del 2014, se diagnosticaron un grupo de casos de schistosomiasis
urogenital en pacientes de Francia (marzo, 2014) y Alemania (enero, 2014) (Berry et
al., 2014; Holtfreter et al., 2014, Boissier et al., 2015). Los pacientes no habian visitado
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nunca paises endémicos para schistosomiasis, pero todos ellos habian pasado sus
vacacionesen el sureste de Cércega en agosto de 2013. Los andlisis moleculares
preliminares de los huevos de Schistosoma obtenidos de un paciente procedente de
Alemania el cual fue el primer caso reportado de schistosomiasis urogenital adquirido
en Cdércega, mostré que las especies de Schistosoma involucradas en la infeccion eran
S. haematobium y el hibrido entre S. bovis y S. haematobium (Moné et al., 2015).

3.3.1.1.- OBTENCION DE MUESTRAS Y DE CEPAS

A los pacientes de Corcega y del continente europeo que fueron diagnosticados
seroldgicamente de schistosomiasis urogenital, se les pidié6 una muestra de orina para
confirmar el diagnostico mediante analisis parasitolégico. Las muestras fueron
examinadas microscOpicamente por la presencia de la caracteristica espina terminal de
los huevos de Schistosoma. Las muestras positivas fueron enviadas al laboratorio de
Perpignan (Francia), donde fueron registradas como provenientes tanto de ciudadanos
locales de Cércega como de turistas.

Los huevos fueron microscopicamente retirados individualmente con una pipeta
Pasteur larga de cada una de las muestras de orina y cuando fue posible se intentaron
eclosionar los huevos colocandolos en agua dulce. Tanto los huevos no eclosionados
como los miracidios, fueron individualmente capturados utilizando una pipeta y
preparados para la extraccion de DNA. Se extrajo el DNA de huevos y miracidios
(Beltran et al., 2008) obtenidos a partir de las muestras de orina de pacientes de
Corcega.

3.3.1.2.- INFECCION EXPERIMENTAL DE PLANORBIDOS

Se seleccionaron de forma aleatoria un nimero de caracoles de la especie B.
truncatus y de P. metidjensis (3-5 mm de tamafo) y fueron expuestos individualmente
a 1, 2 o 3 miracidios de huevos eclosionados satisfactoriamente a partir de la muestra
de orina de un paciente local de Corcega infectado. La infeccion fue confirmada
mediante la emisidon cercariana natural al mes y medio después de la exposicion

miracidial.
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3.3.1.3.- SEGUIMIENTO DE LA INFECCION

El nimero de caracoles expuestos que llegé a infectarse fue registrado y varios
hamsters de laboratorio fueron expuestos cada uno a un pool de cercarias. Los
animales fueron sacrificados 12 semanas después de la exposcion al parasito segun el
procedimiento estandar (Boissier et al., 2003). Se caracterizaron molecularmente los
schistosomatidos que se recuperaron de los hamsters infectados. Todos los
experimentos con animales fueron realizados en el laboratorio del centro colaborador
de la OMS en Perpignan, Francia.

3.3.2.- CEPA DE FASCIOLA OBTENIDA EN BOVINO

Personal veterinario del matadero de Valencia MercaValencia nos proporcioné el
material parasitologico necesario para poder obtener huevos de F. hepatica, es decir,
ejemplares adultos y gravidos de Fasciola. Los adultos se transportaron y conservaron
en botes de plastico con agua mineral hasta llegar al laboratorio. La procedencia de los
adultos de Fasciola fue de bovino de Francia que habia sido engordado en Montesa,
Valencia, Espana.

3.3.2.1.- OBTENCION DE HUEVOS DE FASCIOLA HEPATICA

La extraccion y subsiguiente obtencion de los huevos se llevd a cabo mediante
dilaceracion uterina de los fasciolidos adultos y gravidos. Con la ayuda de unas pinzas
blandas y un bisturi se hizo una pequefa incision justo en el segundo tercio del utero,
donde se encuentran los huevos maduros y fértiles. Concretamente se hizo un
pequefio corte en la parte del Gtero mas cercana a la ventosa ventral, la cual se
encuentra practicamente pegada a la bolsa del cirro.

Para extraer los huevos fue necesario apretar con suavidad el Utero justo alrededor
del pequefio corte realizado con anterioridad. Este corte solo es necesario en el caso
que el cirro esté taponado por restos celulares, sangre o detritus, en caso contrario,
solo presionando suavemente sobre las aglomeraciones de huevos ya suele ser
suficiente para poder obtener una cantidad considerable de los mismos.

Los huevos que quedaron en la placa de Petri se concentraron en el centro de la

misma realizando pequefios movimientos en circulo y con suavidad para facilitar su
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recogida con una pipeta de plastico. Los huevos se colocaron en un vial de cristal con
agua mineral natural y con la tapa agujereada para permitir la entrada de oxigeno y
evitar asi la muerte de los mismos. Posteriormente se realizaron sucesivos lavados de
los huevos con agua mineral para asegurar una mayor limpieza y eliminacién de
impurezas que pudieran dafiar o contaminar el material parasitolégico. Los viales
fueron envueltos en papel de aluminio para evitar que el paso de la luz pudiera acelerar

el proceso de crecimiento de bacterias y hongos en caso de haberlos.

3.3.2.2.- EMBRIONACION DE LOS HUEVOS

Una vez extraidos los huevos del adulto de Fasciola mediante dilaceracion uterina,
se seleccionaron aquellos que estaban en buen estado, es decir, que no estaban rotos,
deformados ni degenerados. De todo el conjunto de huevos seleccionados se cogié un
pool de unos 200 huevos aproximadamente, los cuales se conservaron en un vial de
cristal con agua mineral y la tapa agujereada para asegurar la aireacion y viabilidad de
los mismos. El vial fue colocado en una camara climatica (Heraeus Vétsch® modelo
VB714) a 20°C y como ya se ha dicho con anterioridad, envuelto en papel de aluminio
para dificultar el crecimiento de bacterias u hongos, en el caso de que los hubiera.

Para llevar a cabo las lecturas de las diferentes fases de desarrollo de los huevos de
Fasciola durante el proceso de embrionacion, el procedimiento llevado a cabo se basoé
en la obtencion y posterior observacion directa bajo el microscopio Optico a 10x de una
alicuota del contenido del vial de entre 30 y 50 huevos, tratando de no exponer al aire y
a la luz por mucho tiempo la muestra durante el proceso para asi evitar posibles
contaminaciones y/o dafio del material parasitologico. Las sucesivas lecturas se
realizaron a los 7 dias después de haber dejado los huevos a embrionar en la camara
climatica a 20°C, a los 13 y a los 16 hasta llegar a los 19 dias post-embrionacion que
es cuando se hizo la dltima lectura.

Llegados a este punto se tomo la decision de interrumpir las lecturas, ya que el 75%
de los huevos se encontraba en estado de miracidio desarrollado, lo cual indicaba que,
en las horas posteriores, la probabilidad de eclosion de los huevos de Fasciola era
altamente probable. Después de cada lectura se hizo el recuento del niamero de
huevos de cada fase de embrionacion (mérula incipiente, mérula avanzada, miracidio
perfilado o miracidio desarrollado hasta que el huevo esté embrionado por completo).

A partir de dicho recuento se calculd el porcentaje de huevos de cada fase de

embrionacion presente en la muestra. De modo que, cuando el porcentaje de huevos
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en estado de miracidio desarrollado era del 60% o superior, deduciamos que, en
cuestion de aproximadamente un maximo de dos dias, los miracidios ya estarian lo
suficientemente maduros como para salir del huevo y por ende, podriamos programar
de una manera mas controlada la excitacion mediante luz de los miracidios que se
encontraban aun dentro del huevo para la posterior infestacion experimental de los
moluscos lymnaeidos.

3.3.2.3.- INFECCION EXPERIMENTAL DE LYMNAEIDOS

En el laboratorio del Centro OMS y FAO de Valencia, se llevé a cabo la infestacion
monomiracidial de ejemplares de moluscos Lymnaea sp. divididos en tres grupos de
edad y tamafio como sigue, grupo 1 (entre 5-6 meses de edad y longitud de 5'5-6’5
mm), grupo 2 (1 afio y 26 dias y longitud de 6-8 mm) y por ultimo grupo 3 (entre 3-4
meses de edad y de 4-6 mm de longitud). Los ejemplares moluscos de los tres grupos
nacieron en el laboratorio a partir de ejemplares recolectados en la naturaleza.

La localidad de procedencia tanto del grupo 1 (24 ejemplares) como el grupo 2 (4
ejemplares) fue Albalat dels Tarongers (Valencia), concretamente en un tramo del rio
Palancia, mientras que los 28 ejemplares del grupo 3 procedian de la localidad de
Chilches (Castell6), de unos arrozales cercanos a la playa. Una vez obtenidos los
miracidios mediante excitacion con luz intensa durante una hora y media
aproximadamente, se individualizaron los ejemplares moluscos en placas de Petri de
3’5 mm de diametro con agua mineral. EI motivo del uso de placas de Petri de un
diametro menor es para optimizar el encuentro miracidio-molusco, asi como también
para poder controlar de forma mas exhaustiva los intentos del molusco por salir de la
placa.

El método utilizado para la infestacion consistié en aspirar uno a uno los miracidios
gue iban saliendo de los huevos con una pipeta Pasteur de cristal proveida de un bulbo
de latex en su borde superior, ya que se necesitaba de mucha precision. Cada uno de
los miracidios se puso en contacto con cada uno de los 56 ejemplares a infestar,
controlando durante 4 horas (tiempo de vida aproximado para el miracidio), mediante
observacion directa, que el molusco estuviese siempre sumergido en el agua de la
placa de Petri para facilitar el encuentro miracidio-molusco y asegurar de este modo la
penetracion del tegumento del molusco por parte del miracidio.

Posteriormente los moluscos infectados fueron trasladados de las placas de Petri a

una caja de cultivo con una capa fina de sustrato calcareo. Ademas, se les proporcioné
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lechuga en porciones pequefias como fuente de alimento, asi como también una
alicuota de algas (Oscillatoria formosa) para una alimentacion mas completa. Se
mantuvo a los 56 ejemplares en la caja de cultivo durante 30 dias después de la
infestacion y transcurrido ese periodo de tiempo se colocaron de nuevo los ejemplares
de lymnaeidos en placas de Petri, pero esta vez de 5 mm de diametro con agua
mineral y una pequefia porcién de lechuga.

3.3.2.4.- CRONOBIOLOGIA CERCARIANA Y CONSERVACION DE
METACERCARIAS

Transcurridos 30 dias, tras haber sido infectados, los moluscos lymnaeidos fueron
trasladados a placas de Petri de forma individual desde la caja de cultivo en la cual
habian sido mantenidos hasta el momento en la camara climatica bajo condiciones
estandar (20°C, 12 h luz/12 h oscuridad y oxigenacion constante). Para poder realizar
el seguimiento exhaustivo de la emision cercariana de cada uno de los ejemplares
infestados, diariamente se revisaron todas las placas una por una en busca de
metacercarias, renovando tanto el agua como la porcion de lechuga de cada una de
ellas. Las metacercarias (forma enquistada de la cercaria) obtenidas, fueron
conservadas en viales de cristal a 4°C con agua mineral y con la tapa agujereada para
asegurar la entrada de aire y por tanto la supervivencia de las mismas.
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Fig. 10.- Lugar de prospeccion de Bulinus truncatus en El Ejido (Almeria): (A) lado izquierdo de la
rambla de la Sierra de Gador, detras del Hospital de Poniente de El Ejido (Almeria) y (B) lado derecho

de la rambla. Fuente: Alberto Martinez-Orti.

Fig. 11.- Lugar de prospeccién de Planorbarius metidjensis. Tramo del cauce del arroyo en el
Valle de Polan, Talayuelas (Cuenca): (A) charca con agua procedente de las lluvias de finales de
novembre de 2016; (B) detalle de la zona central de la charca donde se encontré la poblacion de
Planorbarius metidjensis e (C) imagen de la charca totalmente seca tomada en junio de 2016. Fuente:
Alberto Martinez-Orti.
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Chilches

Fig. 12.- Lugares de prospeccion de moluscos lymnaeidos de la especie Lymnaea sp.: (A) campo

de arroz y (B) cauce de rio.
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Fig. 13.- Sucesion ecolégica ciclica creada por la actividad humana en los arrozales la localidad
de Chilches (Castellén), relacionada directamente con la presencia/ausencia de moluscos
lymnaeidos: (A) arado de la tierra para facilitar la circulacion del agua de lluvias anteiores (marzo de
2015); (B) se descompacta la tierra y se abona (abril de 2015); (C) siembra del arroz e inundacién
uniforme del campo (mayo de 2015); (D) méaximo nivel de crecimiento de la plantacién de arroz (junio-
julio de 2015); (E) recogida de las semillas de arroz (agosto 2015), y (F) segado de las plantas de arroz y

nuevo inicio del mismo ciclo (septiembre 2015).
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Fig. 14.- Recoleccién de lymnaeidos en el cauce del rio: (A) y (B) zonas central y lateral derecha del
rio donde se encontrd la poblacién de moluscos; (C) y (D) moluscos lymnaeidos encontrados sobre

barro hiimedo y la base de los tallos de la vegetacion presente en la zona.

Fig. 15.- Recoleccién de lymnaeidos en campos de arroz: (A) los moluscos se encontraron
sumergidos en el agua, (B) sobre el barro humedo en presencia de algas y (C) sujetos sobre las bases

de los tallos de las plantas de arroz.
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Fig. 16.- Cajas para los cultivos experimentales de moluscos. Los recipientes eran totalmente
transparentes para permitir el paso de luz y se les alimentaba con lechuga fresca. En el caso de los
lymnaeidos, por su naturaleza anfibia se decidié colocar un soporte a modo de rejilla (de color blanco en
la imagen) sobre la fina capa de sustrato calcareo del fondo para que los moluscos pudieran estar en

contacto con el agua sin necesidad de estar sumergidos en ella.

