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Articulo Original

Diagnostico molecular de la infeccion
con Trypanosoma cruzi en ratones

ZUNIGA C.!, PONZANO P.!, ROMO G.!, PALAU M.T.#, LARENAS J.3, GARCIA A’ y VERGARA U.!?
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Santa Rosa 11735, La Pintana, Santiago - Chile.

Carrera de Nutricion, Universidad Autonoma de Chile, Santiago - Chile.

Escuela de Tecnologia Médica, Universidad Pedro de Valdivia, La Serena - Chile.

ABSTRACT

MOLECULAR DIAGNOSIS OF TRYPANOSOMA CRUZI INFECTION IN MICE

Mice from CF1 and A.Sw strains were experimentally infected with 2000 Dm28c¢ trypomastigotes of
Trypanosoma cruzi. Although both mouse groups showed a similar prepatent period of three days after
initial infection, the number of free parasites in bloodstream and the percentage of accumulated mortality
were significantly different. Nine days after infection, the CF1 mice showed a maximum parasitemia level
ofonly 8,7x 10*£ 1,2 x 10° parasites/mL, while A.Sw mice reached a significant higher level of 24,7 x 10*
+2,5 x 10° parasites/mL (p < 0,0069), at the seventeenth day of infection After the peak of parasitemia, the
number of parasites rapidly decreased and the bloodstream became negative in a seven days time period,
in both groups of infected animals. The results of accumulated mortality, used as a criteria to establish
susceptibility or resistance to 7 cruzi infection, showed that CF1 mice are highly susceptible to the parasite,
reaching 100% of accumulated mortality at 25 days after initial infection, On the contrary, A.Sw mice
appear to be resistant to Chagas disease since they showed a significantly lower 20% of accumulated
mortality (p < 0,0023) at twenty fifth day of infection and 70% survived longer than six months after
initial infection. However, when we performed a conventional polymerase chain reaction using the 7. cruzi
specific minicircle primers 121 and 122, the 330-basepair parasite.

Key words: Tripanosoma cruzi, mice strains, PCR
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RESUMEN

Ratones de las cepas CF1 y A.Sw fueron experimentalmente infectados con 2000 tripomastigotes
sanguineos del clon Dm28c de Trypanosome cruzi. Aunque ambos grupos mostraron una prepatencia
similar de tres dias, el numero de parasitos libres en el torrente sanguineo y el porcentaje de mortalidad
acumulada fueron significativamente diferentes. Nueve dias después de la infeccion inicial los ratones CF1
mostraron un nivel maximo de parasitemia de solo 8,7 x 10*+ 1,2 x 10° parasitos/mL, mientras los ratones
A.Sw alcanzaron un nivel significativamente mas alto de 24,7 x 10+ 2,5 x 10° parasitos/mL (p < 0,0069),
al décimo séptimo dia de infeccion. Después del pico de parasitemia, el nimero de parasitos circulantes
disminuy6 rapidamente y la sangre se hizo negativa en un lapso de siete dias, en ambos grupos. Los
resultados de mortalidad acumulada, utilizados como criterio para establecer susceptibilidad o resistencia
a la infeccion con T cruzi, mostraron que los ratones CF1 son altamente susceptibles, alcanzando un 100%
de mortalidad acumulada a los 25 dias post infeccion. Por el contrario, los ratones A.Sw se comportaron
como resistentes a la Enfermedad de Chagas, alcanzando una mortalidad significativamente mas baja
de s6lo 20% (p < 0, 0023), en el mismo periodo y, el 70% sobrevivido mas alla de los seis meses post
infeccion. Sin embargo, al utilizar los partidores especificos 121 y 122 de los minicirculos de 70 cruzi, en
el método convencional de reaccion en cadena de la polimerasa, se detecto el fragmento parasitario de 330
pares de bases en corazon, intestino, musculo esquelético, cerebro, higado y rifion, de todos los animales
experimentalmente infectados, a pesar de la ausencia de parasitos en el torrente sanguineo, al examen

directo por microscopia optica convencional.

Palabra clave: Trypanosoma cruz, cepas de raton, PCR.

INTRODUCCION

El parasito Trypanosoma cruzi es el agente
causal de la Enfermedad de Chagas y debido a su
amplia distribucion y alta prevalencia en el hombre
y diversos animales (Guhl, 2007; Rodriguez y Al-
bajar, 2010; Costa y Lorenzo, 2009), constituye un
importante problema de salud publica en Centro y
Sudamérica (Dias et al., 2002) causando anualmen-
te la muerte de casi 15.000 personas (Rodriguez y
Albajar, 2010). En humanos la enfermedad es una
condicion inflamatoria cronica, que afecta princi-
palmente corazon y tracto gastrointestinal (WHO,
2002) y su patogénesis es todavia controversial,
aun cuando ha sido atribuida a la persistencia del
parasito (Tarleton et al., 1999, Tarleton, 2001), au-
toinmunidad (Kierszenbaum, 1999, 2005), cambios
en la microvasculatura tisular (Rossi, 1990) y trans-
tornos neurogénicos (Davila, et al., 1998). A pesar
de los enormes esfuerzos realizados en la investi-
gacion de la enfermedad, su patogénesis es todavia
poco clara debido a que no existe evidencia defini-
tiva si alguno de estos factores es por si solo nece-
sario y suficiente para causar la enfermedad. Aun
cuando la persistencia del parasito parece la hipo-
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tesis mas ampliamente aceptada, se desconocen los
mecanismos mediante los cuales la presencia del
parasito en los tejidos afecta la respuesta inmune
del hospedero y promueve el desarrollo de una
inflamacioén crénica. Sin embargo, se ha sugerido
que el parasito proporciona un estimulo continuo
de antigenos, que presentan reactividad cruzada
con antigenos propios del hospedero e inducen una
respuesta autoinmune, afectan la tolerancia local y
promueven la inflamacion croénica del tejido infec-
tado.

El modelo de infeccion experimental en ratones
ha sido uno de los modelos mas ampliamente
utilizados en el estudio de la infeccion con T. cruzi,
debido al facil manejo de estos animales y a que
ellos imitan muchos aspectos de la enfermedad
humana, incluyendo los mecanismos de dafio
tisular ((Diaz et al., 2004: Valenzuela et al., 2010;
Andrade y Magalhaes, 1996; Andrade et al.,
1999; Andrade et al., 2002) y los mecanismos de
respuesta inmune celular y humoral, involucrados
en el control del pardsito (Zudiga et al., 2002;
Andersson et al, 2003). Por otra parte, distintas
cepas puras de ratones difieren en la susceptibilidad
o resistencia a la infeccion con 7. cruzi, existiendo
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al parecer un complejo control genético de los
niveles de parasitemia y de la supervivencia de los
animales infectados (Zuiiiga et al., 1998; Zuiiga et
al., 2007).

Después de ingresar en el hospedero vertebrado,
el parasito puede infectar distintas poblaciones ce-
lulares, incluyendo macrofagos, células de musculo
liso y musculo estriado, fibroblastos y virtualmen-
te todas las células nucleadas del hospedero (An-
drade et al., 2010). Aun cuando se desconoce por
qué pacientes infectados con 7. cruzi pueden desa-
rrollar distintas formas clinicas de la enfermedad,
una compleja interaccion de factores como aisla-
do o cepa del parasito, tropismo tisular del mismo,
numero o carga infectante del parasito, tiempo de
evolucion de la infeccion y el repertorio genético
y naturaleza de la respuesta inmune del hospedero,
parecen jugar un rol importante en la patogénesis
de la enfermedad. (Dutra y Gollob, 2008, Dutra et
al., 2009).

En este contexto, el uso de métodos de
diagnostico que permitan demostrar la presencia del
parasito, es una condicion necesaria en el estudio de
los mecanismos involucrados en la patogénesis de
la enfermedad. Asi, en el presente trabajo se analizd
la evoluciéon de la infeccion experimental con el
clon Dm28c de T. cruzi en dos cepas de ratones
A.Swy CFl1, a través de la evaluacion del periodo
de prepatencia, niveles de parasitemia y mortalidad
y su correlacion con la presencia del parasito en
distintos tejidos (corazon, rifion, cerebro, higado,
musculo esquelético e intestino grueso), detectada
mediante la técnica convencional de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR).

MATERIALES Y METODOS

Pardsitos. La infeccion experimental se realizd
utilizando tripomastigotes sanguineos del clon
Dm28cde T cruzi (Contreras et al., 1988). Esta cepa
de parasito es mantenida in vivo en el bioterio de la
Unidad de Inmunologia de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile,
mediante el traspaso semanal de tripomastigotes en
ratones Balb/c.

Ratones Se utilizaron dos grupos de 10 ratones
hembras de 10 semanas de edad, de las cepas A.Sw
y CF1, respectivamente. La cepa A.Sw proviene
originalmente de Jackson Laboratory, Bar Arbor,
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Maine, U.S.A., mientras que las cepas CF1 (11)
y Balb/c fueron adquiridas en el Bioterio de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

Modelo de infeccion experimental. Para la ob-
tencion de parasitos, se extrajo 0,6 mL de sangre
mediante puncion cardiaca de un ratéon Balb/c in-
fectado con el clon Dm28c de T. cruzi, y sacrifi-
cado cumpliendo con las normas bioéticas estable-
cidas en el Manual de Normas de Biseguridad de
la Comisioén Nacional de Investigacion Cientifica
y Tecnolégica (CONICYT), Chile. La sangre asi
extraida se coloco en un tubo estéril conteniendo
0,1 mL de citrato de sodio, como anticoagulante.
Luego se realizé una dilucion de 10 uL. de sangre
infectada en 490 uL de suero fisiologico estéril y se
hizo un recuento de parasitos en camara de Neu-
bauer. Este procedimiento permitié determinar la
cantidad total de parasitos en los 0,6 mL de sangre,
extraidos del ratén experimentalmente infectado.
Posteriormente se realizaron las diluciones requeri-
das para obtener 2.000 parasitos en 0,2 mL que fue,
finalmente, la cantidad y volumen inoculado por
via itraperitoneal, en cada uno de los ratones de los
grupos experimentalmente infectados con 7. cruzi.
Se utilizd, ademas, como control negativo un grupo
de 5 ratones hembras de la cepa A.Sw de 10 sema-
nas de edad y otro grupo de hembras de 10 semanas
de edad de la cepa CF1, los que fueron inoculados
con 0,2 mL de sangre de ratones Balb/c no infecta-
dos y diluida similar a los grupos infectados. Estos
ratones se sangraron en forma paralela a los grupos
experimentalmente infectados, para establecer que
las alteraciones y eventual muerte de los animales
experimentales se debe a la infeccion con 7 cruzi'y
no a variables como una eventual anemia provoca-
da por las sucesivas sangrias.

Estudio de Parasitemia. Los ratones expe-
rimentalmente infectados se sangraron, desde la
vena caudal, cada dos dias a partir del tercer dia
postinfeccion (p.i) y, la prepatencia y los niveles
de parasitemia, se analizaron hasta la muerte de los
ratones o la negatividad en los niveles de parasitos
en circulacion. La sangre se recolect6 en tubos de
micro hematocrito heparinizados y las muestras se
centrifugaron a 700 g por 5 minutos, para luego de,
reposar por 30 minutos en estufa a 37° C, medir
el volumen de sangre en cada tubo. Finalmente,
cada una de las muestras se colocd en un portaob-
jeto para determinar el nimero de parésitos en 50
campos elegidos al azar y utilizando un aumento de
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400x. Los resultados se expresaron como el prome-
dio de parasitemia del grupo y la desviacion estan-
dar correspondiente, de acuerdo al método descrito
por Arias y Ferro (1988).

Extraccion de DNAy Técnica de PCR conven-
cional. Distintos métodos basados en la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR, por Polymerase
Chain Reaction) han sido utilizados, para la ampli-
ficacion del DNA del kinetoplasto o del DNA nu-
clear, en el diagnostico de infeccion con 7. cruzi. El
kinetoplasto contiene cerca del 20% del acido des-
oxirribonucleico (DNA) total del parasito e incluye
al menos 50 copias idénticas maxicirculos de DNA
de 1,6 kpb y entre 10.000 y 30.000 minicirculos de
1,4 kpb. (Botero, et. al., 2008; Ferrer, et al., 2009).

Para realizar PCR convencional, a partir
de distintos tejidos, ratones de la cepa A.Sw se
sacrificaron los dias 14, 25 y 100 p.i., mientras
los ratones CF1 se sacrificaron soélo los dias 14 y
25 p.i., puesto que no sobrevivieron a la infeccion
experimental con 7. cruzi. Se extrajeron muestras
de higado, cerebro, corazon, rifion, intestino grueso
y musculo esquelético de la cara posterior del
fémur (musculo isquiotibial y biceps femoral), de
cada uno de los ratones sacrificados para realizar el
diagnostico molecular del parésito. Como control
positivo, se utilizaron muestras de tejido cardiaco de
dos ratones Balb/c histopatolégicamente positivos
a la infeccion (presencia de pseudoquistes), (Figura
1) y como control negativo, se utilizd tejido
cardiaco de dos ratones A.Sw y de dos ratones CF1
de los grupos control no infectados.

Para la obtencion de DNA de 7. cruzi, 25 mg de
tejido se colocaron en microtubos eppendorf de 1,5
mL y se lavaron con fosfato buffer salino (PBS),
pH 7,2. Al dia siguiente, se agregd a cada tubo 200
mL de buffer de lisis conteniendo 6M guanidina
HCI/200mM EDTA), mezclando mediante agita-
cion, en vortex por 15 segundos, para luego calen-
tar las muestras a 70°C por 10 minutos, centrifu-
gar a 6.000 x g en una microcentrifuga CAPSULE
TOMY HF-120y, finalmente, agregar 200 mL de
etanol absoluto 100%. El proceso de extraccion se
realizé de acuerdo al protocolo del Kit QIAamp®,
proporcionado por el fabricante (Lab. QIAGEN,
Miami-USA) y una vez extraido el DNA, la detec-
cion del parasito en las distintas muestras de teji-
do, se realizo mediante la técnica convencional de
reaccion en cadena de la polimerasa, amplificando
un fragmento especifico de 330 pares de bases (330
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Figura 1. Tejido cardiaco de raton Balb/c, dos semanas
post infeccion con 2.000 tripomastigotes sanguineos
del clon Dm28c de T. cruzi. El tejido fue fijado en
Bouinformalina e incluido en parafina. Corte de 5 um
tefiido con hematoxilina-eosina, en el que se observan
tres pseudoquistes. Aumento 400X.

pb), correspondiente a las 4 regiones variables de
los minicirculos de DNA del kinetoplasto de T.
cruzi. Para ello, n se agregd 20 uL de muestra a
tubos de PCR conteniendo 80 ulL de Master Mix,
constituido por 10x buffer; 10 mM de una mezcla
de desoxinucledtidos trifosfatados: dATP, dCTP,
dGTP y dTTP, 50 mM de cloruro de magnesio 10
mM; MgCl, 50 mM; Tag DNA Polimerasa (2,5 uni-
dades/puL); 0,5 uM de oligonucledtidos del primer
121 (5-AAA TAA TGT ACG GGG GAG ATG
CAT GA-3") y del primer 122 (5°-GGT TCG ATT
GGG GTT GGT GTA ATA TA-3") y agua bidestila-
da. La amplificacion se realizé en un Termociclador
Minicicler (Lab. M.J. Research, USA), programa-
do con 1 ciclo inicial de denaturacion a 94° C por
5 minutos, 40 ciclos de amplificacion (cada uno de
los cuales incluye denaturacion a 94° C por 20 se-
gundos, alineamiento de los primers a 57° C por 10
segundos y extension de los mismos a 72° C por 10
segundos) y un ciclo final de extension a 72° C por
7 minutos.

Para detectar la presencia de DNA del parasito,
15 pL de los amplificados del fragmento de 320 pb
se mezclaron con tampon de PCR (glicerol 30%,
azul de bromofenol 0,25%, xileno-cianol 0,25% y
H,0 bidestilada cantidad suficiente para 100 mL) y
se separaron por electroforésis en un gel de agarosa
al 2% embebido en buffer TBE (Tris/borato/
EDTA pH 8,3) y 10 uL de Bromuro de etidio. La
electroforésis se realizo a 110 Volts por una hora en
una camara Modelo M&U-402T. Como marcador
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de peso molecular se utilizd 1 Kb de DNA Leader.
Finalmente, para visualizar el fragmento de 330
pb de la region hipervariable del kinetoplasto de
T cruzi, se utilizd un transiluminador TFP-10M
(Vilbes Lourmat).

Analisis estadistico. Los resultados de los ni-
veles maximos de parasitemia, se analizaron me-
diante una prueba de t. El analisis de supervivencia
se realiz6 de acuerdo al método de Kaplan y Meier
(1958).

RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio del numero de parasitos en circula-
cion sanguinea, como expresion del desarrollo de
la infeccion en ratones CF1 y ratones A.Sw, ino-
culados con 2.000 tripomastigotes sanguineos del
clon Dm28c de T. cruzi (Figura 2), mostr6 que, atin
cuando ambos grupos presentaron una prepaten-
cia similar de tres dias, los ratones CF1 (grupo A),
presentaron un menor nivel de parasitos en circula-
cion, alcanzando una parasitemia maxima de so6lo
8,7 x 10* = 1,2 x 10° parasitos/mL al dia 9 post in-
feccion, la que resulto significativamente mas baja
(p < 0,0069), que el nivel maximo de 24,7 x 10*+
2,5 x 10° parasitos/mL, alcanzado por los ratones
A.Sw (grupo B) al dia 17 post infeccion. La figura
muestra, ademas que, mientras la parasitemia de los
ratones CF1 fue detectable s6lo hasta el dia 13 post
infeccion, en el grupo de ratones A.Sw, la presencia

de parasitos sanguineos pudo detectarse hasta el dia
23 post infeccion.

Como los dos grupos de ratones fueron experi-
mentalmente infectados con 2.000 tripomastigotes
sanguineos del clon Dm28c, se utilizé la mortali-
dad o supervivencia, como criterio para establecer
la susceptibilidad o resistencia de cada grupo, a la
infeccion con 7. cruzi. La Figura 2 muestra que los
ratones CF1 presentaron un 100% de mortalidad
acumulada a los 25 dias post infeccion, mientras los
ratones A.Sw, no sé6lo presentaron una mortalidad
significativamente mas baja, del 20% en el mismo
periodo (p < 0,0023), sino que el 70% de ellos so-
brevivio mas alla de los 6 meses post infeccion (atin
cuando en las primeras tres semanas mostraron de-
caimiento y el pelo erizado como expresion de un
sindrome de enfermedad). No se observd mortali-
dad en los grupos control, de ratones CF1 y A.Sw,
inoculados con sangre normal de ratones Balb/c
sanos, no infectados.

Estos resultados de mortalidad acumulada
indican claramente que los ratones CF1, a pesar del
bajo nivel de parasitos en circulacion sanguinea,
son altamente sensibles a la infeccion con el clon
Dm28c de T. cruzi. Los ratones A.Sw, en cambio,
se comportan como resistentes y, no desarrollan
enfermedad, a pesar de la paradoja de presentar
altos niveles de parasitemia, como ha ocurrido
con otros resultados de infeccion experimental en
el modelo murino (Minoprio ef al., 1989, Ziiiiga
et al., 1998, Zuiiga et al, 2002) y sugiriendo
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Figura 2. Evolucién de los niveles
de parasitemia en ratones CF1 (A) y
A.Sw (B), experimentalmente infecta-
dos con 2.000 tripomastigotes sangui-
neos del clon Dm28c de 7. cruzi. El
nivel maximo de parasitemia (24,7 x
10+ 2,5 x 10° parasitos/mL), alcanza-
do por los ratones A.Sw al dia 17 post
infeccion, es significativamente mas
alto (p <0,0069), que el nivel maximo
(8,7 x 10* = 1,2 x 10° parasitos/mL),
alcanzado por los ratones CF1, al dia
9 post infeccion.
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Figura 3. Porcentaje de mortalidad
acumulada en ratones CF1 (A) y ra-
tones A.Sw (B), infectados con 2.000
tripomastigotes sanguineos del clon
Dm28c de T cruzi. La diferencia en
las curvas de supervivencia de estas
dos cepas de ratones es altamente sig-
nificativa (p < 0, 0023). Los ratones
CF1 alcanzaron 100% de mortalidad a
los 25 dias post infeccion, mientras el
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70% de los ratones A.Sw, sobrevivid
mas alla de los seis meses post infec-
cion.

que no existe una relacion directa entre niveles
de parasitemia y susceptibilidad o resistencia a la
infeccion con 7. cruzi. Por el contrario, el uso de
diferentes cepas de ratones y de distintos aislados
del parasito, han permitido establecer que la
evolucion de la enfermedad parece depender tanto
de la virulencia del parasito, como del repertorio
genético del hospedero (Trischmann y Bloom,
1982: Wrightsman, et al., 1982; Brice y Zeledon,
1970). Asi, ain cuando el parasito estd presente
en el tejido cardiaco de ratones C3H infectados
con el clon Miranda M/78, las lesiones titulares
son minimas comparadas con aquellas observadas
en ratones C3H infectados con el clon Sylvio
X10/4 (Postan et al., 1987). Ahora bien, puesto
que la necesaria persistencia de 7. cruzi parece la
hipotesis mas ampliamente aceptada, para explicar
la evolucion de la Enfermedad de Chagas, el uso de
métodos de diagnostico que permitan demostrar la
presencia del parasito, es una condicion necesaria
en el estudio de los mecanismos involucrados en
la patogénesis de la enfermedad. La deteccion del
DNA de T cruzi, mediante técnicas de biologia
molecular, ha sido utilizada para establecer una
relacion entre la presencia del parasito, la severidad
de las lesiones tisulares y la evolucion de la
enfermedad en pacientes humanos (Marcon et al.,
2011).

Asi, en el presente trabajo hemos utilizado los
partidores especificos 121y 122 de los minicirculos
del DNA kinetoplastitdico de 7. cruzi, en el méto-
do convencional de reaccion en cadena de la poli-

122

merasa, para amplificar el fragmento parasitario de
330 pares de bases del kinetoplasto (kDNA). Los
resultados mostraron la presencia del parasito en
corazdn, intestino, musculo esquelético, cerebro,

330ph — [EEEESEET

Figura 4. PCR de distintos tejidos de un raton CF1 (A)
y de un raton A.Sw (B), a los 14 dias post infeccion. Se
muestra la presencia del fragmento de 330 pares de bases
de kDNA de T cruzi. Como control positivo, se utilizaron
muestras de tejido cardiaco de dos ratones Balb/c
histologicamente positivos a la infeccion (presencia de
pseudoquistes), (Figura 1) y como control negativo, se
utilizo tejido cardiaco de un raton A.Sw y de un raton
CF1 de los grupos control no infectados.
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Figura 5. PCR de distintos tejidos de uno de los ratones
A.Sw a los 100 dias post infeccion. Se muestra la pre-
sencia del fragmento de 330 pared de bases de kKDNA de
T. cruzi. Como control positivo, se utilizaron muestras
de tejido cardiaco de dos ratones Balb/c histopatologi-
camente positivos a la infeccion (presencia de pseudo-
quistes), (Figura 1) y como control negativo, se utilizd
tejido cardiaco de un raton A.Sw del grupo control no
infectado.

higado y rifién, de todos los ratones CF1 y A.Sw
experimentalmente infectados, a pesar de la ausen-
cia de parasitos en el torrente sanguineo, al examen
directo por microscopia Optica convencional. La
Figura 4 muestra los resultados obtenidos en uno
de los ratones CF1 (A) y uno de los ratones A.Sw
(B), alos 14 dias post infeccion y la Figura 5 mues-
tra los resultados de uno de los ratones A.Sw, a 100
dias de la infeccion inicial con el clon Dm28c de T.
cruzi. No se muestran los resultados del dia 25 post
infeccion, que fueron similares a los del dia 14.
Ahora bien, ain cuando el examen directo de las
muestras de sangre permitié detectar la presencia
de parasitos circulantes solo hasta los 13 dias post
infeccion en los ratones susceptibles CF1 y no mas
alla de los 21 dias en los ratones A.Sw, la técnica de
PCR ha permitido demostrar su persistencia en el
100% de las muestras de tejidos tanto de los rato-
nes CF1 (14 y 25 dias post infeccion inicial), como
de los ratones A.Sw. (en los dias 14, 25 y 100 post
infeccion). A pesar de los bajos niveles de parasi-
temia observados en los ratones CF1, parece claro
que la persistencia de 7. cruzi en sus tejidos, en
particular en el tejido cardiaco, y su predisposicion
genética, conducen inevitablemente al desarrollo
de una severa y progresiva enfermedad, probable-
mente inflamatoria, que termina rapidamente con
la muerte de los individuos. Los ratones A.Sw en
cambio, a pesar del elevado nimero de parasitos en
su torrente sanguineo y a la persistencia de 7. cruzi
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en sus tejidos logran controlar la infeccion y sobre-
vivir a la misma, como consecuencia de la ventaja
evolutiva que le confiere su repertorio genético,
evitando la inducciéon de un cuadro secundario e
inespecifico de hipersensibilidad, desencadenado
por la infeccién inicial con 7. cruzi y el eventual
desarrollo de autoinmunidad como consecuencia
del daiio tisular. En otras palabras, los bajos nive-
les de parasitemia observados en los ratones CF1,
puede explicarse por el temprano desarrollo de una
respuesta inmune que logra controlar la infeccion,
pero que secundariamente conduce al desarrollo de
hipersensibilidad y luego a un cuadro de autoinmu-
nidad como consecuencia del dafio tisular y la libe-
racion de antigenos propios del hospedero.