Fig. 17.- Mantenimiento de los cultivos experimentales en el laboratorio: (A) cdmaras climéticas
donde se aclimatan y mantienen los moluscos; (B) cajas de cultivo con aireacion continua del agua
mediante el uso de tubos flexibles de PVC conectados a diferentes llaves de paso de aire para controlar
la intensidad del mismo y (C) matraces para el cultivo de las algas que sirve como complemento

alimenticio para los moluscos, con aireacién continua.
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Fig. 18.- Im4genes de microscopia electrénica de barrido de la protoconcha de Bulinus truncatus:
(A) vista frontal protoconcha de B. truncatus; (B) vista apical protoconcha de B. truncatus; (C) detalle de

la microescultura puntiforme de la protoconcha y (D) protoconcha de un ejemplar de B. truncatus recién

nacido.
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Fig. 19.- Imdgenes de microscopia electrénica de barrido de la rddula de B truncatus: (A) radula
entera; (B) de abajo a arriba, en rojo se marca la fila de dientes central, en verde filas de dientes
laterales y en azul, filas de dientes marginales; (C) detalle a mas aumentos de los dientes centrales (en
rojo) y los laterales (en verde); (D) a la izquierda en verde, dientes laterales y a la derecha en azul,

dientes marginales.

Fig. 20.- Pseudobranquia B. truncatus: (A) Vista lateral; (B) Vista frontal.
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Fig. 21.- Orificio genital masculino de B. truncatus. La flecha de color blanco indica la situacion
exacta del orificio genital masculino, en la base del tentaculo izquierdo justo en el lado opuesto

donde se localiza el ojo.

Fig. 22.- Esquema de las medidas morfométricas para planérbidos y lymnaeidos: (A) esquema de
medidas llevadas a cabo en P. metidjensis, donde se mide (1) la longitud de la concha, (2) la longitud de
la abertura, (3) el diametro o anchura de la concha, (4) el diametro de la abertura, (5) la longitud de la
Gltima vuelta de espira y (6) la anchura de la Ultima vuelta de espira; (B) esquema de medidas
morfométricas utilizado para Lymnaea y Bulinus (teniendo en cuenta que la concha es levogira), (1)
longitud de la concha, (2) anchura de la concha, (3) longitud de la abertura, (4) anchura de la abertura,
(5) longitud de la dltima vuelta de espira y (6) angulo del apice de la concha. Fuentes: Gloer & Meier-
Brook, 1994; J.A. Oviedo et al, 1995.



Fig. 23.- Principales medidas morfométricas de los clusters de huevos emitidos por los
moluscos. Cluster de B. truncatus: a flecha azul representa la longitud del clister, la amarilla el didmetro

del mismo; la roja marca la longitud del huevo y la verde el didmetro del mismo.



131

CAPITULO IV
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4.- RESULTADOS

4.1.- ESPECIMENES DE BULINUS

Fueron 90 ejemplares de la especie Bulinus truncatus, los que se utilizaron para el
estudio de crecimiento y autofecundacion. Los resultados obtenidos de dichos estudios
se explican a continuacion, en distintos apartados segun el tipo de estudio llevado a
cabo. Ademas, se exponen también los resultados del estudio sobre la determinacion
de eufalia/afalia de ejemplares de esta especie de planorbido, procedentes de Cerdefia
(Italia).

4.1.1.- ESTUDIO SOBRE LA VARIABILIDAD DE LA CONCHA

A partir de ejemplares adultos de B. truncatus recolectados en El Ejido (Almeria), se
utilizé6 como primera generacion un grupo de 30 ejemplares, a partir de los cuales se
obtuvieron dos generaciones mas del mismo tamafio muestral.

Para el seguimiento del crecimiento, los resultados obtenidos de las medidas
morfométricas realizadas sobre las tres generaciones de B. truncatus, se incluyeron en
una gran Tabla Excel, donde se recogen ocho medidas y tres proporciones entre la
longitud de la concha y otras tres medidas morfométricas estudiadas. Del mismo modo,
se muestra la dinamica seguida por cada una de las tres generaciones para todas las
medidas realizadas (Figuras 24-31).

4.1.2.- ESTUDIO DE AUTOFECUNDACION

Para el estudio completo de todas las caracteristicas de la autofecundacion del
planérbido B. truncatus, se dispuso de un total de 90 ejemplares, divididos en tres
generaciones compuestas cada una de ellas por 30 ejemplares. A los 65 dias de vida,
el 100% de los ejemplares de la primera generacion, se habia autofecundado, mientras
gue los de la segunda y la tercera generacion, lo hicieron a los 60 y 55 dias de vida
respectivamente. Los resultados del estudio detallado de la autofecundacién de las tres

generaciones se efectud oportunamente mediuante tablas Excel.
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4.1.3.- ESTUDIO CRONOLOGICO DE PUESTAS

Para el seguimiento periddico de la emisién de puestas, se analizaron un total de 90
ejemplares de B. truncatus. Los resultados obtenidos sobre la emision de clusters y
huevos de cadaiuna de las tres generaciones, fueron debidamente estudfiados y
analizados.

Para una mejor comprension, en las Figuras 32, 33, 34 y 35 se muestra la dinamica
seguida por las tres generaciones estudiadas respecto a la emisién de clusters y
huevos a lo largo de su periodo de puesta, representandose el comportamiento de las
tres generaciones respecto a la emision de clusters y huevos en los dos primeros y el

promedio de emision en los dos ultimos gréficos.

4.1.4.-ESTUDIO CUANTITATIVO DE PUESTAS

En este estudio, se contabilizaron los clusters y los huevos emitidos a lo largo de la
vida de los 90 ejemplares de B. truncatus que llegaron a autofecundarse. Los
resultados obtenidos para cada una de las tres generaciones fueron distribuidos en
grandes tablas Excel con el fin de permitir su andlisis comparativo y su estudio
estadistico con el fin ulterior de compara generaciones y especies.

4.1.5.- ESTUDIO SOBRE LA VARIABILIDAD DE LAS PUESTAS

La variabilidad morfométrica de los clusters y de los huevos contenidos en éstos, fue
analizada para tres generaciones de B. truncatus. En todas ellas, se observo una
morfologia de los clusters entre redonda y ovalada, con la parte central ensanchada y
los extremos romos.

A su vez, eran planos por la parte inferior, es decir, por la parte por la que quedan
adheridos a la superficie donde son depositados. Los huevos contenidos en los
clusters, estaban dispuestos espacialmente en el mismo plano, unos pegados a otros,
presentando un contorno bien definido y morfologia muy similar a los granos de una
granada; pudiéndose observar el movimiento del embridn en su interior.

En la primera generacion se tomaron las medidas morfométricas de un total de 101
clusters y 691 huevos, emitidos por los 30 ejemplares de B. truncatus que se
autofecundaron. En la segunda generacion se midieron un total de 118 clusters y 710
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huevos, emitidos por los 30 ejemplares que se autofecundaron. Por dltimo, en la
tercera generacion se tomaron las medidas morfométricas de un total de 94 clusters y
459 huevos, emitidos por los ejemplares que se autofecundaron. Los resultados
obtenidos del conjunto de las tres generaciones para dichas medidas fueron motivo del
adecuado andlisis comparado.

4.1.6.- ESTUDIO SOBRE LA VIABILIDAD DE LOS HUEVOS

A partir de los clusters emitidos por los ejemplares sometidos a la experiencia de
autofecundacion, se procedié a estudiar la cantidad de huevos que eclosionaban y los
gue no respecto al total de emitidos, asi como también el tiempo que tardaban en
madurar para finalmente eclosionar. Los resultados obtenidos para cada generacion
estudiada se exponen a continuacion.

En la primera generacién, el porcentaje de huevos eclosionados fue de un 98,81%,
ya que, de un total de 10.546 huevos emitidos por los 30 ejemplares que se
autofecundaron, 10.399 eclosionaron y se desarrollaron exitosamente, mientras que
141 no llegaron a eclosionar.

En el caso de la segunda generacién, de un total de 8.519 huevos emitidos por los
30 ejemplares que se autofecundaron, 8.333 llegaron a eclosionar y se desarrollaron
favorablemente, mientras que 194 no llegaron a eclosionar. De modo que, el
porcentaje de huevos eclosionados fue del 97,81%.

Por ultimo, para la tercera generacion, el porcentaje de huevos eclosionados fue del
96,26%, ya que, de un total de 6.150 huevos emitidos por esta poblacién, 5.920
eclosionaron y se desarrollaron favorablemente, mientras que 230 no llegaron a
eclosionar. Los resultados del estudio de viabilidad de las tres generaciones de B.
truncatus fueron objeto de los correspondientes y oportunos analisis.

4.1.7.- ESTUDIO EUFALIA/AFALIA DE BULINUS DE CERDENA (ITALIA)

Para la determinacion de la eufalia/afalia de cada uno de los ejemplares de B.
truncatus procedentes de Cerdefia (Italia) que se analizaron; los resultados obtenidos
para las tres generaciones de cada una de las dos réplicas que se hicieron de esta

experiencia fueron debidamente estudiados para sus ulteriores andlisis compartados.
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Se partié de un total de 30 ejemplares ya adultos, que fueron considerados como
parentales, divididos en dos grupos de 15, a partir de los cuales se obtuvieron dos
generaciones mas compuestas de 20 y 21 ejemplares en total. No se observé un

patrén definido para la eufalia/afalia de las tres generaciones estudiadas.

4.2.- ESPECIMENES DE PLANORBARIUS

Los estudios de crecimiento y autofecundacion para P. metidjensis, se llevaron a
cabo sobre un total de 90 ejemplares repartidos en tres generaciones formadas por 30
ejemplares cada una. Los resultados de cada uno de los estudios llevados a cabo se
muestran a continuacién en distintos apartados.

4.2.1.- ESTUDIO SOBRE LA VARIABILIDAD DE LA CONCHA

Para la especie P. metidjensis se estudio, de igual modo que para B. truncatus, la
variabilidad de las medidas morfométricas de la concha, a lo largo de la vida de las tres
generaciones sobre las que se realizd la experiencia. Se hizo el seguimiento del
crecimiento de un total de 90 individuos de P. metidjensis. Los resultados obtenidos de
las distintas medidas morfométricas para las tres generaciones de esta especie de
plandrbido, se analizaron mediante tablas Excel y se recogen en las Figuras 36, 37, 38,
39, 40,41y 42.

4.2.2.- ESTUDIO DE AUTOFECUNDACION

El estudio de autofecundacidén se realizé sobre un total de 55 ejemplares de P.
metidjensis, ya que, en el caso de esta especie de plandrbido, no se autofecundaron el
total de 90 ejemplares (30 por generacion) con los que se inicio la experiencia.

El porcentaje de autofecundacién de la primera generacién fue de 73,3%, ya que,
solo 22 del total de 30 ejemplares se autofecundaron. Esta generacién tardé de 3 a 4
meses en empezar a emitir clusters. En la segunda generacion de P. metidjensis solo
se autofecundaron 15 ejemplares de un total de 30, lo que supuso un porcentaje de

autofecundacion del 50 %, tardando mas de 3 meses en emitir la primera puesta.
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Por dltimo, la tercera generacion de P. metidjensis se autofecund6 en un 60% y
tardo entre 3 y 4 meses en madurar sexualmente y empezar a emitir sus primeros
clusters. Los resultados del estudio detallado de la autofecundacién de las tres
generaciones se efectud oportunamente mediuante tablas Excel.

4.2.3.- ESTUDIO CRONOLOGICO DE PUESTAS

Los resultados para el seguimiento periédico de la emision de clusters y huevos por
parte de los 55 ejemplares de P. metidjensis que se autofecundaron en total para el
conjunto de las tres generaciones, se presentan en las Figuras 43, 44, 45y 46. En los
dos primeros gréaficos se muestra el comportamiento de las tres generaciones mientras
que en los dos ultimos se muestra el promedio de emision de clusters y huevos

respectivamente.

4.2.4.- ESTUDIO CUANTITATIVO DE PUESTAS

Para llevar a cabo este estudio, se contabilizaron los clusters y los huevos emitidos
a lo largo de la vida de los 55 ejemplares de P. metidjensis que se habian
autofecundado. Los 22 ejemplares de P. metidjensis que se tuvieron en cuenta para el
analisis de la primera generacion, emitieron un total 116 clusters y 273 huevos.

En el caso de la segunda generacion, los 15 ejemplares que se autofecundaron
llegaron a emitir 140 clusters y 559 huevos. Mientras que, los 18 ejemplares de la
trecera generacion, emitieron 149 clusters y 422 huevos. Los resultados obtenidos para
cada una de las tres generaciones fueron distribuidos en grandes tablas Excel con el
fin de permitir su andlisis comparativo y su estudio estadistico con el fin ulterior de

compara generaciones y especies.

4.2.5.- ESTUDIO SOBRE LA VARIABILIDAD DE LAS PUESTAS

Se analizé la variabilidad morfométrica de los clusters y huevos contenidos en éstos,
para tres generaciones de P. metidjensis.
Por un lado, se observé que los clusters presentaban una morfologia circular,

aunque no perfecta, siendo mas largos que anchos aquellos que eran de gran tamafo,
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con la parte central ensanchada y los extremos romos. Los clusters de tamafio medio y
pequefio eran practicamente redondos. A su vez, eran planos por la parte por la que
guedan adheridos a la superficie donde son depositados.

Por otro lado, los huevos contenidos en los clusters, estaban dispuestos
espacialmente en el mismo plano y de forma contigua a modo de collar de perlas,
presentando un contorno bien definido y morfologia muy similar a los granos de una
granada; pudiéndose observar el movimiento del embrion en su interior. Los resultados
obtenidos para clustres y huevos de las tres generaciones fueron oportunamente
estadisticamente analizados.

En el estudio de variabilidad de las puestas de la primera generacion se estudiaron
las caracteristicas morfométricas de un total de 66 clusters y 170 huevos. De la
segunda generacion, se analizaron morfométricamente un total de 33 clusters y 167
huevos y para la tercera generacion, se estudid la variabilidad de distintas
caracteristicas morfométricas de 35 clusters y 146 huevos.

4.2.6.- ESTUDIO SOBRE LA VIABILIDAD DE LOS HUEVOS

En el estudio de la viabilidad de los huevos emitidos por los ejemplares de cada
generacion, se tuvo en cuenta la cantidad de huevos que habian eclosionado respecto
al numero total de huevos emitidos, asi como también el tiempo que tardaban en
eclosionar los mismos. Los resultados obtenidos para cada generacion estudiada se
muestran a continuacion.

En la primera generacion de un total de 273 huevos solo eclosionaron 190, por lo
gue el porcentaje de huevos viables para esta generacion fue de 69,59 %, tardando la
gran mayoria 12 dias en eclosionar. La segunda generacion de P. metidjensis emitio
un total de 559 huevos de los cuales solo eclosionaron 395, suponiendo esto, por
tanto, un porcentaje de 70,66%. La mayoria de los huevos emitidos por los ejemplares
de esta generacion también tardaron 12 dias en eclosionar.