Finalmente, es importante sefialar que la
demostracion, mediante la técnica de PCR, de
la presencia del parasito en los tejidos de los
ratones A.Sw, no es necesariamente indicacion de
viabilidad de los mismos, pero si estos parasitos
fueran viables, no puede descartarse la posibilidad
de que se trate de formas quiescentes, en equilibrio
con la respuesta inmune del hospedero.
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Estructura secundaria y mapa de variabilidad de la
subunidad pequena del ARNr de Entamoeba. Posibles
implicaciones para la taxonomia del género
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ABSTRACT

SECUNDARY STRUCTURE AND VARIABILITY MAP OF THE ENTAMOEBA rRNA SMALL
SUBUNIT. POSSIBLE TAXONOMIC IMPLICATION FOR THE GENUS

The molecular taxonomy of the genus Entamoeba based on sequence comparisons of the small subunit
rRNA (16S-rRNA) is confused as there are different criteria regarding the number and importance of the
sequence differences for species or subspecies identification. In the present work we analyze the importance
of the sequence differences and we identify the regions that could be potentially useful for taxonomic
studies. We propose a secondary structure model of the Entamoeba 16S-rRNA obtained by homology
modeling after analysis of 25 complete sequences belonging to 19 species. From this model we have
determined the variability map of this gene this allowing the identification of the helices accumulating most
of the substitutions. These helices are located far from the mRNA and tRNA interaction sites in the tertiary
structure. The sequence-structure analyses of the variable helices have shown the existence of numerous
compensatory base changes (CBCs) between the different species. The accessory helix 45/e1 seems to be
a good candidate for taxonomic studies. The relations between the Entamoeba species obtained after CBC
comparisons between the analyzed sequences are basically the same that those published in phylogenetic
studies where several evolution models have been used.

Key words: Entamoeba, 16S-rRNA, Secondary structure, Taxonomy.

RESUMEN

La taxonomia molecular del género Entamoeba basada en la secuenciacion y comparacion de la
subunidad pequefia del ARNr (ARNr-16S) es confusa, ya que no existe un criterio uniforme respecto a qué o

Recibido: 31 de Octubre de 2012. Aprobado: 26 de Noviembre de 2012.

Correspondencia: Francisco Ponce Gordo
Departamento de Parasitologia, Facultad de Farmacia.Universidad Complutense de Madrid. Plaza
Ramon y Cajal s/n, 28040 Madrid.
E-mail: pponce@farm.ucm.es

125



S. ALFONSO et al.

cuantas diferencias entre secuencias permiten diferenciar especies o variantes subspecificas. En este trabajo
analizamos la importancia de las diferencias entre secuencias e identificamos las regiones potencialmente
utiles para estudios taxondmicos. Proponemos un modelo de la estructura secundaria del ARNr-16S de
Entamoeba obtenido mediante modelado homdlogo de 25 secuencias completas pertenecientes a 19
especies. A partir de este modelo hemos determinado el mapa de variabilidad del gen, identificando las
hélices en donde se acumulan las sustituciones entre secuencias. Dichas hélices se encuentran, en la
estructura terciaria, en regiones alejadas de la zona de interaccion con el ARNm y los ARNt. El andlisis
de la secuencia-estructura de las hélices variables muestra la existencia de numerosos cambios de base
compensatorios (CBCs) entre las distintas especies; de ellas, la hélice accesoria 45/elparece una buena
candidata para su uso en estudios taxonoémicos. Las relaciones entre las distintas especies, obtenidas por
comparacion de los CBCs entre las secuencias analizadas, son basicamente las mismas que las publicadas

en estudios filogenéticos con diversos modelos de evolucion.
Palabras clave: Entamoeba, ARNr-168S, Estructura secundaria, Taxonomia.

INTRODUCCION

El género Entamoeba incluye amebas parasitas
de todos los grupos de vertebrados, siendo la
mayoria de las especies de localizacion intestinal.
La identificacion de las distintas especies se ha
realizado principalmente con criterios morfoldgicos
o de especie de hospedador, lo que ha dado lugar
a la propuesta de cerca de 80 especies, siendo
posiblemente sindnimos muchas de ellas (Ponce-
Gordo y Martinez-Diaz 2010). Levine (1961)
propuso el agrupamiento de las distintas especies
segun las caracteristicas (basicamente, el nimero
de nucleos) de los quistes maduros, estableciéndose
cuatro grupos: especies con quistes maduros
uninucleados (grupo bovis), tetranucleados (grupo
histolytica) u octonucleados (grupo coli), o especies
no formadoras de quistes (grupo gingivalis). Si bien
se considerd que los resultados obtenidos de analisis
genéticos apoyaban este agrupamiento morfologico
y que los distintos grupos eran monofiléticos (Clark
y Diamond 1997; Silberman et al., 1999), estudios
posteriores han mostrado que ambas propuestas
son incorrectas (Clark et al., 2006; Ponce-Gordo et
al., 2007; Kobayashi et al., 2009; Stensvold et al.,
2010).

La falta de caracteres morfoldgicos que puedan
ser empleados con fines taxondémicos en Entamoe-
ba puede dar lugar a la existencia de especies crip-
ticas si no se emplean otros criterios diferenciales,
pero también a la aparicion de sinonimias si los cri-
terios utilizados son cuestionables (Ponce-Gordo y
Martinez-Diaz 2010). Con el desarrollo de las téc-
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nicas de Biologia Molecular, la secuencia que codi-
fica para el gen de la subunidad pequefia del ARNr
(ARNr-16S/18S) se emplea habitualmente para es-
tudios taxonémicos y filogenéticos. En el caso de
Entamoeba, este marcador (ARNr-16S), junto con
la especie de hospedador, ha servido para diferen-
ciar algunas especies (Ponce-Gordo et al., 2004;
Tachibana et al., 2007). Sin embargo, otros autores
prefieren hablar de variantes genéticas dentro del
género Entamoeba si las diferencias entre secuen-
cias son pequefias aunque las especies de hospeda-
dor sean diferentes y a veces no compartidas (Clark
et al., 2006; Stensvold et al., 2010). En otros casos,
secuencias de ARNr-16S claramente diferentes son
consideradas como pertenecientes a una misma es-
pecie (es el caso de, p.e., dos aislados de humanos
con quistes octonucleados identificados como E.
coli 'y con una similitud del 87% en sus secuencias;
Clark y Diamond 1997) mientras que en otras oca-
siones se consideran como especies distintas (.
suis de cerdos vietnamitas, con una similitud del
81% con E. polecki de cerdos; Clark et al., 2006).
Dado que la morfologia y la especie de hospedador
no se pueden considerar como criterios diferen-
ciales validos en todos los casos (Ponce-Gordo y
Martinez-Diaz 2010), se pone de manifiesto la falta
de un criterio objetivo en la valoracion de las dife-
rencias entre secuencias para determinar si pueden
corresponder a variantes de una misma especie o a
especies distintas.

En todos los estudios genéticos llevados a cabo
hasta ahora en Entamoeba empleando las secuen-
cias del gen ARNr-16S, se ha considerado que cada
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posicioén de la secuencia es independiente de las de-
mas y por tanto la probabilidad de que se produzca
y fije una mutacion en una posicion es independien-
te de las demas bases. Sin embargo, el ARNr-16S
se pliega formando una estructura secundaria y ter-
ciaria que, junto con las estructuras formadas por
las subunidades ARNr-5.8s y -28s, sirve de esque-
leto para la formacion de los ribosomas; el mante-
nimiento de la estructura es, por tanto, un elemento
fundamental para mantener la funcionalidad de los
ribosomas. En la estructura secundaria, las bases
pueden estar emparejadas formando hélices dobles
(ramas) de modo que una mutacioén en una posicion
de una rama puede o no afectar a la estabilidad de
la misma en funcién de la base complementaria.
Cuando una mutacidén en una posiciéon empareja-
da de la secuencia es compensada por otra muta-
cion en la posicion complementaria, manteniéndo-
se el emparejamiento (=la estructura), se produce
un cambio de base compensatorio (CBC) (Figura
1). Para especies muy proximas, en las que puede
no haber diferencias en las secuencias del ARNr-
16S/188S, la presencia de CBCs en la estructura del
espaciador interno 2 (ITS2; separa los genes ARNr-
5.8s y -28s durante la transcripcidon) se considera,
en eucariotas, como un criterio taxondmico dife-
rencial (Muller et al., 2007; Coleman 2008) y se
ha aplicado para diferenciar especies morfologica-
mente indiferenciables (Ruhl ez al., 2010). La toma
en consideracion de la estructura secundaria para
mejorar el alineamiento de secuencias del ARNr-
16S/18S y las filogenias derivadas de dichos alinea-
mientos ha sido usada en numerosos trabajos (p.e.,
Dixon y Hillis, 1993; Barta, 1997; Holmdahl et al.,

1999; Savill et al., 2001; Guillespie et al., 2005;
Keller ef al., 2010), pero no se ha considerado to-
davia el analisis de la presencia de CBCs en las se-
cuencias de ARNr-16S/18S como herramienta para
diferenciar especies. En el presente trabajo analiza-
mos las estructuras secundarias del ARNr-16S de
las especies de Entamoeba para realizar el mapa de
variabilidad del gen en este género y a partir de ahi
identificar CBCs en las estructuras, con objeto de
identificar las regiones que potencialmente pueden
ser de utilidad para estudios taxonémicos.

MATERIAL Y METODOS

El origen de las secuencias empleadas en este
estudio figura en la Tabla 1. Como estructura se-
cundaria de referencia del gen ARNr-16S de Enta-
moeba se ha utilizado el modelo propuesto para la
secuencia de E. histolytica con nimero de acceso
del GenBank X65163, disponible en el Compara-
tive RNA Web site and Project (The Gutell Lab,
University of Texas; http://www.rna.ccbb.utexas.
edu). La numeracion de las ramas se ha realizado
de acuerdo con la propuesta de Wuyts et al. (2002).
El modelo fue transferido a las demds secuencias
de Entamoeba mediante modelado homologo, em-
pleando el programa 4SALE (Seibel et al., 2008).
Para establecer la estructura secundaria del frag-
mento correspondiente a la region variable V4, que
figura sin resolver en el modelo del Comparative
RNA Web site and Project, se han utilizado como
modelos las estructuras propuestas para esta region
por Wuyts et al., (2000) para Trichomonas tenax,
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Figura 1. Ejemplo de cambios de base
compensatorios completos (CBC) y
parciales (hemi-CBC) entre la estruc-
tura secundaria de dos secuencias de
ARN.
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Tabla 1. Origen de las secuencias utilizadas en este estudio

Especie hospedador

E. gingivalis humano

E. struthionis avestruz (Struthio camelus)

E. polecki cerdo
E. chattoni papion (Papio cynomolgi)
E. suis cerdo
E. bovis vaca

vaca

oveja

oveja

reno (Rangifer tarandus)
E. equi caballo
E. histolytica humano

E. nuttalli macaco (Macaca fuscata)
E. dispar humano
E. hartmanni humano
E. moshkovskii humano
E. ecuadoriensis aguas residuales
E. invadens serpiente (Natrix cyclopion)
E. terrapinae tortuga (Chrysemys picta)
E. insolita tortuga (Geochelone carbonaria)
E. ranarum rana (Pyxicephalus adspersus)
E. coli gorila (Gorilla gorilla)
humano
humano
E. muris gerbo (Meriones ungiculatus)

N° acceso

(Genbank) Referencia
D28490 Yamamoto et al. (1995)
AJ566411 Ponce-Gordo et al. (2004)
AF149913 Silverman et al. (1999)
AF149912 Silberman et al. (1999)
DQ286372 Clark et al. (2006)
FN666248 Stensvold et al. (2010)
FN666249 Stensvold ez al. (2010)
FN666250 Stensvold et al. (2010)
FN666251 Stensvold et al. (2010)
FN666252 Stensvold ef al. (2010)
DQ286371 Clark et al. (2006)
X65163 Sehgai et al. (1994)
AB485592 Tachibana et al. (2007)
AB282661 Tachibana et al. (2007)
AF149907 Silberman et al. (1999)
AF149906 Silberman et al. (1999)
DQ286373 Clark et al. (2006)
AF149905 Sogin et al. (sin publicar)
AF149910 Silberman et al. (1999)
AF149909 Silberman et al. (1999)
AF149908 Silberman et al. (1999)
AB444953 Kobayashi et al. (2009)
AF149914 Silberman et al. (1999)
AF149915 Silberman et al. (1999)
AB445018 Kobayashi et al. (2009)

Acanthamoeba castellanii 'y Leishmania major. En
aquellas regiones en las que no fuese posible trans-
ferir la estructura a alguna de las secuencias, o el
porcentaje de pares transferidos fuese bajo (infe-
rior al 60%), la estructura fue revisada para valorar
estructuras alternativas. Para ello, el fragmento de
cada secuencia correspondiente a la region en cues-
tion fue plegado de forma independiente mediante
el programa Rnafold del paquete Vienna version
1.8.5 (Hofacker et al., 1994). Las estructuras ob-
tenidas para cada secuencia fueron comparadas en
4SALE vy editadas a mano para corregir las posi-
ciones de algunos pares y de algunas inserciones/
deleciones (indels). En aquellas zonas en las que
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la presencia de grandes indels no permitiese rea-
lizar el alineamiento de forma inequivoca, el ali-
neamiento se realiz6 mediante la descomposicion
de las regiones problematicas y la identificacion
de posiciones homologas segtin el método descri-
to por Guillespie (2004). Finalmente, el programa
4SALE se utilizé también para realizar el alinea-
miento secuencia-estructura y para identificar los
CBCs y hemi-CBCs presentes entre las distintas
secuencias. Las estructuras secundarias han sido
dibujadas usando el programa RNAviz 2.0 (de Rijk
et al., 2003). A partir del nimero de CBCs entre
secuencias se determinaron sus relaciones filogené-
ticas mediante el algoritmo BIONJ (Gascuel, 1997)
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implementado en el programa CBCanalyzer (Wolf
et al., 2005).

A partir del alineamiento de las secuencias
se realizo6 el mapa de variabilidad del gen,
superponiéndolo a la estructura secundaria. El
mapa de variabilidad se ha realizado considerando

la estimacion de la tasa de sustitucion relativa, o
variabilidad, de cada posicion de la secuencia (Van
de Peer et al., 1993); dicha variabilidad considera
la probabilidad de que haya diferentes nucléotidos
en posiciones homdlogas de distintas secuencias en
funcidn de su distancia evolutiva. La determinacion
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Figura 2. Modelo de estructura secundaria consenso del ARNr-16S de Entamoeba y mapa de variabilidad. La
variabilidad de cada posicion se representa segun una escala de colores, desde el azul (menor variabilidad) al morado
(mayor variabilidad); el verde corresponde a posiciones invariantes. El histograma insertado en la base de la figura
indica el nimero de posiciones segun su variabilidad (las posiciones invariantes no estan incluidas).
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de la variabilidad de cada posicion se ha realizado
con el programa Treecon version 1.3b (Van de Peer
y De Wachter, 1997). Para visualizar la localizacion
de las regiones variables en la estructura terciaria
se ha empleado el visor de estructuras quimicas
tridimensionales JMOL  (http://www.jmol.org),
marcando las hélices equivalentes en el modelo
ribosomal de Tetrahymena termophila (nimero de
acceso del Protein Data Bank: 2XZM).

RESULTADOS

La estructura secundaria usada como punto de
partida se ha podido transferir a las demds secuen-
cias de Entamoeba, pero introduciendo algunas
modificaciones en las regiones variables V2, V4
y V7; basicamente, en la region V2 proponemos
dos hélices (10 y 10/el) en vez de una tinica rama
presente en el modelo de partida; proponemos la
estructura secundaria de la region V4, no definida
en el modelo de partida (hélices 23/el a 23/e14, con
una rama mas, 23/el5, presente s6lo en las especies
del grupo coli); y en la region V7 proponemos una
estructura diferente para las ramas 43 (con tres ra-
mas accesorias, 43/el a 43/e3) y 44 (mas larga y sin
la rama accesoria del modelo de partida). El modelo
propuesto se muestra en la Figura 2. En el caso de
la region V4, si bien la estructura propuesta sigue el
modelo general para esta region en eucariotas, con

dos seudonudos (Wuyts et al., 2000; Alkemar y Ny-
gard, 2006), también es posible una conformacion
alternativa con un solo seudonudo (Figura 3) simi-
lar a la que Wuyts ef al., (2000) propusieron para
protozoos primitivos como los Parabasalidea. La
superposicion de la variabilidad de cada posicion
de la secuencia a la estructura secundaria consenso
se muestra en la Figura 2. En la estructura terciaria,
la localizacion de las hélices en donde hay zonas
variables se muestra en la Figura 4.

Las relaciones entre secuencias basadas en el
numero de CBCs total entre ellas (Figura 5) mues-
tra que las especies tetranucleadas y octonucleadas
forman dos grupos monofiléticos, mientras que las
especies uninucleadas estan en dos grupos dife-
rentes: las especies descritas en cerdos y humanos
estan en un subgrupo propio (al que denominamos
polecki), mientras que las especies descritas en bo-
vidos forman un subgrupo (al que denominamos
bovis) derivado de las especies tetranucleadas. La
Unica especie considerada dentro del grupo gingi-
valis (sin quistes conocidos) estd relacionada con
las especies del subgrupo polecki. Dentro del gru-
po histolytica, las especies morfoldgicamente in-
distinguibles E. histolytica/E.nuttalli/E.dispar/E.
moshkovskii/E. ecuadoriensis forman un subgrupo
diferenciado, con las dos especies descritas inicial-
mente en aguas residuales (E. moshkovskii y E.
ecuadoriensis) en posicion basal dentro del subgru-
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Figura 4. Localizacion de las hélices variables del ARNr-16S de Entamoeba, empleando como modelo la estructura
terciaria del ARNr-18S de Tetrahymena termophyla. La imagen de la izquierda corresponde al lado ribosomal (de
interaccion con la subunidad ARNr-28s), la imagen de la derecha corresponde al lado citoplasmico. Se indica (linea
roja discontinua) la trayectoria del ARNm durante la traduccion, y la region (circulo) de interaccion entre la subunidad
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DISCUSION Entamoeba presenta las regiones de mayor varia-
bilidad en las mismas zonas que el modelo de va-
La estructura secundaria del ARNr-16S de  riabilidad publicado para eucariotas (Wuyts et al.,
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2002), y que se corresponderian, en la estructura
tridimensional, con zonas periféricas alejadas de
los puntos de interaccion del ARNm y de los ARNt
con la subunidad menor del ribosoma (Wuyts et
al.,, 2001). La region V4 de la estructura secunda-
ria de Entamoeba presenta una posible variabilidad
conformacional que podria explicarse por la posi-
cion basal de estos protozoos en la evolucion de
los eucariotas. En bacterias s6lo hay una hélice en
la region V4, y en algunos eucariotas primitivos la
estructura es también de una unica hélice (como en
los microspodirios) o de un seudonudo y una hélice
(como en Parabasalidea), mientras que en eucario-
tas evolucionados hay dos seudonudos (Wuyts et
al., 2000), el segundo de los cuales tiene una inte-
raccion terciaria con la region variable V2, aumen-
tando la estabilidad de la estructura (Alkemar y
Nygard, 2006). La conformacién de los ecuariotas
evolucionados es posible en Entamoeba, pero tam-
bién es posible una estructura que podria conside-
rarse mas primitiva y semejante a la propuesta para
Parabasalidea, al tener s6lo un seudonudo y sin in-
teraccion terciaria. Dado que la estructura terciaria
esta afectada ademas por las proteinas ribosomales
que pueden estabilizar la estructura, y mientras no
se resuelva la estructura cristalografica de los ribo-
somas de Entamoeba, no es posible por el momento
saber si una o ambas conformaciones son posibles
in vivo en los ribosomas de estos protozoos; incluso
es posible que ambas conformaciones estén presen-
tes y alternandose entre si.

Cada vez es mas frecuente el empleo de técni-
cas moleculares para los estudios taxondmicos y
filogenéticos, y en ambos casos la calidad del ali-
neamiento de las secuencias que sirve de base para
los analisis posteriores es fundamental para que las
conclusiones que se obtengan sean validas. En el
caso del ARNT, la estructura secundaria puede ser-
vir para ayudar a resolver dos problemas para los
que no hay una solucién unanime: el alineamiento
objetivo de las regiones hipervariables, y el grado
de similitud (o de divergencia) entre secuencias
para considerarlas como pertenecientes a una mis-
ma especie o a especies distintas. En el presente
trabajo, el andlisis de la estructura secundaria del
ARNr-16S de Entamoeba nos ha permitido deter-
minar las posiciones homdlogas en las regiones va-
riables, haciendo posible obtener un alineamiento
que incluye las secuencias completas. La existencia
de frecuentes indels dificulta enormemente la iden-
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tificacion de posiciones homologas en las regiones
hipervariables. La aproximacion mas frecuente al
problema consiste en la eliminacion de estas regio-
nes (Swofford, 1991; Swofford y Begle, 1993) al
considerar que se trata de regiones de rapida evolu-
cioén que contienen poca y poco fiable informacion
filogenética; sin embargo, para otros autores se tra-
ta de zonas con alto interés que pueden ayudar a
resolver tiempos de divergencia y tasas evolutivas
(Lee, 2001). La inclusion de la estructura secunda-
ria en los alineamientos facilita la identificacion de
posiciones homologas (Wuyts et al., 2000), pero
posiblemente estas homologias s6lo pueden esta-
blecerse a nivel de taxones basales (p.e., entre espe-
cies dentro de un mismo género). Asi, por ejemplo,
en el trabajo de Wuyts et al. (2000), el nimero y
tamafio de las hélices presentes en la region hiper-
variable V4 difiere mucho dependiendo del taxén
considerado, desde ninguna hélice o sélo una (en
microsporidios) hasta 16 hélices (en kinetoplasti-
dos). Para estos autores, el ARNr-16/18S presenta
una estructura basica comun a todos los eucariotas
en la que se dan zonas de insercion de secuencias
que dan lugar a nuevas hélices, y estas inserciones
se han dado en distintos momentos de la evolucion
originando homoplasias entre los taxones en los
que ocurren. En definitiva, la inclusién o no de las
zonas hipervariables dependera de la proximidad
evolutiva entre las secuencias que se consideren;
para especies proximas (p.e., de un mismo género,
o de una misma familia), la determinacion de la es-
tructura secundaria puede facilitar la identificacion
de posiciones homologas para incluir las regiones
hipervariables en el estudio, mientras que para se-
cuencias de taxones relativamente distantes, el ali-
neamiento objetivo de las regiones hipervariables
puede ser imposible y en tal caso deben eliminarse
del analisis (Wuyts et al., 2000).

Respecto a la comparacion de secuencias con
fines taxonomicos, el principal problema consiste
en establecer un limite objetivo en el numero (o
porcentaje) de similitudes o divergencias entre se-
cuencias que permita considerarlas como variantes
de una misma especie, o especies distintas. Cada
vez con mas frecuencia se emplea la region que co-
difica para el espaciador interno 2 (internal trans-
cribed spacer 2, 1TS2) como herramienta taxono-
mica y para estudios filogenéticos entre especies
préoximas, dado que su rapida tasa de evolucion
puede permitir discriminar entre especies proximas
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entre las que no haya diferencias en las secuencias
de ARNr (Caisova et al., 2011). En eucariotas evo-
lucionados (animales, plantas y hongos), el ITS2
tiene una estructura conservada (Schultz er al,
2005; Coleman, 2007) y la presencia de CBCs en
su estructura permite diferenciar incluso especies
cripticas entre las que no hay practicamente dife-
rencias en las secuencias del ARNr-18S (Miiller et
al., 2007; Coleman, 2008). En el caso de los proto-
zoos en general, y en los protozoos evolutivamen-
te mas primitivos en particular, este sistema tiene
todavia que ser validado. Los estudios citados se
han basado en el analisis comparado de eucariotas
con reproduccion sexual, en los puede ser relativa-
mente facil comprobar si hay cruzamientos y des-
cendencia entre individuos de poblaciones intra- o
interespecificamente diferentes. Sin embargo, la re-
produccidén sexual no existe en muchos protozoos;
en el caso de Entamoeba se considera que posee
solo reproduccién asexual, aunque posee los genes
implicados en la meiosis y quiza haya perdido se-
cundariamente la capacidad de reproduccion sexual
(Lahr et al., 2011). Por otro lado, es necesario dis-
poner de las secuencias ITS2 para poder determinar
su estructura secundaria y hacer comparaciones, y
aunque el nimero de secuencias ITS2 disponibles
en las bases de datos ha ido en aumento, son to-
davia pocos los datos disponibles sobre la estruc-
tura secundaria del ITS2 de protozoos parasitos.
Ademas, en muchos casos la region ITS2 es muy
corta. En Entamoeba sélo hay publicadas secuen-
cias ITS2 de unas pocas especies (todas del grupo
histolytica: E. histolytica, E. nuttalli, E. dispar, E.
moshkovskii y E. invadens; Cevallos et al., 1993;
Katiyar et al., 1995; Som et al., 2000; Tachibana
et al., 2007; Takano et al., 2009), con una longitud
muy variable (desde aproximadamente 50 bases en
E. invadens a 150 en E. moshkovskii, segun los da-
tos de Katiyar ef al, 1995, y Som et al., 2000) y
todavia no se ha propuesto ningin modelo de es-
tructura secundaria; por tanto, la diferenciacion de
especies a nivel genético dentro de este género se
limita, por el momento, a la comparacion de las se-
cuencias del ARNr-16S.