Los ejemplares que se autofecundaron de la tercera generacion emitieron un total de
422 huevos, de los cuales solo eclosionaron 336 al cabo de 12 dias en su mayoria. El
porcentaje de viabilidad de los huevos emitidos fue de 79,62%. Los resultados del
estudio de viabilidad de las tres generaciones de B. truncatus fueron objeto de los

correspondientes y oportunos analisis.
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4.3.- ESPECIMENES DE LYMNAEA

A continuacion, se exponen los resultados obtenidos en los estudios de seguimiento
del crecimiento y de la fecundacion de un total de 90 ejemplares de Lymnaea sp.,
separando los apartados segun el tipo de estudio realizado para dicha especie de
molusco vector.

4.3.1.- ESTUDIO SOBRE LA VARIABILIDAD DE LA CONCHA

Para el seguimiento del crecimiento, se partié de 30 ejemplares nacidos y criados en
el laboratorio, procedentes de generaciones anteriores de individuos de Lymnaea. que
habian sido previamente recolectados en Albalat dels Tarongers (Valencia), en la
primavera del afio 2013. A partir de esta primera generacion, en el laboratorio se
obtuvieron dos generaciones mas, de 30 ejemplares cada una.

Los resultados obtenidos para las distintas medidas morfométricas estudiadas se
recogieron en oportunas hojas Excel que permitieron analizar adecuadamente los
resultados y que se muestran a continuacion con las Figuras 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53
y 54; que representan la dinamica de crecimiento seguida para cada una de las
variables estudiadas.

4.3.2.- ESTUDIO DE AUTOFECUNDACION

El experimento de autofecundacion también se llevo a cabo en tres generaciones de
Lymnaea. En la primera de ellas, solo se tuvieron en cuenta 23 de los 30 ejemplares de
Lymnaea, ya que fue este numero de individuos el que se autofecundé. El porcentaje
de autofecundacién, por tanto, fue del 76.6%.

Asi como en la primera generacion solo se autofecundaron 23 ejemplares, en la
segunda lo hicieron todos, es decir, los 30 que componian la poblacion, lo que se
tradujo en un 100% de autofecundacion. En la tercera generacion de Lymnaea. solo se
autofecundaron 24 ejemplares, es decir, el 80% de la poblacion. Los resultados del
estudio detallado de la autofecundacion de las tres generaciones se efectud

oportunamente mediuante tablas Excel.



140

4.3.3.- ESTUDIO CRONOLOGICO DE PUESTAS

Aunque el seguimiento cronoldgico de la emisién de las puestas se realizd sobre un
total de 90 ejemplares de Lymnaea, solo se tuvieron en cuenta un total de 77 para la
obtencién de datos, ya que fue esa cantidad, el total de ejemplares de las tres
generaciones que se autofecund6. Los resultados de la cronologia de la emision de
puestas, se presenta a continuacion, en las Figuras 55, 56, 57 y 58.

4.3.4.- ESTUDIO CUANTITATIVO DE PUESTAS

En este estudio, se contabilizaron tanto clusters como huevos emitidos a lo largo de
la vida de los 77 ejemplares de Lymnaea que se autofecundaron durante la
experiencia. Los resultados obtenidos para cada una de las tres generaciones fueron
distribuidos en grandes tablas Excel con el fin de permitir su analisis comparativo y su

estudio estadistico con el fin ulterior de compara generaciones y especies.

4.3.5.- ESTUDIO SOBRE LA VARIABILIDAD DE LAS PUESTAS

La variabilidad morfométrica de los clusters y de los huevos contenidos en éstos, fue
estudiada para tres generaciones de Lymnaea. En todas ellas, los clusters mostraron
una morfologia ovalada, alargada e incurvada en la mayoria de los casos, con su parte
central ensanchada y los extremos atenuados. El niumero de huevos por cluster era
mayor o menor, segun el area del mismo.

Se observdé que los huevos contenidos en los clusters, estaban dispuestos
espacialmente en distinto plano, separados unas pocas micras unos de otros
presentando un contorno bien definido, pudiéndose observar el movimiento del
embrion en su interior. Segun el plano en el que estaban dispuestos los huevos, su
morfologia tenia una apariencia mas redonda o mas ovalada, pero la diferencia era
minima.

En la primera generacion se tomaron las medidas morfométricas de un total de 81
clusters y 360 huevos, emitidos por los 23 ejemplares de Lymnaea. que se
autofecundaron, mientras que en la segunda fue un total de 81 clusters y 389 huevos,
sobre los que se estudio la variabilidad de las caracteristicas morfométicas analizadas.

En el caso de la tercera generacion, en la cual solo se autofecundaron 24 ejemplares
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del total de 30, se estudiaron un total de 154 clusters y 850 huevos. Los resultados
obtenidos del conjunto de las tres generaciones para dichas medidas fueron motivo del

adecuado analisis comparado.

4.3.6.- ESTUDIO SOBRE LA VIABILIDAD DE LOS HUEVOS

A partir de los clusters emitidos por los ejemplares sometidos al experimento de
autofecundacion, se procedié a estudiar la cantidad de huevos que eclosionaban y los
gue no respecto al total de emitidos, asi como también el tiempo que tardaban en
eclosionar los huevos, para poder deducir la capacidad que tenian los embriones de
sobrevivir y desarrollarse dentro de los huevos y una vez eclosionados éstos.

En la primera generacién, de un total de 539 huevos emitidos, 397 eclosionaron y se
desarrollaron exitosamente, mientras que 142 no llegaron a eclosionar. Por tanto, el
porcentaje de huevos eclosionados fue de un 73,65%.

Sin embargo, en la segunda generacion, de un total de 1402 huevos emitidos por
todos los ejemplares que se autofecundaron, 1223 eclosionaron dando lugar a
moluscos recién nacidos que se desarrollaron a lo largo del tiempo, sin embargo,
fueron 182 los huevos que no llegaron a eclosionar. El porcentaje de eclosion de
huevos para esta generacion fue del 87,23%.

No obstante, en la tercera generacion, de un total de 1244 huevos emitidos, 1126
eclosionaron y se desarrollaron favorablemente, mientras que 118 no llegaron a
hacerlo. El porcentaje de eclosion para esta generacion fue del 90,50%. Los resultados
obtenidos para el estudio de viabilidad de los huevos fueron objeto de los

correspondientes y oportunos analisis.
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Fig. 24.- Variabilidad de la longitud de la concha de ejemplares de B. truncatus pertenecientes a tres

generaciones distintas a lo largo del tiempo.
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Fig. 25.- Variabilidad de la anchura de la concha de los ejemplares de B. truncatus con el tiempo

teniendo en cuenta las tres generaciones.
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Fig. 26.- Variabilidad de la longitud de la abertura de los ejemplares de las tres generaciones de B.

truncatus estudiadas.
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Fig. 27.- Variabilidad de la anchura de la aberturaa lo largo del tiempo, para los ejemplares de las

tres generaciones de B. truncatus.



145

9_
B
8_
E i
o —
g7 r
@
o6
ui
b5
3
wd [
E
= -
-:3
=
22r
(=]
0 L L L L L L1 L L L L L L L L L L1 L L L L L L L L L L L1 J
ONOoOLOoOWLOWLOLOLOYLOULOLOULOWLOWLOWOWOWO
—MNTO~NOODONMUD OO~ NTWOUMS~NOOO—MNTO~OONMW
T rr NN NN S ST
Tiempo (dias)
—=12 generacion B.ir =22 generacion B.ir 3% generacion B.tr

Fig. 28.- Variabilidad de la longitud de la ultima vuelta de espira a lo largo del tiempo, para los

ejemplares de B. truncatus pertenecientes a las tres generaciones estudiadas.
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Fig.31.- Variabilidad de la longitud de la espira de los ejemplares de B. truncatus pertenecientes a

las tres generaciones estudiadas.



147

300

250

200

150

100

N? clusters emitidos

50

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]

Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago
Tiempo (dias)

12 generacion ——2%generacion = 3% generacion

Fig. 32.- Dindmica de emisién de clusters seguida por los ejemplares de las tres generaciones

estudiadas de B. truncatus durante su periodo de puesta.
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Fig. 33.- Dindmica de emisién de huevos seguida por los 90 ejemplares de las tres generaciones

estudiadas de B. truncatus.
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Fig. 34.- Promedio de clusters emitidos por las tres generaciones de B. truncatus cada mes durante

su periodo de puesta.
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Fig. 35.- Promedio de huevos emitidos por los 90 ejemplares de las tres generaciones de B.

truncatus que se analizaron.
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metidjensis que se estudiaron en las tres generaciones.
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metidjensis pertenecientes a las tres generaciones estudiadas.
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Fig. 40.- Variabilidad de la anchura del ombligo de la concha del conjunto de ejemplares de P.

metidjensis analizados y pertenecientes a tres generaciones distintas.
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P. metidjensis pertenecientes a las tres generaciones estudiadas.
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las tres generaciones estudiadas de P. metidjensis.
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Fig. 53.- Variabilidad del nimero de vueltas de espira a lo largo del tiempo, para los ejemplares de

Lymnaea pertenecientes a las tres generaciones estudiadas.
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5.- DISCUSION

5.1.- ANALISIS MORFOLOGICO COMPARADO DE LAS POBLACIONES

5.1.1.- CARACTERIZACION DE LAS CONCHAS

Partiendo del hecho de que las generaciones de cada una de las tres especies
estudiadas en la presente Tesis han sido mantenidas bajo condiciones estandarizadas
de alimentacion, tipo de agua, horas de luz, temperatura y tipo de sustrato, se planteé
como hipotesis nula que no existian diferencias significativas para las medidas
morfométricas de la concha, entre las generaciones de una misma especie, ya que,
precisamente por esto Ultimo, su comportamiento no deberia ser muy diferente.

Para poder demostrarlo con mayor precisibn se ha llevado a cabo la prueba
estadistica de chi-cuadrado tomando como grados de libertad el numero de
generaciones comparadas menos 1 y como Vvariables las distintas medidas
morfométricas de la concha.

Nuestros resultados demuestran que estadisticamente no existen diferencias
significativas entre las generaciones estudiadas de B. truncatus, P. metidjensis y
Lymnaea sp. (p-valor > 0,05) por lo que se refiere a los valores promedio de la longitud
y anchura de la concha, longitud y anchura de la abertura, la longitud de la Ultima
vuelta de espira, el angulo, la longitud de la espira y el numero de vueltas.

Mientras que en las especies P. metidjensis y Lymnaea sp. no existen diferencias
estadisticamente significativas para los valores minimos y maximos de las medidas
morfométricas llevadas a cabo, en la especie B. truncatus si que se encuentran
diferencias significativas entre la primera y la tercera generacion y entre la segunda y la
tercera, para los valores minimos del angulo de la espira, asi como también las hay
para los valores maximos del angulo de la espira entre la primera y la segunda
generacion estudiadas de dicha especie.

A pesar de pertenecer a la familia Planorbidae, las especies B. truncatus y P.
metidjensis presentan diferencias notables entre ellas en lo que respecta a las
diferentes medidas de la concha. Teniendo en cuenta las medidas morfométricas
realizadas de forma comun para ambas especies (longitud y anchura de la concha,
longitud y anchura de la abertura y longitud de la Ultima vuelta de espira), nuestros
resultados muestran que es B. truncatus la especie que alcanza valores mas altos para

cada una de ellas, siendo, por tanto, la que presenta un mayor crecimiento.
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En su momento, Gaud (1958) realiz6 estudios sobre el crecimiento de B. truncatus
en los que el desarrollo mas rapido se observo para los Bulinus nacidos en mayo: 7
mm en menos de 2 meses, 10 mm en 3 meses y 12 mm en 5 meses. Mientras que el
desarrollo resultd ser mas lento para los nacidos en agosto: 7 mm en mas de 6 meses,
10 mm en 8 meses, destacando que nunca se lleg6 a observar la talla de 12 mm.

Pero a diferencia del anterior estudio citado nuestros ejemplares no alcanzaron
tallas mas grandes de 9,89 mm pese a ser también criados en el laboratorio.

Y a pesar de que, en su trabajo dicho autor no especifica las condiciones bajo las
gue mantiene a los Bulinus, parte de nuestros resultados coinciden con los de Gaud
(1958) ya que dos de las generaciones de B. truncatus analizadas en nuestro estudio,
concretamente la 22 y la 32 nacidas también una en mayo y la otra en agosto
respectivamente, resultaron mostrar el mismo patron de desarrollo, siendo la
generacion nacida en mayo la que mostré un crecimiento mas rapido y la de agosto un
crecimiento mas lento, del mismo modo que ocurri6 para sus ejemplares.

Por lo que se refiere a las diferentes caracteristicas morfométricas de la concha
estudiadas, en el caso de B. truncatus los valores obtenidos de la cria en cautividad
bajo las condiciones estandar descritas en el capitulo de material y métodos de la
presente Tesis, son muy similares a los obtenidos por otros autores (Hakim Saad et al.,
2016).

A pesar de que dicho autor y su equipo obtuvieron los valores de las medidas
morfométricas a partir de moluscos colectados en la naturaleza (en dos localidades de
Egipto), los valores promedio obtenidos en ese estudio solo distan un maximo de 0,76
mm respecto a los valores promedio de las medidas de la concha obtenidos en nuestro
laboratorio bajo condiciones estandarizadas. Esto sugiere que el desarrollo de los
ejemplares de la especie B. truncatus se da de forma similar tanto en la naturaleza
como en el laboratorio y que por tanto nuestros resultados se acercan bastante a la
realidad.

En términos de longitud de la concha, mientras que B. truncatus alcanza los 9,89
mm de longitud, P. metidjensis llega a medir 7,73 mm y Lymnaea sp. alcanza los 8,66
mm. La anchura de la concha alcanza valores dos veces mayor en B. truncatus (8,07
mm) respecto a P. metidjensis (3,80 mm) mientras que Lymnaea sp. alcanza un valor
de 5,77 mm.

Por tanto, de entre los dos plandrbidos, seria B. truncatus la especie que alcanza
valores mas altos de longitud y anchura. Y comparando las tres especies ésta seguiria

en el primer puesto mientras que Lymnaea sp. adoptaria el segundo puesto, siendo P.
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metidjensis la especie de molusco que alcanza valores de longitud y anchura mas
bajos.

Los valores de longitud y anchura de la concha de Lymnaea sp. obtenidos en
nuestros estudios (8,66 mm de longitud y 5,77 mm de anchura) contrastan con los de
otros Lymnaeidos del mismo grupo morfolégico (Vergani, 1955). En ese estudio se
detect6 valores notablemente més elevados que los nuestros, del orden de 16 mmy 8
mm de longitud y anchura maximas respectivamente. Sin embargo, en su descripcion
de las condiciones de cria éste no especifica la temperatura a la que son mantenidos,
pero teniendo en cuenta que Venezuela que es en donde se llevdo a cabo los
experimentos, presenta un clima tropical con temperaturas medias anuales de 25°C,
podemos suponer que, sumando el hecho de que en esa época no disponian de
camaras climéticas, lo hiciera a la temperatura anteriormente dicha o quiza a una
superior y de ahi la obtencion de valores mas altos.