En el andlisis comparado secuencia-estructura
de las especies incluidas en este estudio, hay
CBCs y hemi-CBCs (cambio de una de las bases
del par, manteniéndose el par) entre todas las
especies excepto E. bovis (FN666248)-E. bovis
(FN666249) Y E. nuttalli-E. dispar, entre las que
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s6lo hay hemi-CBCs. Todos los CBCs y hemi-
CBCs estan localizados en las regiones variables,
siendo especialmente interesante la rama 45/el.
Esta rama presenta una longitud similar en todas las
especies de Entamoeba (18-25 pares) y es posible
diferenciar entre todas las especies atendiendo s6lo
a la secuencia-estructura de esta rama; en ella hay
CBCs que permiten diferenciar entre casi todas las
especies, y en aquellos casos en los que en esta
rama no hay CBCs, si hay hemi-CBCs, excepto
entre las dos secuencias antes indicadas de E. bovis
(FN666248 y FN666249), que son idénticas en esta
region (Tabla 2, Figuras 6 y 7). Sin embargo, al
no disponer todavia de un modelo de la estructura
secuencia del ITS2 que pueda servir para determinar
CBCs en dicha region y comparar los resultados
con los de la rama 45/el (u otras que albergan
regiones variables), no es posible todavia confirmar
la utilidad de esta rama en estudios taxondmicos
dentro del género Entamoeba; en cualquier caso,
y al tratarse de una rama accesoria que no estd
presente en todos los eucariotas, su posible validez
no se puede generalizar a otros organismos y debe
valorarse en cada caso.

En el andlisis filogenético realizado basado en
la existencia de CBCs entre secuencias, si bien el
programa empleado no considera la realizacion de
réplicas (bootstrap) y por tanto, no es posible va-
lorar la robustez del arbol obtenido, los resultados
son basicamente lo mismos que los publicados en
otros estudios en los que se han utilizado diversos
modelos de evolucion para determinar la filogenia
del género (p.e., Clark et al., 2006; Kobayashi et
al., 2009; Stensvold et al., 2010, 2011). En todos
los casos, incluyendo el presente estudio, las es-
pecies del grupo coli forman un grupo monofilé-
tico con el que estan relacionadas las especies del
subgrupo polecki y E. gingivalis. Las distintas se-
cuencias asignadas a E. bovis estan claramente re-
lacionadas con las especies tetranucleadas, siendo
evidente que el grupo de especies uninucleadas es
polifilético (Ponce-Gordo et al., 2007; Ponce-Gor-
do y Martinez-Diaz, 2010; Stensvold et al., 2010,
2011). Hay algunas diferencias entre los distintos
estudios filogéneticos en las relaciones entre las
especies del grupo histolytica, fundamentalmente
entre E. hartmanni, E. equi y las especies de hos-
pedadores poiquilotermos, cuyas posiciones varian
en los distintos arboles. Las relaciones obtenidas en
nuestro estudio son coincidentes con la filogenia
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E. gingivalis --CUUA-CUAGUGGGAUUUUUAU-UCCAUUAUAUUG-UAUAAUGGAGUAAAAAGAAACAGUAGU----AG---- (1569-1629)
E. polecki UAAAAG---G-AA----GG..UAA.AU...U-.AUA.UAG..AUG-G..UU-----UU---A..----UUUU-- (1520-1569)

E. chattoni U-GAA.-UAG-AA-----GGA.GU..U.A.G...UA...GU.A.-- UUGG.A---UU-CUA.----UUUU-- (1519-1572)

E. struthionis UUGAG.-UAU-AA----GGAAG.-.UU.A...GAAA.G..U.AUUA.G...-----UU-GUA.----UUUU-- (1520-1574)

E. suis AGA.AU-UGG-AA---A.AA. . A-AUAU....C.UG....AUAUU..UU.U----U..A.AA----UAUUUU (1625-1684)

E. bovis (FN666248) -GUCGG-G.A-..-----C.CGG-.UU..CGGC.CU-GUCGG..A.UCG.G-.----UUU.CUC----C.GUGU (1582-1636)
E. bovis (FN666249) -GUCGG-GA.-..-----C.CGG-.UU..CGGC.CU-GUCGG..A.UCG.G-.----UUU.CUC----C.GUGU (1582-1636)
E. bovis (FN666250) -GUCGG-GG.-..-----C.CGG-.UU..CGGC.CU-GUCGG.A..UCG.G-.----UUU.CCC----C.GUGU (1582-1636)
E. bovis (FN666251) -GUCGG-GGU-..-----C.CGA-.U.G..GGC..CGGUC.GC..GU.G.G-.----UGU.CUC----C.-UGU (1582-1636)
E. bovis (FN666252) -GUCGG-GGU-..-----CC...-.....GGC..CGGUC.G......GGG-.----UGU.CU.----C.AUGU (1581-1636)

E. equi UG-.A.-.-G-CU-----AGC..-.UA.G..AGC.UGCU..C.UAG..GU-G.U----G-.-U.----UACUAU (1579-1631)

E. histolytica UAUCAU-U..-CA----CC....- UAU.AGGC..U-GUCU.AUA.U...GG.U---AG-..AG----U.GUGU (2122-2179)
E. nuttalli UAUCAU-U..-CA----CC....- UAU.AGGC..U-GUCU.AUA.U...GG.U---AG-.GAG----U.GUGU (1672-1729)
E. dispar UAUCAU-U..-CA----CC....- UAU.AGGC.AU-GUCU.AUAG...GGG.U---AG-..AG----U.GUGU (1603-1660)
E. hartmanni UAUGACAG.U-.C-----G.A..-CAU..AU.G..UAC.AUG.-UG..U.U-..---A.-AGUG----UCAUAA (1615-1672)

E. moshkovskii UAUCAU-.C.-A.----CC....-AUUG.AGAC..U-GU.U..AAU...GGG.U---AU-.G.G----U.AUGU (1600-1657)
E. ecuadoriensis UAU.AU-UC.-..----CC....-.UAU.AGGC.CU-GUCU.AU.GA..GGG..---AG-.GAG----UAGUGU (1598-1655)

E. invadens --UCA---AG-GA----A..AU.-..AU..GGU.CU-GCC..GU.GAGUG.U-----UU-CUAAAAAAU.GACA (1608-1663)

E. terrapinae AAU.G.-GAU-AU----CG.AUA-AGAUGAGAC..U-GU.UCAUUUUGU.UGUA---AU-AUCA----CAAUGU (1598-1655)
E. insolita UGG.A.-GG.-C.----...CU.--UUCAAGGC..CGGUCUUG.AU-.G....U---UG-.UC.----UAUCGU (1597-1653)

E. ranarum UUGGA--AG--AU---- A..U.- AUUGGGACG.U-GU.UCAAU.AG..UG-----AU-ACUA----UUUGG- (1591-1643)

E. coli (AF149914) CG..GU-U.G-C-----GGG.GG-.AAUGAG.U.C.CA.CU.AUUGC..UUU------ G-C..G----CAGCAA (1750-1803)
E. coli (AF149915) CGU.GU-.GG-CA----A.GGG.-.GA-G.C.U.C.-GG-.CGUUGA.UC.U-----UG-CU.G----CAACAU (1755-1808)
E. coli (AB444953) -G..G.-U.G-C-----GAA.GG-.GAUGAG.U.C.CA.CU.GUC.U..UUU------ G-C...----CAGCAA (1754-1808)

E. muris GUG..U-U.U-AC----.G.CU.U.GGGGGG.U.C-UG.CUU.UCU.AG.U.-----GU-G.AA----GAUGCG (1792-1848)
E. gingivalis == (LG CCCCCCCCCCCCC=DmMMMMMNN)- ) D))===-))====

E. polecki L=~ G DM =====)==)===)))—

E. chattoni =M= D)- =) D))===2)))—

E. struthionis QUGG (R (W) ) By NN)-=))-—

E. suis (L = - mMMMIN) ====)--:))====))))-

E. bovis (FN666248) -(((((-(-(--(--~(((-(((((C-MMMMM)--==)-)))===-))...
E. bovis (FN666249) -(((((-(-(--(-===((((-(((CCCCC--MMMN)--===2)-.)))===-))).
E. bovis (FN666250) -(((((~(((-- (=== (((((-((CCCCLL-=mMMMM--==-)-IN)-==-))) -
E. bovis (FN666251) -(.(((-((-~((-==-=((((-(((CCCCC-IMMN)=-===2))-:D)===-)-)...
E. bovis (FN666252) -(((((-((-~((-==-((((-(CCCLLC-INMMMM)--==))-))-===)))--

E. equi (A== =M= --==)=)=)====))-)) -
E. histolytica A UMMMM)-===)))===-)))-
E. nuttalli (L= CCACCCCC=DMININ) - === DN)-==-)))-
E. dispar CCCCCCCCECCCCC=mIMMMNN)-=== DD ====))))-

E. hartmanni (CCCCA G (= DMINDN)=-===)IN)===-))))-
E. moshkovskii CCCCCCCCCCCCCC-=mMMMNN)-===)D)====)N))-
E. ecuadoriensis — ((((((-(((-C===(((((-CCCCCLCMMMN))-===)-M)-==-))))-

E. invadens == (= (A= CECCCCCDMMMMM)===))D)-wv2:))) -
E. terrapinae (LA CCCCCC-=0mMMMMNM)-==))-)))-===-))))--
E. insolita (==L =)= DD ====D)))-
E. ranarum (L= CCCCCCCCCE==mmMMMIMN)====))=))-====I))-

E. coli (AF149914) - -((((-(((-(-=(((((-(((CLC- I IIMNN)-====)-D))===)))--
E. coli (AF149915) . (((((-(((-(C~((((C-((-CCLC-=DDMMM)-===-)-D))===)))--
E. coli (AB444953) .(((((-(((-(-=~(((((-(((CLAC-DDNDMM)=====))))-==- D)) -
E. muris (L= = mMMNMN)====))-N))====)))))

Figura 6. Alineamiento secuencia-estructura de la region que forma la hélice 45/el en las secuencias consideradas en
este estudio. La secuencia de E. gingivalis se toma como referencia para mostrar diferencias en las posiciones de las
demas secuencias. La columna de la derecha indica las posiciones de cada fragmento en su correspondiente secuencia
completa original.

propuesta por Stensvold et al. (2011), con la Ginica  y E. equi estan en una rama derivada. En las filoge-
diferencia de que en nuestro estudio, E. hartmanni  nias propuestas por otros autores, al menos E. equi

134 Rev. Ibero-Latinoam. Parasitol. (2012); 71 (2): 125-137



SECUENCIA-ESTRUCTURAL DEL ARNR-16S DE ENTAMOEBA

wEr ozl [ vi 11 4 91 ¥l
£d 9 ¢ vl ST vl 4! I LT €1
S 8 Ol €L €l 8 €l 91 <l

Pod Sl €l €l [4 5! 8L 91

I 0l Ol Cl ! Iz

sur €1 0l ! [4 B!

H (4 €l Tl

Aury 6 [4 |

g 9 01
owg I
eyq

Sl
It
4!
cl
It
4!
€l

It
pd

Sl
01
4!
Il
It
4!
cl

Cl

Bl

Sl
01
4!
I
It
cl
cl

g

€l

01

1T

@ll
I

01
1T

bog

L1
14
or
€l
4!

Sl

0 N O X — &

qd

91
¥l
I
€l
4!

€l

0l

0l
€l

0l

194

L1
4
€l
4
4!

€l

01

I

ST

09d

91
€l
€l
€l
€l

cl

01

0l

4!

—

S A n o~

694

91
€l
€l
€l
€l

@ll

01

0l

4

—

S OO AN n —~ ©

894

4

@l

ST
€l
€l
el
I
€l
4!
4!
Il
It

Sl
€l
91
91
91

nsyg

0T
cl

!

cl
01
€l
01
01
€l
€l
¢l

01
cl
cl
!
I

1S4

€l
4!
0l
I
cl
I
Sl

4!
€l
€l
Sl
Sl
Sl

cl
€l
€l
€l
el

yog

€l
€l
€l
€l

Cl
€l

€l
I

€l
€l
el
ol
Il
It

dg

il
!
¢l
€1
ST
Tl
61
€1
Tl
4
Tl
¢l
€l
€1
6
8
1T
¢l
Tl
4
1
6
I
01
by

wy
€od
Sod
#od
Tq
surg
el
AUIT
999
owy
BYH
pd
uyq
g
bag
[£E!
1949
09d
694
894
nsyg
39
yoyq
dg

sunu i Wy (ES6YrrAY 102 T ‘€U S166VIAV 100 *H ‘SO W166VIAV 100 *H ‘PO ‘uinivun. ‘7 Y ‘vpjosui g

‘sury ovuidp.a4ay 5 Yy SSUapvaul 7 ‘AULY SISUILIOPPNID *5] QI MYSA0YYSOw *; ‘OWY ‘1uuviulivy 7 ‘eqq 4vdsip 7 ‘py ‘yppynu 5 ‘uy ‘voydjoisty 5y ‘yy
nba i ‘DY (TSTIYINA $2409 “ ‘TAA *1STIIINA 2409 “F ‘TqH *0STIIINA $2409 “ ‘04 6+TIIINA 1409 7 ‘64 ‘8HTIIINA $140q " ‘8 *sins 7 ‘nsy
Ssauonyanags < YT S1opvyd g ‘Yo ‘1yrapod i ‘df (syparSurs < ‘7 :sean)eIAIQY UL 8IS Ud sHYD Aey ou Inb se[ ud serdUINIIS 313Ul sduoreIeduwod
SB[ OPBAIQUIOS UN U0 UBIIBW IS 0IPNISI I)SI UJ SEPRIIPISUOI SLIIUINIIS SLIUNSIP SB[ 9.1)UJ [9/S{ BRI B[ Ud soL10)esuddurod aseq ap soiquie)) g B[qe],

135

Rev. Ibero-Latinoam. Parasitol. (2012); 71 (2): 125-137



S. ALFONSO et al.

c B

vy vt utu 0% S ce c ce v'u uYu uhu
CeG CeG CeG CeG CeG u ¢ u G u c¢ CeG CeG CeG
Sed  Sed Sed GeU Gey UsA UG UeA Gel GeU GeU
8es Ge& GeC GeC GeC UeA UeG UeA GeC GeC GeC
CeG CeG CeG UesA UeA GeC C GeC AsU AeU Aol
2% &8 o8 &8 &% AU Ged AU UeA UeA UeA
fed AU AU GeC AeU * 02 G A UsA UsA UsA
o6 64 oo 66 o9 e Aol UeA AelU AeU Aol
ve La T2 92 o9 Reu GeUu  Ael UeA UeA UeA
UesA UeA UeA UeG UeA Ael * Aol UsA UeA UeG
GelU Gel GelU AeU UeG GeC UeG Uee U U uUu UG
GeC  GeC GeC  GeU AeU UeA Ueh o AsU AeU AsU
CeG  CeG CeG  CeG UeG g0 ey GeU UesA UeA UeA
UeA UeA UeA UeA CeG GeU GeU ° UsA UsA UeG
CeG  CeG  CeG  CoG CeG Ueh GeC 0@ CeG CeG CeG
A 1 A 1 A 1 A I A AeU UeA GeU CeG CeG CeG

GelU GeU GelU GeU GeU AelU AelU GeU T A T A ]
uu UuU uUwu UeG UeG GeU AeU GeU AU AU AU
| U (Y] 1 U u 1 U CeG CeG CeG 1A (I:é 1A
AeU AeU AeU U GeC GeC GeC CeG . CeG
AC A C GeC GeC GeC UeA GeU UeA AelU G.g AeU
Gel GelU GeC Gel Gel UeG CeG UeG 802 U:A H-Q
GeC GeC GeC GeC Gel AelU UeG UeG U.G Ued U.G
GeC GeC GeC GeC GeC GeC GeC GeC A:U AsU A:U
CeG CeG CeG CeG CeG UeA UeA UeA Al A Asd
UeG UeG UeG U UeA CeG UeA CeG e Ged G2
GelU GeU GelU GelU GelU GeC GeC GeC Asl AsU Aol
56 56 85 & 5 & 56 5 A C A C A UeG UeG UeG
U u_ U U u_ A 5 U 5 A_, 5 u 5 U 5 U
3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
FN666248 FN666249 FN666250 FN666251 FN666252 AF149914 AF149915  AB444953 E. histolytica E. nuttalli E. dispar
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Figura 7. Comparacion de la estructura secundaria de la hélice 45/el entre secuencias que han sido
consideradas como de la misma especie o sin CBCs entre ellas: A) secuencias de E. bovis; B) secuencias
de E. coli; C) secuencias de E. histolytica, E. nuttalli y E. dispar. Se indican las bases de los pares con
diferencias entre las distintas secuencias.
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Tegumental ultrastructure of Echinostoma caproni
adults (Trematoda: Echinostomatidae)

SOTILLO J.}, TRUDGETT A2, CORTES A.!, TRELIS M.!, FRIED B.}, MARCILLA A.", ESTEBAN J.G.'and
TOLEDO R.!

' Deparramento Parasitologia, Facultad de Farmacia, Universidad de Valencia, Av. Vicente Andrés Estellés s/n,
46100 Burjassot - Valencia, Spain.

2 Parasite Proteomics Research Group. School of Biological Sciences, The Queen’s University of Belfast, Belfast,
Northern Ireland.

> Department of Biology, Lafayette College, Easton, Pennsylvania 18042, U.S.A.

ABSTRACT

The Echinostoma caproni-rodent model has been extensively used to determine the factors implicated
in the expulsion or the establishment of chronic infections in the definitive host. Although several studies
regarding the tegumental sensory papillae and spines or the spined collar have been conducted on the
E. caproni adult, none of them has correlated these morphological features with the expulsion or the
establishment of the parasite in its definitive host. In order to investigate the role of the collar spines and
sensory papillae more fully we have performed scanning electron microscopy studies. We have studied the
tegumental morphology in specimens collected from hosts displaying different degrees of compatibility
with the parasite. No differences between the collar and the types of sensory papillaec have been found
between specimens, although some differences on tegumental spines have been confirmed. This approach
may be informative with regard to the study of the Echinostoma-host relationships.

Key words: Echinostoma caproni, trematode, tegument, surface electron microscopy (SEM), sensory
papillae, tegumental spines, collar.

RESUMEN

El modelo Echinostoma caproni-roedor ha sido ampliamente utilizado para determinar los factores
implicados en la expulsion o el establecimiento crénico de las infecciones en el hospedador definitivo.
A pesar de que diversos autores han estudiado tanto las papilas sensoriales y las espinas del tegumento
como el collar de espinas, ninguno de ellos ha podido relacionar estas caracteristicas morfoldgicas con la
expulsion del adulto. En el presente estudio hemos analizado la morfologia de diversos ejemplares de E.
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caproni obtenidos de hospedadores definitivos con diferente compatibilidad frente al parasito mediante
microscopia electronica de superficie (SEM). No se han encontrado diferencias en relacion al collar de
espinas o a las papilas sensoriales, sin embargo, si que se han confirmado diversas diferencias en las espinas
del tegumento de especimenes obtenidos de hospedadores con diferente compatibilidad. El presente estudio
proporciona mas informacion en las relaciones E. caproni-hospedador.

Palabras clave: Echinostoma caproni, trematodo, tegumento, microscopia electronica de superficie
(SEM), papilas sensoriales, tegumento, collar de espinas.

INTRODUCTION

The tegument of echinostomes represents
the major interface between the parasite and the
host and is intimately involved in the relationship
between the host and the parasite. The tegument
can be implicated in different processes such as
the attachment to the host intestinal mucosa, the
interaction with the medium or the motility of the
parasite. In this regard, several studies have been
done to determine the relation between collar spine
and parasite expulsion (Kruse ef al., 1992; Fujino et
al., 1994), or the differences in tegumental spines
development in relation to the host species (Sotillo
et al., 2010). Kruse et al., (1992) and Fujino et
al., (1994) reported that retraction of collar spines
might play an important role in the expulsion of
Echinostoma trivolvis from ICR mice. Few studies
regarding sensory papillae have been conducted,
and most of them have been done either with
cercariae or with other echinostomatids (Toledo
et al., 2000; Maldonado et al., 2001; Nakano
et al., 2003). Furthermore, most of the studies
about the ultrastructure in echinostomatids are
purely descriptive, as the authors do not compare
the tegument between parasite species in order to
correlate differences with host species. In this sense,
only Sotillo et al., (2010) correlated differences in
the development of tegumentary spines with the
type of definitive host.

Echinostoma caproni is a flatworm trematode
that belongs to the family Echinostomatidae
and presents an aquatic triheteroxen cycle. After
infection, metacercariae excyst in the duodenum of
the definitive host, and the juvenile worms migrate
to the posterior third of the small intestine where
they attach to the mucosa by the ventral sucker
(Ursone and Fried 1995; Fried and Graczyk 2004).
The E. caproni-rodent model has been extensively
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used to elucidate aspects of the host-parasite
relationships in intestinal infections. Although E.
caproni has a wide range of definitive hosts, its
compatibility differs considerably between host
species in regard to worm establishment or survival.
Mice are considered as high-compatibility hosts in
which chronic infections are established, whereas
rats are low-compatibility hosts and the parasite is
rapidly rejected (Toledo and Fried 2005).
Inthepresentstudy, we comparetheultrastructure
of E. caproni adult worms obtained from two hosts
with different compatibility to the worm (rats and
mice). The description and characterization of the
morphological features could be of importance in
the study of the interactions in the E. caproni-host
system as well as in the differentiation of species
prior to DNA analysis in phylogenetic studies.

MATERIALS AND METHODS

Parasites, hosts and experimental infections:
The strain of E. caproni used in this study has
been previously described (Hosier and Fried
1991). Encysted metacercariae of E. caproni were
removed from the kidneys and pericardial cavities
of experimentally infected Biomphalaria glabrata
snails and used to infect ICR mice (Mus musculus)
and Wistar rats (Rattus norvegicus). Three animals
of each host species were necropsied at 28 days
postinfection and ten specimens of E. caproni of
each definitive host were randomly selected for
scanning electron microscopy (SEM) studies.

Surface electron microscopy (SEM): The
specimens selected for SEM study were fixed as
described by McConville et al., (2008). Briefly,
the worms were flat-fixed for 30 minutes at room
temperature in 4% (w/v) glutaraldehyde in 0.1 M
sodium cacodylate buffer (pH 7.4) containing 3%
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(w/v) sucrose and then free-fixed in fresh fixative
for 3.5 h at 4 °C. The adults were washed 3 times in
70% (v/v) ethanol and dehydrated in an ascending
series of ethanol after a post-fixation in 1% osmium
tetroxide for 1 h. The parasites were then dried in
hexamethyldisilazane, mounted on aluminium
stubs and sputter-coated with gold-palladium. The
specimens were analyzed in an FEI Quanta 200
SEM, operating at 10 keV.

RESULTS AND DISCUSSION

The main morphological features of E. caproni
can be observed in Figure 1A and 1B. The 28-day-
old worms of E. caproni recovered from mice and
rats showed a slender and elongate body and were
slightly curved ventrally (Figure 1A), though it was
smaller and narrower in the case of adults obtained
from rats than in those recovered from mice, which
was in accordance to that described by Toledo
(2009). The worms obtained from mice and rats
were very similar with the whole body covered by
tegumentary spines except its dorsal part. The oral
sucker, ventral sucker and genital apparatus were
located in the anterior part of the body, which was
very spinose (Figure 1B). However, the spines in
the posterior part of the body were less numerous,
and only the excretory pore was located in this
zone.

One of the main differences between adults
obtained from different compatible hosts was
observed in tegumental spines. Although both
specimens presented an aspinose dorsal part of the
body, the ventral part (especially the anterior third of
the ventral body) of adults recovered from rats had
sharper and pointing spines. In contrast, the adults
obtained from mice presented blunter spines. This
feature was correlated by Sotillo ez al., (2010) with
a greater expression of actin by the adults obtained
from rats as a response to the stress produced by
the expulsion of E. caproni from low-compatible
hosts, compared with the long-term establishment
that occurs in mice. The differences in the shape
and size of the spines could be a response to the
expulsion of the parasite, and to the cause, and the
adults in rats would express more actin and would
make the spines sharper to try to get attached to the
intestinal mucosa of their host.