Teniendo en cuenta que la temperatura es un factor abidtico importante que influye,
entre otras cosas, en el ciclo biologico y desarrollo del molusco, resulta légico llegar a
pensar que a una mayor temperatura los moluscos puedan alcanzar valores mayores
en el estudio de su morfometria.

Los estudios de crecimiento de Galba/Fossaria bajo condiciones de laboratorio
(24°C y pH=6.8) llevados a cabo por Gretillat en 1967, muestran que dentro de las
primeras cuatro semanas de vida el crecimiento es regular y que los ejemplares solo se
alimentan de materia organica del agua en suspension y que es a partir de la cuarta
semana cuando el crecimiento de dichos ejemplares se acelera.

Nuestros resultados confirman esta dinamica de crecimiento seguida por Lymnaea
sp., aunque la temperatura y pH en nuestro caso fue de 20°C y 7.4 respectivamente.
Por lo que en un primer momento se podria pensar que estos dos factores abiéticos no
afectan en si a la dinamica de crecimiento seguida por los ejemplares de este molusco,
es decir, su comportamiento es el mismo ya sea a 24°C o a 20°C, porque a ambas
temperaturas los ejemplares muestran un crecimiento regular durante las primeras
cuatro semanas de vida y es a partir de ese momento cuando el crecimiento se acelera
de forma notable.

En nuestro estudio, a 20°C y pH de 7,4 se di6 un crecimiento regular durante los
primeros 30 dias de vida de los moluscos y a partir de ese momento se aceler6 dando
progresivamente valores cada vez mayores hasta llegar a un punto de estancamiento
en el que el crecimiento simplemente se mantiene sin ir a mas y en caso de darse

alguna variacion del mismo esto ocurre de una forma casi inapreciable.
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Los valores maximos alcanzados por cada especie para todas las medidas
realizadas fueron debidamente comparados. Ademas, en las Figuras 59, 60 y 61,
también se muestra la dindmica de crecimiento seguida por las tres especies para cada
una de las medidas morfométricas efectuadas.

El analisis morfoldgico de las conchas de las tres especies estudiadas mostrd que B.
truncatus y P. metidjensis presentan una concha levogira de color pardo oscuro con
estrias, el ombligo bien marcado y sin opérculo.

Sin embargo, estas dos especies se diferencian porque, aunque ambas presenten
una concha espiral, B. truncatus por su lado posee una concha globosa con la espira y
la ultima vuelta achatadas, el 4pice truncado, con suturas bien marcadas y los labios
de la abertura relativamente anchos, mientras que P. metidjensis tiene la concha
aplanada, con pocas espiras y los labios de la abertura poco pronunciados.

Lymnaea sp. se diferencia de las dos especies de planérbidos nombradas con
anterioridad en que su concha es dextrégira, con la espira alargada, un mayor nimero
de vueltas que B. truncatus y el apice puntiagudo, suturas no muy marcadas y con el
labio interior de la abertura mucho mas marcado que el exterior. En las Figuras 74, 75
y 76 se muestran las conchas de las especies estudiadas en las cuales se observan si
no todas, algunas de las caracteristicas anteriormente descritas, ya que para la
correcta observacion de algunas de estas caracteristicas es necesario el uso de la lupa
binocular.

Segun la publicacion de Gretillat (1967) los moluscos Lymnaeidae presentan una
concha dextrogira que mide entre 6 y 7 mm de longitud y entre 2’6 y 3 mm de anchura
aproximadamente con 5 vueltas de espira. No obstante, nuestros resultados muestran
valores mas elevados para dichas medidas, alcanzandose una longitud y anchura de
8’6 y 57 mm respectivamente con casi 5 vueltas de espira.

La descripcién morfolégica coincide con la observada en nuestros estudios siendo la
concha de los moluscos de un color gris mas o menos claro con un punteado amarillo
gue se corresponde con el patron de color del manto en la primera convexidad a partir
de la abertura. Presentan una fina estriaciéon que solamente es visible a la lupa y el pie

presenta una forma sustancialmente triangular.

5.1.2.- CARACTERIZACION DE LOS CLUSTERS

La Unica medida para la que en algunos casos podemos afirmar con una

probabilidad alta que existen diferencias entre las generaciones, es para el &rea de los
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clusters. De hecho, en la especie B. truncatus existen diferencias significativas (p-valor
< 0,05) entre el area de la primera y la segunda generacion y entre el area de la
primera y la tercera, pero solo a nivel de valores maximos, del mismo modo que ocurre
en P. metidjensis (Tablas 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43 y 44).

Sin embargo, en la especie Lymnaea sp., no existen diferencias significativas entre
las generaciones para la longitud, anchura, area y redondez de los clusters analizados
ni a nivel de promedios, ni tampoco a nivel de maximos y minimos.

En lo que atafie a la morfologia de los clusters, entre B. truncatus y P. metidjensis
las diferencias observadas no resultan ser lo suficientemente evidentes como para
poder distinguir a simple vista entre ambas especies de planérbido. Pero los clusters
de dichos moluscos se distinguen perfectamente de los de Lymnaea sp.

No obstante, asi como en B. truncatus los huevos estan cubiertos por una Unica
capa de albumina transparente de consistencia relativamente resistente, en P.
metidjensis existe una segunda capa que es interna y que envuelve los huevos a modo
de estuche. Los clusters de las dos especies de plandrbido son mas largos que
anchos, pero mientras que en P. metidjensis la diferencia entre longitud y anchura es
solo del orden de 1 mm, en B. truncatus la diferencia roza los 3 mm, por lo que los
clusters de esta ultima especie son mas alargados que los de P. metidjensis.

Aunque si que existen diferencias entre las medidas, al ser éstas tan sutiles a simple
vista, resulta un poco mas dificil poder distinguir ambas especies de forma rapida y
clara, para ello es necesario hacer una caracterizacién minuciosa de los clusters.

En el caso de Lymnaea sp. la morfologia de los clusters es claramente alargada y
concava por la parte superior, y al igual que en B. truncatus también es una sola capa
de albumina la que recubre los huevos, pero a diferencia de las dos especies de
plandrbido (P. metidjensis y B. truncatus), en el caso de Lymnaea sp. la masa de
albumina es mas blanda y mucho mas fragil, lo cual se hacia evidente en el momento
de manejarlos.

Respecto a los clusters de huevos, los estudios llevados a cabo muestran que de
entre las dos especies de planérbidos, B. truncatus es la que emite clusters de mayor
area (32,56 mm?) siguiéndole P. metidjensis (22,93 mm?2) mientras que el area
alcanzada por los clusters de Lymnaea sp. (8,49 mm?2) es notablemente menor
respecto a la de las otras dos especies.

Por lo que respecta a la redondez de los clusters de huevos, es en la especie P.
metidjensis donde se observa un menor valor maximo y no muy diferente de 1 (1,28),
es decir, que, aungue los clusters no describan una circunferencia perfecta, se acercan

mucho a serlo.
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B. truncatus muestra un valor de redondez mayor (1,71) al de P. metidjensis, por lo
gue sus clusters se alejan de presentar morfologia redonda, aunque no tanto como los
de la especie Lymnaea sp. en los que el valor (2,65) da idea de que éstos presentan
una forma mas alargada que se acentla mas o menos segun el nimero de huevos que
posean los clusters.

A pesar de ser alargados en Lymnaea sp., los clusters que alcanzan una mayor
longitud son los de B. truncatus, (7,77 mm) seguidos por los de P. metidjensis (6,12
mm) y aunque existe una diferencia evidente entre la longitud de los clusters de las tres
especies, realmente no es a una magnitud tan grande como la que se muestra para el
area de los mismos (Tabla 1).

Por lo que se refiere a la anchura o diametro de los clusters de B. truncatus, el valor
obtenido en nuestros estudios (5,12 mm) no dista demasiado del valor de alrededor de
6 mm que Germain obtuvo en 1931. Entre las especies B. truncatus y P. metidjensis
practicamente no existen diferencias para la anchura de los clusters (5,12 y 5,20 mm
respectivamente), sin embargo, entre estas dos especies y Lymnaea sp. existe una
diferencia importante, la cual muestra el valor mas bajo (2,68 mm) para la anchura
maxima alcanzada. De acuerdo con los valores de longitud y anchura para los clusters
de Lymnaeidos obtenidos por Vergani (1955), nuestros valores son de 5 mm de

longitud y 2,68 mm de anchura.

5.1.3.- CARACTERIZACION DE LOS HUEVOS

En lo que respecta a los huevos, entre B. truncatus y P. metidjensis practicamente no
existen diferencias para los valores de longitud (1,38 mm y 1,44 mm respectivamente)
y anchura (1,36 mm y 1,39 mm respectivamente). Existe una uniformidad de tamafio y
forma generalizada para los huevos de estas dos especies y éstos se disponen de
forma contigua pegados unos a otros, observandose facilmente el embrion y el
movimiento del mismo en su interior.

La morfologia de los huevos de las dos especies de planorbido es similar a la de los
granos de una granada, aunque en el caso de P. metidjensis los contornos son mas
suaves. Ambas especies poseen huevos con un color amarillo anaranjado que en caso
de B. truncatus es mas intenso.

Los huevos de la especie Lymnaea sp. se caracterizan por su morfologia ovalada o
redondeada segun sea el plano espacial en el que estén dispuestos. La longitud y
anchura maximas alcanzadas son de 0’83 mm y 0’66 mm respectivamente. Estos
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resultados difieren bastante de los valores de 50 y 55 micras obtenidos por Vergani
(1955).

A diferencia de las dos especies de plandrbido en las que los huevos se disponen en
el mismo plano, en Lymnaea sp. como los huevos se disponen de forma aleatoria en
distinto plano y de forma separada unos de otros, hay ocasiones en las que la
morfologia de los mismos puede verse distorsionada mostrando una aparente forma
redonda a pesar de no ser asi en realidad.

En esta especie de molusco vector también se observa con facilidad al embrién en
el interior pudiendo observar su movimiento. No obstante, los huevos de Lymnaea sp.
no presentan coloracién, son totalmente transparentes en las primeras fases de
maduracion en las que el embrion es muy pequefio. Asi mismo, no existe uniformidad
en el tamafio de los huevos dentro de un mismo cluster en la mayoria de ellos
pudiendo observarse huevos grandes, medianos y pequefios dentro de un mismo

cluster.

5.2.-ANALISIS BIOLOGICO COMPARADO DE LAS POBLACIONES

La biologia de las tres especies estudiadas ha resultado ser diferente a pesar de ser
mantenidas en las mismas condiciones de temperatura, horas de luz, alimentacion, tipo
de agua y sustrato en el laboratorio.

Asi pues, de las tres especies, B. truncatus resultd ser la que mejor se adapto a las
condiciones estandarizadas del laboratorio mostrando la mayor tasa de crecimiento y
reproduccion en poco tiempo, siendo también la especie que mas alimento consumio y
la que mas tiempo resistié en cautividad en el laboratorio.

A diferencia del comportamiento observado en B. truncatus, a los ejemplares de P.
metidjensis les costdé bastante mas adaptarse y este hecho se hizo evidente con el
largo periodo de tiempo que transcurridé hasta que emitieron la primera puesta, una
menor frecuencia de alimentacion, un crecimiento mas lento y una menor tasa de
reproduccion.

Haciendo referencia a la bibliografia, Gretillat en 1967, ya exponia que los ensayos
de cria de Lymnaeidos realizados en el laboratorio habian sido decepcionantes ya que
los autores habian tenido dificultades para mantener la supervivencia de los caracoles
utilizando acuaterrarios. Lee en 1962 estudiando el ciclo biologico de Heterobilharzia
americana, constatdé que los Lymnaeidos se adaptaba con dificultad a las condiciones

de cria del laboratorio. Este los mantenia con una alimentacién basada en lechuga
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fresca como en nuestro caso. Y lo cierto es que su adaptacion a las condiciones
estandarizadas de nuestro laboratorio resultd ser complicada al inicio.

Asi pues, lo observado por estos autores coincide con lo que nosotros observamos
en el laboratorio. A estas publicaciones se suman los estudios realizados por Vergani
en 1955 en los que observd que los moluscos de esta familia acostumbran a salirse del
agua y quedarse pegados en las paredes del recipiente, escondidos en sus conchas.
Pero no duran mucho en esa situacion y es por eso que a los pocos dias se
desprenden y vuelven por si mismos al agua recobrando su vitalidad. Este
comportamiento de los ejemplares de Lymnaea sp. también observado en nuestros
ejemplares sugiere la tendencia anfibia de esta especie.

Por su parte, los ejemplares de la especie Lymnaea sp. mostraron un crecimiento
mayor y mas regular cuando eran individualizados que cuando eran mantenidos en
pecera a las mismas condiciones. Del mismo modo la emision de puestas también se
di6é de forma mas regular cuando estaban individualizados. Este rasgo de su biologia
permite suponer que aunque aparentemente sea una especie de dificil adaptacién a las
condiciones del laboratorio, se desarrolla y se reproduce con éxito mediante
autofecundacion, lo cual resulta clave para la transmision de la enfermedad.

Gaud (1958) afirmé en su momento que la hipétesis de un ritmo organico interno se
contradecia con los estudios que llevd a cabo sobre la cria en el laboratorio tanto de B.
truncatus como de P. metidjensis.

Pero lo cierto es que el hecho de que en nuestro caso tanto el crecimiento como la
cronologia de emision de los ejemplares de las tres especies estudiadas varien a lo
largo del tiempo mostrando picos en determinados meses, sugiere la posibilidad de
gue exista un ritmo interno en los moluscos que esté predeterminado segun la especie
de la que se trate. Esta idea no puede descartarse en nuestro caso ya que nuestras
experiencias han sido llevadas a cabo bajo condiciones constantes y aun asi los
resultados han mostrado variaciones en el crecimiento y en la reproduccion a lo largo
de la vida de los moluscos.