The species of the “revolutum” group of
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Echinostoma are characterized by presenting 37
spines in their collar. This morphological feature
is a distinctive characteristic of the species
belonging to this group. However, several authors
have published different and contradictory studies
relative to the arrangement of collar spines (Kanev
et al., 2009). It seems that loss or retraction of these
spines into pockets might be in part responsible
for the contradictory literature (Fried et al., 2009).
In the case of adults obtained from different
compatible hosts, the spines from the collar were
retracted in all the specimens from both hosts
(Figure 1C) and five corner spines were arranged 3
oral and 2 aboral and were partially covered by the
tegument with the distal part of the spines emerging
from the tegument (Figure 1D). The mechanisms
of spinal extension and retraction were elucidated
by Kruse et al.,, (1992) and Fujino ef al., (1994)
using different microscopical techniques such as
SEM and TEM in E. trivolvis. The retraction of a
collar spine may result from the relaxation of the
muscle bundles associated with the spine (Fujino
et al., 1994), and although these authors correlated
extended and retracted spines to external factors
such as the culture medium, in our case, the reason
for the retraction of collar spines in adults obtained
from high and low compatible hosts may be the
conditions of fixation procedures for SEM done in
this study.

The collar of the specimens obtained from both
hosts had an important number of sensory papillae,
which were numerous between the collar spines
and the sucker lips (Figures 1C-F). Two types
of sensory papillae were observed: uniciliated
papillae and dome non-ciliated papillae. The dome
non-ciliated papillae were only present on the
ventral sucker and on the oral sucker of E. caproni,
and were not found on the tegument of the adult
(Figures 1E, 1F). In contrast, the ciliated papillae,
and some undeveloped ciliated papillae, were
represented on the tegument and, to a lesser extent,
on the oral sucker of E. caproni (Figures 1G, 1H).
Only a few studies regarding the sensory papillae
have been done in echinostomatids and, particularly,
in E. caproni. The nomenclature of the different
types of sensory papillae is different depending
on the author. For example, Han et al., (2003)
described two types of sensory papillae (type I,
type II) in the echinostomatid Himasthla alincia,
whereas Maldonado ez al., (2001), Toledo et al.
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200 um

Figure 1. SEM photographs of Echinostoma caproni adult worms collected from mice and rats. (A) Anterior part of the body showing
oral sucker and ventral sucker of an adult obtained from rat. (B) Anterior part of the body with oral sucker, ventral sucker and cirrus of
an adult obtained from mouse. (C) Detail of collar spines retracted into pockets and uniciliated sensory papillae around the pocket. (D)
Detail of corner spines from collar, distributed 3 oral and 2 aboral. (E) Ventral sucker from adult obtained from rat with dome conical
papillae in the lip and inside the ventral sucker. (F) Ventral sucker from adult obtained from mouse with dome conical papillae in the
lip and inside the ventral sucker. (G) Tegumental spine and uniciliated sensory papilla from adult collected from rat. (H) Tegumental
spine and uniciliated sensory papillae from adult collected from mouse.
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(2000) and Nakano ef al., (2003) used a descriptive
nomenclature in different species from the genus
Echinostoma. In this regard, uniciliated papillae
would correspond to type I, whereas non-ciliated
papillae would correspond to type 2 papillae.
Furthermore, Nakano et al., (2003) described a third
type of papillae (multiciliated papillae), although
this type has been only described in cercariae.

Two types of sensory papillae (uniciliated and
dome non ciliated) have been detected in our study
on the tegument and on the oral and ventral sucker
of adults obtained from high and low-compatible
hosts. In the case of dome non-ciliated papillae,
this type of sensory papillae could be found on the
ventral and oral sucker lips, whereas the uniciliated
papillae could be found both in the tegument and the
oral sucker of E. caproni. The uniciliated papillae
may function as mechano-, rheo-, tango-, and
chemoreceptors, whereas the non-ciliated papillae
have been suggested to function as a contact or
stretch receptor and may have a secretory function
(Smales and Blankespoor 1984).

In summary, we have compared several mor-
phological features such as tegumental spines, col-
lar or sensory papillae between E. caproni adult
worms obtained from hosts with different compat-
ibility for the parasite. We have shown that the ul-
trastructure was very similar between adults from
both types of hosts, and only differences in tegu-
mental spines can be observed. However, further
studies regarding the sensory papillae should be
undertaken as their shape and distribution are of
importance in the differentiation of species within
the family Echinostomatidae. These studies may
report important information about the E. caproni-
host interactions and the mechanisms involved in
parasite expulsion.
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Parasitismo intestinal, anemia y estado nutricional en
ninos de la comunidad de Yantalo, San Martin, Peru
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ABSTRACT

INTESTINAL PARASITISM, ANEMIA AND NUTRITIONAL STATUS IN CHILDREN OF
YANTALO DISTRICT, SAN MARTIN, PERU

Objectives: To establish the relationship between intestinal parasitic infections and the nutritional
condition of children from 5 to 17 years from a town in the Peruvian jungle. Materials and Methods:
We examined 120 children from the district of Yantalo, located in the department of San Martin, in
the northeastern area of the Peruvian jungle. We analyzed their stool samples using the spontaneous
sedimentation-in-tube technique, Kato-Katz and Harada-Mori methods. The nutritional status was
determined by obtaining their height-for-age index and the presence of anemia was detected with their
hemoglobin results. Results: We found 64 (53,3%) of the children had positive stool samples, 59,38%
of which came from a helminth infection, while 43,75% came from a protozoarian infection: Trichuris
trichura (37,5%), Ascaris lumbricoides (12,5%), Ancylostomidae (7,8%), Entamoeba histolytica (12,5%),
Giardia lamblia (10,9%), Hymenolepis nana (7,8%) and Blastocystis hominis (7,8%). All of the infections,
according to the Kato-Katz method, were due to a mild worm load. The measurement of hemoglobin
levels showed that 28,3% of the students presented some degree of anemia, mild (15,8%) and moderate
(12,5%). Of the 120 children, 44 (36,7%) were positive for some degree of chronic malnutrition, of which
68,18% also presented an intestinal parasitic infection. We suggest that the government and other involved
institutions improve existing strategies and implement new ones regarding environmental sanitation
and education. This is crucial to reduce the rates of anemia, chronic malnutrition and intestinal parasitic
infections in populations with similar epidemiologic characteristics.
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RESUMEN

Objetivos: Conocer la relacion entre la parasitosis intestinal y el estado nutricional en nifios de 5 a
17 afios en una zona de la selva del Peri. Materiales y Métodos: Se examinaron 120 escolares de la
localidad de Yantal6 ubicada en el departamento de San Martin, zona nororiental de la selva del Pera. A
los 120 escolares se les realizé un examen de heces por los métodos de sedimentacion espontanea en tubo,
Kato-Katz y Harada-Mori. El estado nutricional fue examinado mediante la obtencion del indice de talla/
edad y la presencia de anemia fue detectada por la medicion de los niveles de hemoglobina. Resultados:
Se encontraron 64 escolares con heces positivas (53,3%). De estos, el 59,38% presentaron infeccion por
helmintos, mientras que el 43,75% presentaron infeccién por protozoarios: Trichuris trichura (37,5%),
Ascaris lumbricoides (12,5%), Anquilostomideos (7,8%), Entamoeba histolytica (12,5%), Giardia lamblia
(10,9%), Hymenolepis nana (7,8%) y Blastocystis hominis (7,8%). Todas las infecciones presentaron una
carga parasitaria leve al emplear el método de Kato-Katz. El dosaje de hemoglobina sanguinea de los 120
escolares mostrd que el 28,3% presentaron algiin grado de anemia: leve (15,8%) y moderada (12,5%).
Se encontraron 44 (36,7%) escolares con algiin grado de desnutricion cronica, y de este total el 68,18%
cursaban con una parasitosis intestinal. Se sugiere que el gobierno y las instituciones competentes mejoren
e implementen nuevas estrategias en saneamiento ambiental y educacion, siendo esto crucial para disminuir
las tasas de anemia, desnutricion cronica y parasitosis intestinal en poblaciones de similares caracteristicas
epidemiolégicas.

Palabras clave: Enfermedades Parasitarias, Estado Nutricional, Anemia, Saneamiento, Perti (Fuente:

DeCS BIREME).

INTRODUCCION

Las enfermedades entéricas siguen siendo una
importante causa de morbilidad y mortalidad en los
paises latinoamericanos, siendo los nifios los mas
afectados debido a que tienen mayor posibilidad de
contacto con parasitos y un sistema inmune inmadu-
ro (Goémez et al., 1999. Se estima que 46 millones
de nifios en edad preescolar y escolar corren el ries-
go de contraer una infeccion por geohelmintos en
América Latina y el Caribe, debido a que no tienen
acceso a instalaciones mejoradas de saneamiento
(Organizacion Panamericana de la Salud 2011).

La prevalencia de enteroparasitos se incrementa
en pobladores que habitan en zonas rurales de
bajas condiciones socioecondmicas debido a que
estan expuestos a mayores factores de riesgo,
como el saneamiento ambiental basico deficiente,
inadecuada climinacion de excretas, deficiencia
de higiene personal y tendencia a permanecer
descalzos (Zamaliah et al., 1998: Gamboa et al.,
2009). De esta manera, las principales medidas
para disminuir la tasa de infeccidon parasitaria son
la prevencion y promocion de la salud, educacion
sobre el adecuado lavado de manos, higiene
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personal y tratamiento del agua (Ngni, ef al., 2012:
Hemocue®).

Las infecciones parasitarias de larga data, prin-
cipalmente en nifios, pueden ocasionar diversos
grados de desnutricion y deficiencias en el desarro-
llo cognitivo y fisico. Asimismo, las enfermedades
parasitarias contribuyen a la alta prevalencia de
anemia, en particular las infecciones por Ancylos-
tomideos y Trichuris trichura (Ngni, et al., 2012:
Jonker et al., 2012). En un estudio realizado en
Jamaica por Hutchinson et al., 1997, se llegd a la
conclusion que los nifios que tenian mayor tasa de
infeccion, anemia y menor peso tenian un peor des-
empeno escolar, medido con la capacidad de escri-
bir, deletrear y resolver problemas de aritmética.

Las infecciones por enteropardsitos son un
problema de salud ptiblica muy comun, sobre todo
en paises en desarrollo como el Pert. Su prevalencia
en distintas regiones del pais ha sido objeto de
estudio de diversas investigaciones, donde se hallé
relacidon entre parasitosis intestinal y deficiencias
nutricionales, en especial en poblaciones de bajos
ingresos (Buck et al.,, 1968: Garate, 1998). Otras
determinantes, como edad, sexo, tamafio familiar
y baja escolaridad de los padres han mostrado una
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asociacion significativa con anemia y deficiencia
de hierro en las poblaciones rurales y pobres de los
paises en desarrollo (Ngni, ef al., 2012). Durante el
afio 1997 se observd que uno de cada tres peruanos
porta uno o mas parasitos intestinales (Naquira,
1997).

Buck, et al., en el aio 1968, realizaron un estu-
dio en la selva peruana, en los pueblos San Antonio
y Cachicoto (Iquitos y Huanuco respectivamente).
El estudio hall6 que los parasitos mas comunes en
la region eran, en orden de frecuencia: 4. lumbri-
coides (79,7%), T. trichura (76,6%) y Ancylostomi-
deos (49,4%).

En 1998, Garate evalud el estado nutricional
de la poblacién infantil del pueblo de Neshuya,
en la selva del Peru, y la correlacion6 con la
helmintiasis intestinal. Se examind a 85 nifios
menores de 6 afios, encontrando que el 43,5%
estuvo parasitado por helmintos. 4. lumbricoides
fue el de mayor prevalencia (29,41%), seguido de
T trichura (27,05%) y Ancylostomideos (2,35%).
En todos los casos, lo mas frecuente fue que los
afectados presentaran infecciones leves. El 27,3%,
de los casos presentd anemia, pero no se observo
asociacion entre anemia y parasitosis. Otro estudio
realizado el ano 1998 en dos localidades de
Yurimaguas, en el departamento de Loreto, reveld
también que la helmintiasis mas comun era por A.
lumbricoides (Pascual et al., 2010).

Debido a la importancia del tema, y la falta de
estudios actualizados en poblaciones selvaticas,
en el presente trabajo se realizd una evaluacion
de la parasitosis intestinal, la anemia y el estado
nutricional en nifios entre 5 y 17 afios de edad, que
habitaban en la comunidad de Yantalo.