5.2.1.- CARACTERIZACION DE LA AUTOFECUNDACION

En nuestro caso, dentro de una misma especie, no todas las generaciones o0
poblaciones mostraron una tendencia a la autofecundacion similar, a excepcion de B.
truncatus, en la cual las tres generaciones mostraron el mismo porcentaje de
autofecundacion.
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El clasico estudio de reproduccién en B. truncatus llevado a cabo por Larambergue
(1939) dio lugar a cuatro hallazgos fundamentales:
1- moluscos virgenes aislados daban lugar a una progenie resultante de la
autofecundacion;
2- La fecundacion cruzada también se da (demostrado por el uso de un marcador
genético de la pigmentacién del manto);
3- Las poblaciones en diferentes localidades pueden ser exclusivamente afalicas o
eufalicas, o tener prevalencias intermedias de afalia;

4- La afalia tiene una base genética compleja (Brown, 1994).

De manera que, en la especie B. truncatus, nuestros resultados confirman que, al
igual que en el estudio de Rollinson & Southgate (1985) en el cual muchas especies de
Bulinus mostraron preferencia por la autofecundacion, la especie B. truncatus prefiere
también su propio esperma ya que el porcentaje de autofecundacion obtenido en
nuestro estudio fue del 100% en las tres generaciones estudiadas (30 ejemplares por
generacion).

No obstante, en P. metidjensis los porcentajes de autofecundacion fueron del 73,3%,
50% y 60% para la primera, segunda y tercera generacion, respectivamente. Por su
parte, en Lymnaea sp. los porcentajes resultantes fueron mas altos que los anteriores,
siendo del 76,6%, 100% y 80% para la primera, segunda y tercera generacion,
respectivamente.

En los estudios llevados a cabo por Vergani (1955) sobre Galba/Fossaria, todos los
ejemplares emitieron puestas partenogenéticamente, sin embargo, en nuestro estudio
de autofecundacion, aunque los porcentajes fueron elevados, no todos los 90
ejemplares analizados escogieron esta estrategia de reproduccion. Ademas, Vergani
(1955) solo utilizé un total de 5 moluscos para estudiar esta caracteristica, por lo que
nuestros resultados tienen mucha mas fuerza al ser mucho mayor nuestro tamafio
muestral.

En el caso de B. truncatus, la primera generacion se caracteriza por ser la que
presenta los valores maximos para todas las caracteristicas de autofecundacion
analizadas. Siendo la que mas tiempo vive (max. 641 dias), se caracteriza ademas por
presentar el mayor periodo de puesta, menor periodo prepuesta y mayor periodo post-
puesta (max. 492, 64 y 168 dias, respectivamente), tardando un maximo de 75 dias en
emitir su primer cluster y emitiendo su Ultima puesta a la edad mas tardia (625 dias).

Es pues también esta primera generacion de B. truncatus la que posee una mayor

capacidad de puesta y tasa de puesta (max. 0,17 y 0,28 respectivamente) dentro del
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periodo sexual. Segun los resultados, esta especie de plandrbido puede llegar a emitir
5 clusters en un mismo dia, aunque lo mas frecuente en las tres generaciones es la
emision de 1 cluster por dia, dandose la emisién de 3 y 4 clusters por dia a una
frecuencia mas baja.

La emision de 5 clusters por dia solo tuvo lugar en la primera y segunda generacion.
Dentro del periodo de puesta, los ejemplares de la primera generacion fueron los que
mas dias de puesta mostraron (max. 55 dias).

Del mismo modo que en B. truncatus, la primera generacion de P. metidjensis fue la
gue mas tiempo vivié (méx. 505 dias) y también la que presenté un mayor periodo de
puesta y post-puesta de maximo 283 y 254 dias respectivamente, siendo también la
que emitié su Ultima puesta a una edad mas tardia (max. 461 dias).

Sin embargo, fue la segunda generacion de P. metidjensis la que presenté un mayor
periodo prepuesta, edad de primera puesta, y en la que se da el mayor numero de dias
de puesta con valores maximos de 315, 316 y 10 dias respectivamente. Esta segunda
generacion alcanzo6 la mayor tasa de puesta en el periodo sexual con un valor de 2,
mientras que fue la tercera la que resultd tener una mayor capacidad de puesta con un
valor méximo de 0,12. P. metidjensis puede llegar a poner 7 clusters en un mismo dia,
sin embargo, lo mas frecuente es poner 1y 2 clusters por dia. El maximo de clusters
gue pueden emitir en un dia la primera, segunda y tercera generacion son 3, 5y 7
respectivamente.

Para Lymnaea sp. la primera generacion fue la que resulté tener una mayor
capacidad de puesta (max. 0,09) y un mayor periodo post-puesta (max. 146 dias).

Pero por su parte, la segunda generacién resulté ser la que mas vivié (max. 405
dias), presentando también el mayor periodo de puesta (max. 329 dias), la mayor tasa
de puesta con un valor maximo de 2 y resultd ser también la generacién de mayor
edad (max. 393 dias) en el momento de la emision de su ultima puesta.

Al contrario de los resultados obtenidos por Vergani (1955) sobre la longevidad,
nuestros resultados mostraron valores mas elevados de longevidad. Segun este autor
los ejemplares pueden sobrevivir por lo menos 212 dias, es decir, alrededor de 7
meses, sin embargo, nuestros resultados demuestran que pueden llegar a sobrevivir
hasta 291, 405 y 377 dias en la primera, segunda y tercera generacion
respectivamente.

Por lo que se refiere al periodo prepuesta y la edad de la primera puesta, la tercera
generacion fue la que mostré los valores mas altos, siendo éstos de un maximo de 236

y 237 dias respectivamente.
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Lymnaea sp. en general puede llegar a emitir 5 clusters en un mismo dia, pero lo
mas frecuente en las tres poblaciones analizadas es la emision de 1 cluster por dia,
siendo la primera generacion la que alcanza un mayor valor maximo para este caso. La
segunda es la Unica que llega a emitir 5 clusters en un mismo dia, pero esto no se di6
de forma frecuente.

El nimero de huevos por cluster obtenido para la especie Lymnaea sp. en nuestro
caso fue de un maximo de entre 9 y 14 huevos siendo 7 el promedio méaximo. Por el
contrario, Vergani (1955) en sus estudios afirma haber obtenido valores de entre 10 y
20 huevos por cluster. Esto podria explicarse si suponemos que la temperatura a la
gue dicho autor mantuvo a los ejemplares moluscos fue superior a nuestros 20°C, ya
gue de ser asi, una mayor temperatura de cria podria estar favoreciendo su mayor tasa
de reproduccion y a su vez el incremento de la cantidad de huevos contenidos en los
clusters

De entre los tres moluscos vectores analizados en la presente tesis doctoral, los
plandrbidos B. truncatus y P. metidjensis son los mas longevos y entre estos dos, B.
truncatus es la especie de molusco vector que mas tiempo vive.

Dicha especie es a su vez la que alcanza la madurez sexual en un periodo mas
breve de tiempo, emitiendo su primera puesta a la edad méxima de 75 dias, dato que
difiere bastante respecto a lo obtenido por Gaud (1958) en sus estudios con B.
truncatus, en los cuales dicho autor observo que tardaban menos de dos meses en
empezar a emitir puestas.

P. metidjensis y Lymnaea sp. por su parte tardaron un maximo de 316 y 237 dias,
respectivamente en emitir su primera puesta. En los estudios de Vergani (1955) los
moluscos Lymnaeidos empiezan a emitir puestas a los 20-25 dias de vida presentando
un periodo de puesta de hasta 235 dias; dichos resultados son muy diferentes a los
nuestros en los que los moluscos empezaron a emitir maximo a los 168-236 dias
presentando un periodo de puesta maximo de 329 dias.

Por lo que concierne al periodo de puesta, la especie de plandrbido P. metidjensis
es la que menos tiempo mantiene la emisién de puestas, mostrando un periodo de
puesta méaximo de solo 283 dias frente a los 329 de Lymnaea sp. y los 492 dias de B.
truncatus. De los dos plandrbidos, esta Ultima especie emite puestas durante un poco
mas del doble de tiempo de lo que lo hace P. metidjensis y aunque dicha especie
puede llegar a emitir 7 clusters en un mismo dia, a diferencia de B. truncatus y
Lymnaea sp. que como mucho emiten 5, o que se da con mas frecuencia en las tres
especies es la emision de 1 o 2 clusters por dia. Las cantidades mas elevadas de
puestas emitidas por dia se dan de forma esporadica.
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Por ultimo, es de interés comentar que B. truncatus es la Unica especie de las tres
estudiadas en la que todos los ejemplares de las tres generaciones escogieron la
autofecundacién como estrategia de reproduccioén, el porcentaje obtenido fue del 100%
y P. metidjensis mostré un 61% de autofecundacion frente al 77% de Lymnaea sp.
Pese a ser estos ultimos porcentajes mas bajos de autofecundacion respecto a B.
truncatus, por si mismos son porcentajes lo suficientemente elevados como para que
un solo ejemplar de estas especies pueda colonizar una determinada zona con
condiciones Optimas para la supervivencia de los moluscos. Esto a su vez indica que
en mayor o en menor medida, las tres especies de molusco estudiadas podrian

expanderse geograficamente con relativa facilidad.

5.2.2.- CARACTERIZACION DE LA CRONOLOGIA DE PUESTAS

Por lo que se refiere a la cronologia de emision de puestas, un andlisis
pormenorizado del periodo de puesta de cada una de las especies demuestra que
existen diferencias entre ellas, ya que los picos de emisidén para cada especie se dan
en épocas del afio distintas. La dinamica de emisibn de clusters y huevos,
caracteristica de cada especie se muestra en las Figuras 65, 66, 67, 68, 69y 70.

En el caso de B. truncatus, los resultados muestran que, dentro del periodo de
puesta, que se da de abril a octubre, el nimero de clusters emitidos en cada uno de
esos 7 primeros meses supera los 100 clusters. Sin embargo, y de acuerdo con los
estudios sobre fecundidad llevados a cabo por Gaud (1958), el pico de emision se da
en el mes de mayo con mas de 200 clusters siguiéndole junio con unos 170
aproximadamente. La mayor emision de puestas se da por tanto en la época de
primavera-verano. A partir de los primeros meses, en los cuales se da la mayor
emision, con el paso del tiempo la emision de puestas va disminuyendo, aunque se
prolonga casi hasta el momento de la muerte de los ejemplares.

Para esta especie la dinamica seguida para la emisién de huevos es la misma que
para los clusters, es decir, que la maxima emision de huevos también se detecta en el
mes de mayo con 1200 huevos emitidos. EI mes de junio le sigue a mayo siendo el
segundo mes de mayor emision con un poco mas de 1000 huevos y de abril a octubre
(7 meses) el numero de huevos emitidos supera los 600.

A diferencia de lo que ocurre en B. truncatus, la cronologia de emision de P.
metidjensis se caracteriza por mostrar 2 picos de emision cercanos en cuanto a
namero e importantes a lo largo de su periodo de puesta. El primero de ellos se da en
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noviembre con mas de 20 clusters y el segundo de ellos, el mas importante, se da en
julio con mas de 30 clusters. Estos maximos en la emision de puestas se dan en las
épocas de otofio y en verano respectivamente. Los meses de mayor emision de
puestas para B. truncatus y P. metidjensis coinciden y este hecho coincide a su vez
con lo que ya en su momento Pallary (1933) escribié: “los Bulinus y Planorbidos deben
ser buscados a finales de primavera y aun mejor, en verano y en otofo”. Dandose los
picos de emisibn en mayo-junio para B. truncatus y noviembre y julio para P.
metidjensis.

Para P. metidjensis existen 3 meses donde la emision de huevos es mayor;
noviembre con mas de 50 huevos coincidiendo con el primer pico de emisién de
clusters, mayo con mas de 70 huevos, pero destaca julio con mas de 100 huevos,
coincidiendo con el segundo pico de emisién de clusters.

Ademas, resulta curioso que, en los meses de febrero, marzo, abril, mayo y junio,
gue se corresponderia con la época de primavera y principios de verano, cuando se da
una mayor emision de clusters, la de huevos por el contrario resulta ser menor y del
mismo modo, cuando la emision de clusters es menor la de huevos es mayor. Es como
si la especie tratara de compensar el menor nimero de clusters con un mayor numero
de huevos contenidos en ellos.

La cronologia de emisién de puestas de Lymnaea sp. se caracteriza por poseer el
pico de emision de clusters en los meses de agosto y septiembre, coincidiendo con el
final del verano, con casi 70 y 70 clusters respectivamente.

La dinamica de emision seguida por Lymnaea sp. es una disminucion en el numero
de puestas a partir del mes de marzo con el posterior pico que se da en agosto y
septiembre para después desde octubre hasta enero mostrar una emision muy baja,
sin llegar a los 10 clusters en ninguno de esos 4 meses. A partir de febrero se da un
aumento de la emisién de clusters aunque a un menor nivel que no dura mucho, ya
gue desde este ultimo mes hasta el siguiente septiembre el numero de puestas
emitidas decae bastante.

En el caso de los huevos la dinAmica seguida para su emision es la misma que para
la de clusters. El maximo de emision de huevos también se da en los meses de agosto
y septiembre con mas de 400 y casi 450 huevos, respectivamente.

De marzo de 2015 a julio del mismo afo, el nUmero de huevos emitidos no supera
los 150, de octubre de 2015 a enero de 2016, el nUmero de huevos no supera los 50 y
de marzo de 2016 a septiembre del mismo afio tampoco supera los 150 excepto en
febrero de 2016, mes en el cual la especie llega a emitir casi 200 huevos.
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5.2.3.- CARACTERIZACION CUANTITATIVA DE PUESTAS

Pese a que tanto el numero de clusters como el de huevos son caracteristicas
importantes en la cuantificacion de las puestas, realmente es el nimero de huevos lo
gue marca la descendencia potencial de la especie. Los resultados muestran que la
cantidad de huevos difiere bastante entre los clusters de las tres especies estudiadas.

De modo que, en el caso de B. truncatus la cantidad maxima de clusters emitidos
por ejemplar en toda su vida es de 82, a diferencia de P. metidjensis y Lymnaea sp. en
las cuales los valores son practicamente iguales emitiendo un maximo de 25 y 24
clusters por ejemplar respectivamente.

Son también de interés los indices de capacidad de puesta (n° clusters/periodo de
vida en dias) y de capacidad de puesta en el periodo sexual (n° clusters/periodo de
puesta), teniéndose en cuenta que no guardan relacion directa con el nUmero absoluto
de clusters emitidos por ejemplar. Los valores maximos para el primer y el segundo
indice son de 0,17 y 0,28 para B. truncatus, de 0,12 y 2 para P. metidjensis y de 0,09 y
2 para Lymnaea sp.

Teniendo en cuenta que el numero de huevos emitidos a lo largo de toda la vida de
los moluscos es lo que posee mayor relevancia, cabe destacar que en B. truncatus se
alcanzan valores maximos de 483 huevos por ejemplar a lo largo de toda su vida, lo
gue difiere de forma notable de los 70 de P. metidjensis y de los 133 de Lymnaea sp.

La especie que presenta valores maximos de emision de clusters y huevos es B.
truncatus, sin embargo, por lo que se refiere a clusters P. metidjensis y Lymnaea sp.
alcanzan valores muy similares, aunque respecto al nimero de huevos es la especie
Lymnaea sp. la que presenta valores mas elevados respecto a P. metidjensis.

A diferencia de lo que obtuvo Gaud (1958) en su experiencia de fecundidad en el
laboratorio (de 7 a 8 huevos por puesta), nuestros resultados mostraron que el numero
de huevos por cluster en la especie B. truncatus oscila alrededor de un promedio de 6
a 7 huevos por cluster, de modo que nuestro valor promedio maximo de huevos por

cluster coincide con el valor minimo promedio obtenido por Gaud.

5.2.4.- CARACTERIZACION DE LA VIABILIDAD DE LA PROGENIE

Segun los resultados siempre existe un porcentaje de huevos que no se llega a

desarrollar por completo para dar lugar a individuos nuevos. Este hecho resulta
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importante ya que realmente solo seran considerados descendencia potencial aquellos
huevos que lleguen a eclosionar desarrollandose exitosamente, dando lugar a
moluscos recién nacidos. Con todo, siempre es mas elevado el porcentaje de huevos
eclosionados que el de no eclosionados, pero el porcentaje de eclosidon resulta ser
diferente entre las especies analizadas.

Entre las tres generaciones de cada una de las tres especies estudiadas en la
presente tesis, existen diferencias por lo que se refiere a valores absolutos, lo cual se
refleja en los porcentajes de eclosion de huevos.

En los estudios realizados por Gaud (1958) el tiempo al cual se observaba la
primera eclosion variaba de simple a doble en el transcurso del afio, pasando de ser de
mas de 20 dias en diciembre, enero y febrero, a 10 dias en agosto y septiembre. Sin
embargo, segun nuestros resultados el tiempo maximo de eclosion de los huevos para
las tres especies, fue de 12 dias independientemente del mes en que se produjo la
eclosion de los mismos.

En B. truncatus, de acuerdo con (Germain, 1931), el tiempo maximo que tardan los
huevos en eclosionar es de 12 dias manteniéndose a lo largo de las generaciones, a
diferencia del tiempo minimo que si que varia de 7 a 9 de la primera a la tercera
generacion. El numero total de huevos emitidos pasa de ser del orden de 10.399 en la
primera generacion, a 8.333 en la segunda y de 5.920 en la tercera, siendo los
porcentajes de eclosion del 98,6%, 97,8% y 96,2% para la primera, segunda y tercera
generacion respectivamente. Se trata de porcentajes muy elevados ya que la gran
mayoria eclosionan.

Para P. metidjensis los tiempos minimo y maximo de eclosion de los huevos no
varian entre las generaciones, siendo de 11 y 12 dias respectivamente. El nimero total
de huevos eclosionados es de 190, 395 y 336 para la primera, segunda y tercera
generacion respectivamente. Estos resultan ser valores notablemente méas bajos que
los alcanzados por B. truncatus, traduciéndose en porcentajes de 69,59%, 70,66% y de
79,62% para la primera segunda y tercera generacién respectivamente. Asi como en B.
truncatus es la primera generacién en donde mas huevos eclosionan, en P. metidjensis
es en la segunda.

En el caso de Lymnaea sp. tanto el tiempo minimo como el maximo de eclosion de
los huevos varia entre 5y 12 dias a lo largo de las generaciones. Aunque los valores
absolutos también son menores que los obtenidos en B. truncatus, en Lymnaea sp. la
cantidad de huevos eclosionados favorablemente es en general bastante mas elevada
gue en P. metidjensis ya que, en la primera generacion eclosionan 397 huevos, pero
en la segunda y en la tercera los valores son del orden de 1223 y 1126,
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respectivamente. Para Lymnaea sp. los porcentajes resultantes fueron de 73,65%,
87,23% y de 90,51% para la primera, segunda y tercera poblacion.

Basandonos en los porcentajes de eclosion de los huevos obtenidos para cada
especie, es B. truncatus la que presenta la progenie con mayor viabilidad, siguiéndole
Lymnaea sp., con una progenie de viabilidad que, aunque también elevada, resulta ser
intermedia respecto al conjunto de las tres especies en cuestion y es P. metidjensis la
especie que presenta una menor viabilidad de la progenie.

Por ende, en términos de transmision de enfermedades como la schistosomiasis y la
fascioliasis que dichas especies vectorizan, estariamos en condiciones de decir que B.
truncatus es la especie con el mayor potencial como vector, ya que la mayoria de los
huevos que emite esta especie eclosionan y se desarrollan con éxito, mientras que, de
las tres, P. metidjensis resulta ser la especie con un menor potencial como vector

basandonos en la viabilidad de su progenie.

5.3.- APLICABILIDAD DE LOS ESTUDIOS EFECTUADOS

Desde un punto de vista general, los estudios llevados a cabo en la presente Tesis
doctoral ayudan a ampliar y actualizar los conocimientos sobre la distribucion
geografica de las tres especies de moluscos vectores y paralelamente a hacernos una
idea de los cambios que se van dando en la distribucion de las distintas enfermedades
gue estos moluscos transmiten.

Dichos estudios poseen gran relevancia tanto a nivel epidemiolégico y de
transmision como a nivel de control y prevencion de las enfermedades parasitarias
tratadas en nuestros estudios.

De modo que, por un lado, el seguimiento quincenal del crecimiento permite saber la
talla alcanzada con el paso del tiempo, conocer el momento o la época en que se da
un mayor crecimiento pudiéndolo asociarlo en parte, con el intervalo de tiempo en el
gue probablemente se haya alcanzado también la madurez sexual.

Conocer la dindmica de crecimiento de las especies de molusco, permite predecir su
capacidad para adaptarse a nuevos enclaves ya que, por ejemplo, un crecimiento
rapido en los primeros meses facilitaria la rapida adaptacion del molusco. También se
podria suponer a partir de la dinAmica de crecimiento la capacidad de las especies
para repoblar una zona determinada y hasta incluso segun el tamafio y la rapidez con
la que se alcanza dicho tamafio, poder deducir cuando se alcanza la madurez sexual.
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Las medidas morfométricas tanto de clusters como de huevos ayuda en el caso de
los clusters a poder distinguir los moluscos analizados a nivel de género y en
ocasiones a nivel de especie ya que las medidas de longitud y anchura son por lo
general caracteristicas para cada género y para la mayoria de especies.

En el caso de los huevos, la forma y la disposicién dentro del cluster suelen ser
caracteristicas para cada especie con alguna excepcion. Por tanto, el andlisis
morfoldgico tanto de clusters como de huevos resulta Gtil para distinguir géneros y
especies.

De todas las caracteristicas de autofecundacion estudiadas, el periodo de prepuesta
determina de forma aproximada el tiempo que transcurre entre las lluvias y la
produccion del suficiente nUmero de ejemplares moluscos para poblar la zona y que se
pueda dar la transmision de la enfermedad.

La capacidad de autofecundacion aporta informacién sobre la capacidad del
molusco para repoblar una nueva zona ya que en caso de autofecundarse, un solo
espécimen seria capaz de dar lugar a una nueva poblacién en poco tiempo en el caso
también de que su tasa de reproduccién fuera elevada favoreciendo asi la expansion
geografica del molusco vector y en consecuencia la posible transmision de la
enfermedad.

Teniendo en cuenta la longevidad de los moluscos vectores, resulta l6gico pensar
gue contra mas tiempo vivan mas tiempo durara la transmisién de la enfermedad.

Otra caracteristica que posee aplicabilidad en los estudios de epidemiologia y
control es la cronologia de emision de las puestas ya que, el periodo de tiempo en el
que se dé la mayor emision de huevos sera a su vez el de mayor riesgo de transmision
de la enfermedad.

Es por ello que, conociendo la época en la que mas se reproducen estos moluscos
vectores, se podra predecir cuando es mas probable que se dé la transmision de la
enfermedad y de este modo se podrian llevar a cabo pautas de control mas
adecuadas.

Aunque la cantidad de huevos emitidos revela la capacidad de reproduccién del
molusco y en consecuencia su capacidad para colonizar nuevos enclaves es la
viabilidad de los huevos, es decir, la cantidad de huevos que eclosionan y se
desarrollan favorablemente dando lugar a nuevos individuos, lo que realmente da
informacion del potencial que posee el molusco como vector, es decir, su potencial
para transmitir la enfermedad.

Los estudios sobre crecimiento y reproduccion de planorbidos y lymnaeidos llevados

a cabo con anterioridad a los nuestros, son por lo general bastante antiguos, aunque
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no por ello menos importantes ya que constituyen la base del conocimiento en la que
se centran los aspectos que nosotros hemos tratado. Dicho esto, cabe destacar la gran
importancia de la labor de investigacion llevada a cabo en la presente Tesis Doctoral al
realizarse de forma tan detallada, haciendo un analisis minucioso de todas y cada una
de las caracteristicas tanto de la morfologia como de la biologia de las diferentes
poblaciones de moluscos vectores.

Nuestros resultados aportan una informacion mas completa y valiosa de lo que
hasta ahora habian aportado otros estudios de aplicabilidad en epidemiologia y control
tanto de la schistosomiasis como de la fascioliasis que son dos de las grandes
enfermedades parasitarias tropicales olvidadas. Conociendo méas al detalle la
morfologia y biologia de los moluscos vectores, se pueden optimizar muchisimo mas
las medidas de prevencién y control de dichas enfermedades. Esto resulta de vital
importancia, por un lado, para reducir en la medida de lo posible la mortalidad y
morbilidad debidas a la schistosomiasis y fascioliasis en aquellos paises donde estas
dos enfermedades parasitarias son endémicas y por otro lado, para poder predecir con
mas precision la posible introduccion de la enfermedades desde paises endémicos a
no endémicos, asi como también predecir la posible introduccién de especies vectoras

de moluscos desde zonas endémicas a no endémicas.

5.3.1.- INTERES EN SISTEMATICA

En general, para la familia Planorbidae, lo que mas relevancia posee a nivel
sistematico y filogenético es la morfologia del complejo del pene, la mandibula, la
pseudobranquia y la radula, asi como también la microescultura de la protoconcha en
el caso de B. truncatus. La mandibula para Bulinus y Planorbarius presenta un
esquema principal basado en una placa superior larga y esclerotizada, ligeramente
estriada que puede tener forma de herradura de caballo mas o menos variable y la
estriacion puede disponerse solo el lado inferior (Bulinus) o a lo largo de toda la placa
superior (Planorbarius) (Fig. 84 y Fig. 85).

La radula esta constituida por un diente central bicuspide, seguido de dientes
laterales tricuspides internos, centrales y externos (hasta 10 en Bulinus y hasta 12 en
Planorbarius) y dientes marginales (hasta 18 en Bulinus y hasta 15 en Planorbarius) de
aspecto serrado por la presencia de una serie de picos (Girod, 1980). Ademéas de todas

estas caracteristicas, la morfologia y morfometria de los clusters y huevos, asi como la
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disposicion intracluster de los mismos es de suma importancia para poder diferenciar
entre géneros y hasta incluso especies, como ya se ha comentado con anterioridad.

Desde antiguo se conocia ya el hecho de que la morfologia y morfometria de los
clusters y huevos en los lymnaeidos diferia entre unas especies y otras. Sin embargo,
la complejidad y coste que suponen los cultivos experimentales de las especies y su
seguimiento cronoldgico hasta el desarrollo completo de nuevos especimenes que
empiecen a emitir puestas, ha hecho que este aspecto de potencial importancia a la
hora de distinguir entre especies se ignorara en términos generales.

Por tanto, también ha sido ignorado en sistemética y quizas en taxonomia. Esto
gueda demostrado de forma evidente en la ausencia de estudios de este tipo en la
mayor y mas completa obra sobre esta familia de moluscos (Hubbendick, 1951) en los
gue se focaliza sobretodo en las caracteristicas de la concha y el sistema reproductor
sin hacer referencia a la morfologia de los clusters y huevos.

Ya Girod (1980), en su guia para el reconocimiento de los moluscos acuaticos de
Italia, incluia dibujos muy detallados de clusters de moluscos del género Lymnaea.

Otro autor que incluye esquemas y dibujos de clusters de diferentes especies en lo
gue seria la revisibn mas reciente de esta familia de moluscos Gaster6podos es
Kruglov (2005), el cual no especifica si los clusters ilustrados se corresponden con
puestas jovenes, intermedias o maduras.

Nuestros resultados demuestran lo Gtil que resulta el estudio morfométrico tanto de
puestas como de huevos, asi como también de la concha, en la diferenciacion de
géneros y especie y por ende en la sistematica y taxonomia de la familia Lymnaeidae.

En la publicacion sobre Lymnaea schirazensis, Bargues et al. (2011) demuestran
gue este tipo de estudios permiten incluso diferenciar dos especies morfologica,
anatomica, ecologica y etolégicamente en principio indiferenciables como son L.
schirazensis y G. truncatula.

Los clusters emitidos por primera vez, 0 que contengan un ndmero escaso 0
reducido de huevos no poseen utilidad practica en sistematica y taxonomia ya que a
ese nivel las caracteristicas morfolégicas y morfométricas de los clusters de diferentes
especies se solapan impidiendo una diferenciacion clara y fiable.

El tamafio, la distribucion y disposicion de los huevos dentro del cluster también
pueden ser utilizadas en ciertos casos para la diferenciacion de especies.

5.3.1.1.- DIFERENCIACION DE POBLACIONES Y ESPECIES
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Del andlisis morfoldgico y biolégico comparado que se ha hecho de las poblaciones,
existen caracteristicas que, en mayor o menor medida, resultan Utiles para poder
diferenciar especies.

En primer lugar, de entre todas las medidas morfométricas realizadas sobre la
concha de los moluscos vectores, para el estudio de su crecimiento, la longitud total de
la concha, la de la abertura, la de la espira y la de la Ultima vuelta de espira, asi como
también la forma del apice y la posicion y forma de la abertura, son las de mayor
utilidad para poder distinguir entre especies.

En segundo lugar, es importante destacar que, aunque los analisis moleculares son
muy importantes en la identificacion de especies, es necesario que se combinen con el
analisis de las morfologias interna y externa de los moluscos para obtener informacion
mas completa que a su vez refuerce dichos resultados moleculares.

De esta manera se tendrd una mayor certeza en el momento de distinguir entre
géneros y especies. Rasgos como la ornamentacién de la concha, la microescultura de
la protoconcha o concha con la que nacen, la morfologia de la pseudobranquia y
tentaculos, posicion de los ojos y el numero y morfologia de los dientes que conforman
la rAdula; son todos ellos caracteres relevantes en la diferenciacion de las especies.

Por otro lado, la longevidad, el periodo de prepuesta, la edad a la que se emite la
primera puesta y la duracion el periodo de puesta, son caracteristicos de especie. Pero
también lo son la cantidad de clusters y huevos emitidos, el tamafio y forma de éstos y
por supuesto la época del afio en la que son emitidos, es decir, la cronologia de
emision.

Por ultimo, los resultados muestran que, por un lado, el numero de huevos por
cluster, junto con la morfologia tanto de clusters como de huevos, asi como la
disposicion de éstos dentro del cluster, permiten distinguir entre especies ya que se
trata de rasgos muy caracteristicos para cada una de ellas, aunque es importante tener
en cuenta que para poder diferenciar bien, los clusters han de ser maduros ya que la
morfologia y apariencia de las formas jovenes de clusters de algunas especies se
solapan, por lo que es mucho més fiable comparar clusters ya maduros.

5.3.2.- INTERES EN EPIDEMIOLOGIA Y CONTROL

La mayor parte de estudios sobre autofecundacion se han desarrollado en moluscos
de la familia Planorbidae y mas concretamente sobre especies del género Bulinus
(Rudolph & Bailey, 1985).
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En principio se crey6 que la autofecundacion era la estrategia de reproduccion a la
gue recurrian aquellos ejemplares carentes de pene llamados afalicos, aunque
posteriormente se supo que también aquellos que lo poseian recurrian a la
autofecundacion, sugiriendo esto la preferencia por su propio esperma. Son muchas
las publicaciones al respecto sobre todo en la especie Bulinus truncatus (Njiokou et al.,
1993, 1994; Doums & Jarne, 1996; Viard et al., 1996).

Algunas investigaciones mostraron que las estrategias de reproduccion en Bulinus
son muy variadas implicando desde autofecundacion y reproduccion cruzada, afalia,
inseminacién multiple y almacenamiento de esperma. Parece que los pulmonados de
agua dulce son activos en ambos roles sexuales para la mayor parte, si no toda de su
vida reproductiva (Brown, 1994).

Junto con los estudios realizados por Brown (1994) sobre la reproduccion de
moluscos pulmonados de agua dulce como son los pertenecientes a los géneros
Bulinus y Lymnaea, son bastantes los estudios que se focalizan en ese aspecto (Jarne
et al., 1993; Jarne, 1995; Jarne & Stadler, 1995; Jarne & Auld, 2006; Puurtinen et al.,
2007).

Cabe destacar el hecho de que los moluscos en cuestibn recurran a la
autofecundacion o a la fecundacion cruzada, aparentemente no implica que sea ese el
origen de las diferentes capacidades para albergar y transmitir especies parasitas ni
tampoco que recurrir a una estrategia u otra les haga perder esa capacidad de
transmision (Puurtinen et al., 2004).

De modo que, en ese sentido, la autofecundacion de los moluscos solo afectara la
dinamica de transmisién de las enfermedades de las cuales son vectores estos
moluscos y no a la transmision de la enfermedad en si.

La autofecundacion en lymnaeidos ya fue estudiada hace muchos afios en
Pseudosuccinae columella por Sellers Colton a principios del siglo pasado (Sellers
Colton, 1912). Posteriormente se han llevado a cabo otros estudios sobre algunos
aspectos de la biologia de Lymnaeidos moluscos vectores de fascioliasis en Cuba, los
cuales incluian aspectos sobre la oviposicién, longevidad y cronologia de emision de
puestas de esta especie de molusco (Sanchez et al., 1995; Gutiérrez et al., 2000).

Son también interesantes los trabajos realizados sobre Galba truncatula, por ser la
especie de molusco vectora de la fascioliasis por excelencia (Smith, 1981; Vareille-
Morel et al., 2002; Trouve et al., 2003,2005; Meunier et al., 2003, 2004).

Gretillat (1967) destacaba que los Lymnaeidos son gasterépodo con una ecologia
bastante particular, que requiere que se tomen ciertas precauciones para las
campafas de eliminacion del molusco ya que en estado de diapausa (estado fisioldgico
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de inactividad en el que entran la mayor parte de los especimenes criados en peceras)
no es destruido.
Este hecho es importante a tener en cuenta en términos de epidemiologia y para el

control de este molusco vector de fascioliasis.

5.3.2.1.- ASPECTOS RELACIONADOS CON EXPANSION GEOGRAFICA

De acuerdo con las definiciones originales (Mandahl-Barth, 1957), las especies
dentro del grupo de B. truncatus eran frecuentemente afélicas incluidas entre los
hospedadores intermediarios de S. haematobium.

Existen cuatro aspectos interrelacionados de la biologia de Bulinus que deben ser
considerados en relacion con el éxito de estos moluscos:

1- la estivacion; permite la supervivencia en pequefios cuerpos de agua ricos en

nutrientes que se secan temporalmente;

2- reproduccion; logra un incremento rapido en nimero durante estaciones cortas
de cria; por lo que colonizar nuevas zonas le resulta relativamente facil,

3- poliploidia; B. truncatus que es tetraploide (2n = 72) frente al resto de
planérbidos que en general presentan una dotacion genética de 2n = 18; de
modo que su mayor variacion genética le confiere cierto nivel de resistencia
respecto al resto de planorbidos;

4- tolerancia a los parésitos; el eficiente uso de los recursos ambientales y la
elevada capacidad de reproduccion permite a Bulinus mantener la densidad de
poblacién y a su vez dar soporte a una gran biomasa de parasitos trematodos
(Brown, 1994).

Por tanto, la capacidad de expansion geogréfica de B. truncatus se ve favorecida por

estos cuatro aspectos anteriormente descritos.

Por lo que respecta al sistema de reproduccién, Brown (1994) ya explicaba que la
elevada tasa de incremento de la poblacién de Bulinus es el resultado de la estrategia
de reproduccién que incluye dos componentes principales, el ciclo de vida, que se
adapta al entorno y el sistema de cria.

Esto junto a la tetraploidia de B. truncatus hace de esta especie de Bulinus la de
mas amplia distribuciéon y abundancia. En su libro, Brown (1994) afirma que, al parecer,
la evolucidon de la tetradiploidia permite una considerable expansion en la distribucion
del género Bulinus, basandose en el hecho de que B. truncatus se desarrolla en una
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amplia variedad de habitats naturales y artificiales y su distribucién puede estar alin en
aumento.

Por lo que, el hecho de que los 90 ejemplares de B. truncatus estudiados en la
presente Tesis se autofecunden al 100%, apoya la idea de que esta especie presenta
una elevada tasa de reproduccién y que prefiere la autofecundacion tanto si son
afalicos o eufalicos, lo que podria explicar su éxito como vector.

La elevada tasa de reproduccion obtenida en B. truncatus indica que un solo
ejemplar es capaz de repoblar una zona o area en poco tiempo debido a su rapido
crecimiento y a la temprana edad a la que alcanzan su madurez sexual.

Aunque en P. metidjensis y Lymnaea sp. los porcentajes de autofecundacion fueron
de 61% y 77% respectivamente, siguen siendo porcentajes considerablemente altos.

De modo que, desde el punto de vista de la transmision, epidemiologia y control de
la Schistosomiasis y Fascioliasis transmitida por planorbidos (B. truncatus y P.
metidjensis) y lymnaeidos respectivamente, la capacidad de autofecundacion resulta
ser clave al implicar la posibilidad de que el transporte pasivo de un Unico ejemplar sea
suficiente para poder disparar una nueva poblacion y con ello la colonizacion de un
nuevo enclave.

Aunque Gretillat (1967) realizé sus prospecciones malacolégicas sobre Lymnaeidos
en diferentes lugares de Martinica, de acuerdo con sus hallazgos, también nosotros
recolectamos ejemplares tanto en pequefios cursos de agua, canales de irrigacion, en
agua clara con fondo arcilloso fuertemente oxigenada, en pequefios cuerpos de agua
estancada y poco aireadas, pero también de fondos fangosos, con vegetacion acuatica
y agua con un pH de 6.8. Por lo que, el hallazgo en diversos sitios y con caracteristicas
abidticas del agua distintas, sugiere que podria expandirse geograficamente viviendo
en enclaves de caracteristicas bioticas y abioticas similares a los descritos por el autor

mencionado anteriormente.

La expansion de estas tres especies de moluscos vectores se puede dar bien por
fuerzas de la naturaleza como seria el arrastre por corrientes de agua en subidas de
nivel de rios como consecuencia de precipitaciones abundantes, bien mediante el
transporte en el barro que queda adherido en las patas de animales que frecuentan los
habitats de estos moluscos para por ejemplo beber agua, tales como el ganado u otros
mamiferos y aves silvestres y migratorias; o bien por actividades llevadas a cabo por el
hombre como la construccién de presas, canales de irrigacion y demas.

Y aunque aparentemente mas complicado, también cabe la posibilidad de que los

moluscos lleguen a nuevas areas debido al comercio de plantas acuaticas para su uso
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en acuarios, pudiendo quedar adheridos en las hojas de las plantas y musgos las
puestas o ejemplares pequefios de los moluscos.

5.3.2.2.- ASPECTOS RELACIONADOS CON EPIDEMIAS

Tanto el cambio climatico como el cambio global son aspectos relacionados con las
epidemias, aunque también son, en cierto modo, los causantes en mayor o menor
medida de éstas. Esto es asi porque, por un lado, los cambios en la temperatura y las
precipitaciones influyen sobre el ciclo biolégico tanto de los moluscos hospedadores
intermediarios como del parasito ya que éste Ultimo depende a su vez del hospedador.

Las actividades humanas relacionadas con el cambio global crean nuevas
oportunidades para la reproduccion y colonizacion por parte de los moluscos, asi como
también para la expansion del parasito y en consecuencia de las enfermedades.

En este sentido, todas las caracteristicas de la autofecundacion estudiadas entre las
gue se incluyen la duracion del periodo de puesta y la capacidad de emisién de
clusters y huevos de cada una de las especies analizadas en esta tesis, pasan a ser
decisivas.

Sin embargo, la caracteristica mas destacable en términos de epidemiologia es el
periodo prepuesta o, dicho de otro modo, el tiempo transcurrido entre el nacimiento de
los ejemplares y la emision de la primera puesta. El periodo de vida antes de la primera
puesta determinara el tiempo que ha de transcurrir entre las lluvias y la produccién de
la poblacion suficiente para que se dé un aumento de la transmision de la enfermedad.

Este factor es crucial tanto en epidemiologia como en control, al permitir predecir de
algun modo el tiempo que tardardn en aparecer las epidemias y a su vez predecir
también la posibilidad y conveniencia de poner en marcha medidas apropiadas de
control.

Nuestros resultados en el laboratorio muestran que, de entre los dos planoérbidos
transmisores de la schistosmomiasis, B. truncatus es el que presenta un menor periodo
prepuesta de 64 dias frente a los 315 dias de P. metidjensis, lo cual lo hace un
molusco vector mas potente y con mas éxito al alcanzar la madurez sexual a una
temprana edad junto con su elevada tasa de reproduccion.

De modo que, teniendo en cuenta esto y que la especie B. truncatus es la que emite
mas cantidad de clusters y huevos a lo largo de toda su vida poseyendo también el
periodo de puesta mas largo, seria por tanto la especie con mayor capacidad para
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provocar una epidemia de forma mas rapida y a su vez seria la mas dificil de controlar
por su elevada tasa de crecimiento y reproduccion.

P metidjensis es una especie mas delicada que crece mas lentamente, tarda mas
tiempo en alcanzar la madurez sexual y emite menos clusters y huevos durante un
periodo de tiempo mas corto que B. truncatus.

No obstante, Lymnaea sp. por su parte, aunque presenta un periodo pre-puesta
maximo de 236 dias siguiendo a P. metidjensis, aun asi emite mayor cantidad de
clusters y huevos que P. metidjensis y durante un mayor periodo de tiempo, por lo que
Lymnaea sp. se situaria en segundo puesto como mejor especie de molusco vector, en
este caso de fascioliasis, que presenta una capacidad considerable para provocar
epidemias teniendo en cuenta que el porcentaje de autofecundacién obtenido también
fue elevado.

Los resultados conseguidos en los andlisis realizados en la presente Tesis Doctoral
abren un nuevo y amplio campo de estudio con importantes implicaciones en
epidemiologia, prediccion y control. En un futuro convendria llevar a cabo estudios
similares en poblaciones de otras especies vectoras para poder cuantificar todos estos
aspectos y poderlos incluir en las correspondientes formulas matematicas que permitan
hacer los célculos de los indices de prediccion.
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Fig. 71.- Dindmica seguida por B. truncatus, para los valores promedio de cada medida morfométrica, para
el conjunto de las tres generaciones. LC= Longitud Concha, AC= Anchura Concha, LA= Longitud Abertura,

AA= Anchura Abertura, LUVE= Longitud Ultima Vuelta Espira y LE= Longitud Espira.
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Fig. 72.- Dindmica seguida por P. metidjensis para los valores promedio de todas las medidas
morfométricas realizadas sobre el conjunto de las tres generaciones. LC= Longitud Concha, AC= Anchura
Concha, LA= Longitud Abertura, AA= Anchura Abertura, AO= Anchura Ombligo, LUVE= Longitud Ultima
Vuelta Espira, AUVE= Ancho Ultima Vuelta Espira.
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Fig. 73.- Dindmica seguida por L. sp para los valores promedio de las medidas morfométricas del conjunto
de las tres generaciones analizadas. LC= Longitud Concha, AC= Anchura Concha, LA= Longitud Abertura,

AA= Anchura Abertura, LUVE= Longitud Ultima Vuelta Espira y LE= Longitud de la Espira.

Fig. 74.- Morfologia de la concha de B. truncatus: (A) vista ventral y dorsal; (B) vista apical.



191

Fig. 75.- Morfologia de la concha de P. metidjensis: (A) vista ventral; (B) vista umbilical y (C) vista apical
de la concha.

Fig. 76.- Morfologia de la concha de Lymnaea sp.: (A) vista ventral y dorsal y (B) detalle a mas aumento
de la parte ventral de la concha.
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Fig. 77.- Imagenes de clusters emitidos por las tres especies de molusco estudiadas: (A-D) clusters

de B. truncatus; (A) clusters jovenes o recién emitidos con 6 y 9 huevos; (B) cluster intermedio de 7 dias

aproximadamente con 8 huevos; (C) clusters maduro e intermedio con 9 y 5 huevos respectivamente; (D)

cluster maduro de 12 dias con 6 huevos; (E-H) clusters de P. metidjensis; (E) cluster jéven con 4 huevos;
(F) clusters intermedios de 7 u 8 dias con 4 y 6 huevos, (G) clusters con maduracidon de huevos irregular
con 7 y 3 huevos; (H) cluster maduro de 12 dias con 5 huevos; (I-L) clusters de Lymnaea sp.; (I) clusters
jovenes con 10 y 6 huevos; (J) cluster joven con 11 huevos; (K) clusters intermedios de 7 dias con 4y 3

huevos; (L) cluster maduro de 10 dias.

Clusters Huevos
B.truncatus | P.metidjensis L.sp B.truncatus | P.metidjensis L.sp
Area (mm?) 32,5689 22,9360 8,4918 _ _ _
Redondez 1,7177 1,2834 2,6513 _ _ _
Longitud (mm 7,7735 6,1250 5,0159 1,3868 1,4410 0,8392
Anchura (mm 5,1299 5,2000 2,6810 1,3667 1,3970 0,6633

Tabla 1.- Comparacion de los valores maximos alcanzados por las tres especies de moluscos vectores

estudiadas para cada medida morfométrica realizada sobre clusters y huevos.
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Fig. 78.- Cronologia de la emision de clusters promedio de las tres generaciones analizadas de B. truncatus.
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Fig. 79.- Cronologia de la emisién promedio de huevos de las tres generaciones analizadas de B. truncatus.
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Fig. 80.- Cronologia de la emision promedio de clusters de las tres generaciones analizadas de

P. metidjensis.
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Fig. 81.- Cronologia de la emisién promedio de huevos de las tres generaciones analizadas de

P. metidjensis.
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Fig. 84- Estructuras de B. truncatus de interés en sistematica: (A) Bulinus truncatus,
ps= pseudobranquia; (B) mandibula; (C) esquema de la radula: diente radial o central, 3er diente lateral,
10° diente lateral y 18° diente marginal. Fuente: Giroid et al, 1980 en Guide per il riconoscimento delle

specie animali delle acque interne italiane.
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10mm

Fig. 85.- Estructuras del género Planorbarius de interés en sistematica: (A) Vision lateral de
Planorbarius, pn= pneumostoma, ps= pseudobranquia; (B) mandibula; (C) esquema de la radula: diente
racial o central, ler diente lateral, el 12° diente lateral, el 15° diente marginal; (D) aspecto de la concha de
un individuo neonato. Fuente: Giroid et al, 1980 en Guide per il riconoscimento delle specie animali delle

acque interne italiane.
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6.- CONCLUSIONES

Las conclusiones que cabe extraer de nuestro trabajo son numerosas y variadas. Por

ello, procedemos a enumerarlas segun el orden en que se han discutido los resultados.

- Por lo que se refiere a la caracterizacion morfométrica de las conchas, no existen
diferencias estadisticamente significativas entre las diferentes generaciones de las
especies B. truncatus, P. metidjensis y Lymnaea sp. a nivel de valores promedio para
las medidas de longitud y anchura de la concha, longitud y anchura de la abertura,
longitud de la dltima vuelta de espira, angulo del apice, longitud de la espira y n° de
vueltas.

- En B. truncatus, a nivel de valores minimos existen diferencias significativas entre la
primera y la tercera y entre la segunda y la tercera generacion para los valores del
angulo de la espira, asi como también existen diferencias significativas para esta
misma caracteristica a nivel de valores maximos entre la primera y la segunda

generacion estudiadas.

- De las tres especies estudiadas, B. truncatus es la que alcanza valores mas altos
para las medidas morfométricas de la concha llevadas a cabo, siendo la que presenta
un mayor crecimiento respecto a las otras dos especies.

- Los ejemplares de B. truncatus nacidos en Mayo crecieron mas rapido que los
nacidos en Agosto, por tanto, esto sugiere que la época del afio en la que nacen influye
en el mayor o menor crecimiento, aunque hayan sido criados y mantenidos en las
mismas condiciones. A las especies P. metidjensis y Lymnaea sp. no parece afectarles

la época en la que nacen ya que el crecimiento muestra la misma dindmica.

- Basandonos en la literatura y en los resultados obtenidos, temperatura y pH no
afectan la dinamica de crecimiento seguida por Lymnaea sp., pero si al crecimiento en
Si, ya que, en nuestro caso, a menor temperatura y mayor pH que los usados en otros
estudios, obtuvimos valores mas elevados para la longitud y anchura de la concha.

- Las medidas morfométricas de los clusters analizadas mas importantes para la

diferenciacion de especies son el area, la longitud y la anchura. Sin embargo, el valor
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de la anchura de los clusters no es util para diferenciar B. truncatus y P. metidjensis, ya
gue se obtuvieron valores muy similares para esta caracteristica.

- Ha de tratarse de clusters maduros para poder diferenciar géneros o especies con
mayor seguridad ya que la morfologia de los clusters jévenes de algunas especies se
solapa dificultando asi su distincion.

- Entre B. truncatus y P. metidjensis, es complicado distinguir entre las dos especies a
nivel de morfologia de huevos, ya que la forma y disposicién de los mismos es similar

en ambas especies.

- Las medidas de longitud y anchura no son determinantes para poder diferenciar entre
B. truncatus y P. metidjensis ya que se obtienen valores muy similares, sin embargo, si
gue resultan utiles estas medidas en la diferenciacion de estas dos especies de

plandrbido respecto a Lymnaea sp.

- Del andlisis biolégico de las poblaciones se deduce que B. truncatus es la especie
gue mejor se adapta o que mejor responde a las condiciones de laboratorio bajo las

gue se han realizado los cultivos experimentales y el resto de experiencias.

- Lymnaea sp. por su parte demuestra ser una especie mas bien anfibia al sobrevivir
por mas tiempo con una menor cantidad de agua (1 cm) y al tener la capacidad de
poder quedar en diapausa durante dias sin morir.

- Aun en presencia de 1 cm de agua prefieren permanecer encima de las hojas de
lechuga o de la rejilla utilizada a modo de pequefia plataforma entre el sustrato

calcareo del fondo y la superficie del agua, lo que confirma su tendencia anfibia.

- P. metidjensis es, de las tres especies estudiadas, la mas delicada y la que se adapta
con mas dificultad, ya que es la que presenta un mayor periodo prepuesta y crece y se
reproduce con mayor lentitud.

- Existe la posibilidad de que los moluscos de estas tres especies analizadas posean
un ritmo orgénico interno, ya que, a pesar de ser mantenidos a las mismas condiciones
constantes de temperatura, fotoperiodo y tipo de alimentacioén, se dan variaciones en el
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crecimiento y la emision de puestas y ademas cada especie sigue presentando una
dindmica de crecimiento y una cronologia de emision de puestas caracteristica.

- La especie de plandrbido B. truncatus presenta un porcentaje de autofecundacion del
100% por lo que un solo individuo podria poblar una zona en poco tiempo, mas
concretamente en poco mMas de dos meses que es el tiempo que dura
aproximadamente su periodo de prepuesta.

- Hay ejemplares de B. truncatus eufalicos y afalicos y aunque la afalia es lo que mas
predomina, la presencia/ausencia de pene no interfiere en la capacidad para
autofecundarse ya que teniendo la posibilidad de utlizar como estrategia de
reproduccion la fecundacion cruzada, eligen con mas frecuencia la autofecundacion
prefiriendo por tanto su propio esperma.

- Segun la capacidad de autofecundacion de mayor a menor podemos ordenar las
especies de la siguiente manera: B. truncatus-Lymnaea sp.-P. metidjensis.

- B. truncatus es la especie con el mejor perfil de molusco vector ya que de las tres
especies estudiadas es la de mayor longevidad, menor porcentaje de mortalidad,
menor periodo prepuesta, mayor periodo de puesta y postpuesta, alcanzando la
madurez sexual a una edad temprana (no superior a los dos meses), siendo a su vez la
gue mayor cantidad de clusters y huevos emite durante un periodo de tiempo mas
prolongado y ademas el porcentaje de viabilidad de los huevos emitidos por dicha
especie es elevado. Por tanto, reune todas las caracteristicas que favorecen la

transmision de la schistosomiasis que es la enfermedad que vectoriza.

- P. metidjensis, respecto a sus caracteristicas de autofecundacén, es de los dos
plandrbidos, la especie que consideramos con menor potencial como vector de la
schistosomiasis, ya que es el que mas tiempo tarda en empezar a emitir puestas (entre
3 y 4 meses aproximadamente) y a su vez es el molusco planérbido que posee un
periodo de puesta mas corto, un menor porcentaje de autofecundacion y el que menor
cantidad de clusters y huevos emite a lo largo de toda su vida.

- Para cada especie de las tres estudiadas en la presente Tesis Doctoral, el pico de
emision de puestas se da en una época del afio diferente y que resulta ser

caracteristico para cada una de ellas.
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- En B. truncatus el maximo de emision de clusters y huevos se da en los meses de
Mayo y Junio que se corresponde con la época de primavera-verano. Esta especie
emite clusters de forma casi continua a lo largo de su vida (la maxima longevidad en
cautividad ha sido de 1 afio y 3 meses) aunque se da de forma mas notable en los
primeros 7 meses de vida. A partir de esa edad, aunque continda, la emision va

decayendo progresivamente.

- En P. metidjensis se dan dos picos de emision de clusters y huevos en los meses de
Noviembre y Julio, correspondiéndose con las épocas de otofio y verano
respectivamente.

- P. metidjensis tiende a compensar los meses de menor emisién de clusters con una
mayor carga de huevos de los mismos y del mismo modo cuando la emisién de

clusters es mayor la cantidad de huevos contenidos en éstos es menor.

- Lymnaea sp. presenta su maxima emision de clusters y huevos en los meses de
Agosto y Septiembre, es decir a finales de verano. En esta especie la emision se da de

forma mas irregular que en las dos especies de planérbido también estudiadas.

- B. truncatus posee la mayor capacidad de puesta (n° de clusters/periodo de vida)

siendo la que mayor cantidad promedio de clusters y huevos emite por ejemplar.

- P. metidjensis y Lymnaea sp. alcanzan valores muy similares en lo que a emision de
clusters se refiere y respecto a la cantidad de huevos es Lymnaea sp. la que mas
cantidad emite.

- De las tres especies, Lymnaea sp. es la que presenta la menor capacidad de puesta.

- La viabilidad de los huevos emitidos por B. truncatus es muy alta, siendo los
porcentajes de eclosion de los huevos casi del 100%, tardando un maximo de 12 dias
en eclosionar. Por tanto, esta especie de plandrbido posee una elevada capacidad de
colonizacion y expansion, favoreciendo a su vez el mantenimiento de Ila
schistosomiasis en una determinada zona.
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- En P. metidjensis los porcentajes de eclosion de los huevos son mas bajos, lo que se
traduce en cierto modo en una menor capacidad de expansion y disminucién de la
probabilidad de encuentro entre Schistosoma y su molusco vector, ya que la cantidad
de moluscos es menor. En esta especie es en la que menor cantidad de huevos
eclosionan, es decir, la especie con la progenie menos viable. P. metidjensis es por
tanto, la especie con menor potencial como vector de las tres estudiadas.

- El hallazgo de las dos nuevas localizaciones para B. truncatus en Espafa (Alicante y
Almeria) en 2014 y la infeccion experimental positiva de estos ejemplares, sugiere la
ampliacion del riesgo de diseminacién de la enfermedad, asi como la posible
introduccién de dicha trematodiasis en Espafia.

- Las elevadas tasas de reproduccion y crecimiento de B. truncatus permiten que un
solo individuo de esta especie de gasteropodo planérbido dé lugar a toda una

poblacién en poco tiempo, aumentando asi el riesgo de transmision de la enfermedad.

- La schistosomiasis podria introducirse en Espafia porque en toda la zona del Levante
mediterraneo la temperatura es favorable tanto para la supervivencia y dispersion del
molusco B. truncatus que actia como hospedador intermediario, como para el

desarrollo y supervivencia de las fases larvarias de vida libre del parasito.

- Si a la temperatura favorable se le suma el hecho de que B. truncatus es endémico
en algunas regiones de Espafia cercanas o bafiadas por el mar Mediterraneo, la
presencia del molusco vector especifico para el parasito y el fendmeno de inmigracion
de personas infestadas desde zonas endémicas a zonas no endémicas; estamos frente
a la combinacion perfecta para que la schistosomiasis urogenital pueda llegar a
Espafa y establecerse una transmision autoctona.

- La duracion o tiempo de vida de los moluscos marca la duracion del riesgo de
infeccion humana, ya que las cercarias de Schistosoma liberadas por los caracoles de

agua dulce infectan directamente al humano mediante penetracion transcutanea.

- Teniendo en cuenta que la emisién de cercarias puede durar lo que dure la vida del
molusco vector, si un molusco vive por mas tiempo, podra emitir mayor niamero de
cercarias y durante un periodo de tiempo mas prolongado, aumentando asi el riesgo
de transmision de la enfermedad.
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- La especie P. metidjensis también muestra susceptibilidad a la infeccién por
schistosomiasis, y por tanto esto supone también al igual que en B. truncatus la

expansion de la enfermedad.

- Los ejemplares de Lymnaea sp. nacidos en el laboratorio a partir de las puestas
emitidas por los moluscos hallados y recolectados en dos zonas de la Comunidad
Valenciana, resultan ser susceptibles a la infecciébn por una cepa de F. hepatica de

origen europeo.

- De todas las caracteristicas de la autofecundacién analizadas, el periodo de vida
antes de la emision de la primera puesta es el de mayor importancia a nivel de
epidemiologia y control, ya que, este periodo determinard el tiempo a transcurrir entre
las lluvias y la produccion del suficiente nUmero de ejemplares moluscos para que se
dé un aumento en la transmision de la enfermedad.

- El periodo pre-puesta permite predecir el tiempo de aparicibn de epidemias y la
posibilidad de poner en marcha medidas de control adecuadas.

- Conocer la época en la que se da el maximo de emision de puestas permite conocer
el periodo de tiempo en el que el riesgo de transmision de la enfermedad es mayor y a
su vez poder actuar en el momento adecuado para asegurar una mayor eficacia en las
medidas de prevencion y control.

- Para los plandrbidos, el caracter o los caracteres que mayor relevancia poseen a nivel
de sistematica y filogenia son la morfologia del pene, la mandibula, pseudobranquia y
la radula, mas concretamente el numero total de dientes laterales, marginales y

centrales, el cual determinara la férmula dentaria que resulta ser caracteristica.
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