Foto 1. Vista panoramica de Yantalo.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevo a cabo en el mes de febrero
de 2011 en Yantald, uno de los seis distritos que
conforman la provincia de Moyobamba en el
departamento de San Martin, en la selva peruana
(Fotos 1 y 2). Yantal6 se encuentra a 15 minutos
por carretera de la ciudad de Moyobamba, la capital
del departamento de San Martin. El clima tropical
varia poco a lo largo del aflo, se distinguen dos
estaciones: una seca, que comienza en junio, y una
lluviosa, que se instala completamente a fines del
mes de noviembre (Municipalidad Provincial de
Moyobamba, 2007). La mayoria de pobladores
son duefios de terrenos ubicados fuera del distrito,
donde se dedican a la agricultura y a la crianza de
animales. Su alimentacion consiste principalmente
de menestras, cereales, frutas y aves de corral. En
cuanto a los servicios de salud con los que cuenta la
comunidad, existe un Centro de Salud de atencién
primaria ubicado en la plaza del distrito que ofrece
servicios de hospitalizacion, laboratorio y centro
obstétrico. Los casos mas complejos son derivados
al Hospital MINSA de Moyobamba. En Yantalo
trabaja una organizacion no gubernamental llamada
Fundacion Yantald, que apoya a la comunidad
de distintas maneras desde el 2005. Entre sus
actividades, destacan la entrega de suplementos
vitaminicos a todos los nifios que asisten al colegio,
la realizacion de charlas educativas, la instalacion
de tachos de basura cada 100 metros, entre otras.

Seglin el censo realizado por la Fundacion
Yantal6 en el afio 2010, este distrito cuenta con
una poblacion de 3.500 personas, de los cuales
274 son niflos entre 5 y 17 anos. Esta fue nuestra

Foto 2. Nifios de Yantalo.
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poblacion objetivo, ubicando a 124 nifios de los
cuales descartamos a 4 por contar con los siguientes
criterios de exclusion: uso de antiparasitarios en los
ultimos 3 meses (3) y falta de colaboracion con
el estudio (1). Asi, se realizaron finalmente 120
encuestas.

Se realizo un estudio observacional, trasversal
y descriptivo. Para la recoleccion de las variables
del estudio, se dividi6 el mapa del distrito en tres
secciones, cuidando que la distribucion geografica
de las casas fuera uniforme. Los investigadores
fueron repartidos y recorrieron estas secciones
preguntando casa por casa por los nifos de edades
entre 5 y 17 afios. Al encontrar algin nifio, se
procedio a conversar con el apoderado y conseguir
su consentimiento (el cual fue firmado), asi como el
asentimiento del nifio. Seguidamente, se obtuvieron
las siguientes variables:

Condiciones sanitariasy evaluacion nutricional:
Se realiz6 un cuestionario exploratorio de las
condiciones sanitarias. Este incluyo el tratamiento
del agua, deposicion de excretas y eliminacion de
basura. Para la evaluacion nutricional se realizo
una encuesta nutricional dirigida.

Medicion de Hemoglobina: Se realizd la toma
de muestra de sangre capilar por puncion del pul-
pejo del dedo, previa limpieza del sitio, utilizando
lancetas especiales para su posterior lectura utili-
zando un hemoglobindmetro automatizado modelo
HemoCue® Hb 201 DM, 2011 La clasificacion de
anemia se realizd segun la Organizacion Mundial
de la Salud, 2011).

Evaluacion copro-parasitologica: Se recolectd
una muestra de heces frescas a la que se aplicaron
los métodos de a) Concentraciéon por sedimenta-
cion espontanea en tubo, utilizando lugol para su
posterior observacion al microscopio (de alto ren-
dimiento, simplicidad técnica y bajo costo, Pajue-
lo, et al., 2006); b) Cuantitativo o de Kato-Katz, el
cual determina el nimero de huevos de helmintos
por gramo de heces y permite establecer la inten-
sidad de infestacion parasitaria, y ¢) Harada-Mori,
que permite el desarrollo de huevos a estadios lar-
vales, principalmente de anquilostomideos (Beltran
etal., 2003).

Desnutricion: Se midi6 la tallay el peso de cada
nifio para establecer el indice talla/edad, indicador
de desnutricion crénica. La clasificacion de la
desnutricion cronica se realiz6 segln la descrita por
Waterlow, 1973.
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Para el analisis estadistico se utilizé el progra-
ma estadistico SPSS version 16 para Windows, cal-
culandose medidas de tendencia central y de dis-
persion. Para las variables categoéricas se utiliz6 la
prueba de T de Student.

RESULTADOS

Se analizé un total de 120 niflos con edades
entre 5 a 17 afios, que habitaban en el distrito de
Yantalo. De este total, 56 (46,7%) fueron nifios, y
64 (53,3%) fueron nifias. La mediana de su edad
fue de 10 afios (rango intercuartilico: 7 - 13).

La media de la hemoglobina fue de 12,3 +
1,3 g/dL (rango: 9,4 g/dL - 16,6 g/dL). El 28,3%
(34) de los nifios presentd algin grado de anemia,
19 (15,8%) de grado leve y 15 (12,5%) de grado
moderado; ninguno presentd anemia severa. En
cuanto a la evaluacion del estado nutricional, un
total de 44 nifios (36,7%) presentaron algun grado
de desnutricion, 35 (29,2%) de grado leve, 7 (5,8%)
de grado moderado y 2 (1,7%) de grado severo,
como se muestra en la Tabla 1.

El 100% de la poblacion no contaba con agua
potable -obtenian agua de un camion cisterna que
la recolectaba de un rio cercano- aunque solo el
42,5% solia hervir el agua para beber. En cuanto
a la deposicion de excretas, la mayoria lo hacia en
un water o letrina (77,5%), 25 (20,8%) en un pozo
ciego y 2 (1,7%) en campo abierto. La basura se
eliminaba principalmente (88,3%) por un camion
basurero, aunque otros métodos fueron en basural
(4,2%), por quemado (3,3%), en una acequia
(1,7%), en un huerto (1,7%) y peridomiciliario
(0.8%), como figura en la Tabla 1.

En total se encontraron 64 nifios parasitados
(53,3%), de los cuales 13 (20,31%) estuvieron
poliparasitados. Del total de nifios parasitados, 38
(59,38%) presentaron infeccion por helmintos y 28
(43,75%) por protozoarios. El parasito patogeno
mas frecuentemente encontrado fue 7. trichura
en 24 nifios (37,5%), seguido por A. lumbricoides
en 8 nifos (12,5%) y de los Anquilostomideos en
5 nifios (7,8%). En relacion a los protozoarios, el
mas prevalente fue Entamoeba histolytica en 8
nifos (12,5%), seguido por Giardia lamblia en 7
(10,9%), como se muestra en la Figura 1.

El promedio de carga parasitaria al emplear
el método de Kato-Katz fue de 327,03 huevos
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Tabla 1. Caracteristicas generales de los nifios de 5
a 17 afios que habitan en la comunidad de Yantalo

(n=120)

por gramo de heces (hpg), con un valor maximo
de 4.948 hpg y un minimo de 24 hpg. Todas las
infecciones por A. lumbricoides, T, trichura y
Anquilostomideos presentaron una carga parasitaria
leve. De los 120 nifios, 44 (36,7%) tuvieron algun
grado de desnutricion cronica, y de estos el 68,18%
estaban parasitados, como se aprecia en la Figura 2.

Se presentd un mayor porcentaje de anemia en
aquellos niflos parasitados con Anquilostomas, T.
trichura, y en los poliparasitados, como se observa
en la Figura 3. La cantidad de larvas observadas
en la técnica de Harada-Mori en los cinco nifios
positivos a anquilostomideos fue escasa como
para determinar la prevalencia de Ancylostoma o

DISCUSION

Es importante entender que las principales me-
didas para disminuir la tasa de infeccion parasitaria
son la prevencion y promocion de la salud, educa-
cion sobre el adecuado lavado de manos, higiene
personal y tratamiento del agua. Como se expuso
anteriormente, el 100% de la poblacion no cuen-
ta con agua potable; por el contrario, recolectan
agua de una vertiente llamada “El Morro”. Exis-
ten diferentes medidas para poder reducir la conta-
minacién del agua que podrian ser empleadas por
los pobladores, como hervir el agua (Nifiez et al.,
2003; Londofo et al., 2009; Sodha et al., 2011),
la filtracion lenta en arena (Solarte et al., 2006), el
uso de coagulantes naturales (Mbogo, 2008) y la ra-
diacion y calor producido por el sol (Mbogo, 2008:
Mtapuri-Zinyowera et al., 2009:). Se conocen tam-
bién otras medidas para el tratamiento de agua mas

n %
Caracteristicas del niiio
Sexo masculino 56 46,7
Sexo femenino 64 53,3
Desnutricién crénica
No presenta 76 63,3
Leve 35 29,2
Moderada 5,8
Severa 2 1,7
Anemia Necator.
Sin anemia 86 71,7
Anemia leve 19 15,8
Anemia Moderada 15 12,5
Anemia Severa 0 0,0
Caracteristicas de la vivienda
Suelen hervir el agua que van 51 42,5
a beber
Deposicion de excretas
Water o Letrina 93 77,5
Pozo ciego 25 20,8
Campo abierto 2 1,7
Eliminacién de basura
Basurero 106 88,3
Basural 5 42
Quemado 4 3,3
Acequia 2 1,7
Huerto 2 1,7
Peridomicilario 1 0,8
&
s i

Parisltos
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Anemia Moderada Figura 3. Distribucion de parasitos

encontrados en los nifios de 5 a 17
afios de la comunidad de Yantald y su
grado de anemia.

complejas, caras y de menor acceso por parte de los
pobladores como la cloracion (Solarte ef al., 2006
D'Acunzo et al., 2012: Plewa et al., 2012), la ozo-
nificacion (Solarte et al., 2006 (Solarte et al., 2006,
Rosemblum et al., 2012) y el uso de radiacion UV
(Plewa et al., 2012).

Un estudio en Tanzania (Knopp et al.,, 2010)
demostré que el lavado de manos después de
cada deposicion es un factor protector contra las
helmintiasis y esta es la intervencion mas efectiva
y menos costosa en la prevencion de transmision
de una gran cantidad de enfermedades infecciosas
(Pérez et al, 2007). Otras medidas que pueden
ser empleadas para disminuir las parasitosis
son el lavado de frutas y vegetales, evitar el
desbordamiento de fosas y desagiies, proteger a los
alimentos de suciedades, preparar y conservar los
alimentos limpios, mantener la higiene personal
y mantener limpio el hogar y sus alrededores
(Estrada-Rodriguez et al., 2011). Por lo tanto,
es necesario continuar con la concientizacion y
educacion de la poblacion, a fin de disminuir los
niveles de infeccion.

Otra causa comun de parasitosis es la contami-
nacion de los suelos con heces humanas, que que-
dan expuestas al contacto de animales y personas.
Sin embargo, en la comunidad de Yantalo la ma-
yoria de pobladores cuentan con Waters o letrinas,
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reduciendo la posibilidad de infeccion por geo-hel-
mintos al interrumpir su ciclo. A pesar de no haber
encontrado una relacion significativa entre el uso
de letrinas y carga parasitaria, estudios paralelos
han demostrado que su uso disminuye la prevalen-
cia de infecciones por geo-helmintos (Sangronis et
al., 2008: Xuan ef al., 2012). Ademas, se sabe que
las infecciones parasitarias estan mas asociadas al
uso de letrinas que al de bafios (Mayor-Puerta ef al.,
2000; Milano et al., 2007), concluyendo asi que si
bien el uso de letrinas frente al fecalismo libre ha
ayudado a esta poblacion a disminuir los indices de
infeccion, seria conveniente fomentar el cambio de
estas letrinas por bailos e incentivar el correcto uso
de estas desde edades tempranas.

Por otro lado, se observd que el destino final
de la basura es un descampado aledafio al poblado,
lo que conlleva a mayor polucién y atraccion
de animales como ratas creando una fuente
potencial de infecciones, entre ellas las parasitarias
(Adeyeba y Akinbo, 2003). De esta manera, seria
recomendable educar e incentivar a la poblacion
para que comience a reciclar y reusar los desechos,
estas dos medidas son muy eficientes ya que
disminuyen una potencial fuente de infeccion, el
dafio ecologico y pueden llegar a ser una fuente de
ingresos economicos (Hamidul-Bari et al., 2012).

En el presente estudio se encontré que el
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35% de nifios presentaron infecciones por geo-
helmintos: el agente causal mas comun fue T
trichura (37,50%) seguido por A. lumbricoides
(12,5%) y por Anquilostomideos (7,8%). Estos
resultados concuerdan con los hallazgos de Pascual
et al., 2010, en los asentamientos humanos de
Buena Vista, La Molina, Madeiros y Natividad,
en el distrito de Yurimaguas, provincia del Alto
Amazonas. Sin embargo, estos resultados difieren a
los hallazgos de otros dos estudios locales en donde
la infeccion por A. lumbricoides fue la de mayor
prevalencia (Garate, 1998; Pascual et al., 2010). Por
lo tanto, se podria concluir que todavia existe una
tendencia a la parasitosis en la selva baja, pero su
distribucion varia entre las distintas comunidades
y tiempo. En relacion a los protozoarios, las
infecciones mas comunes fueron por E. histolitica
y G. lamblia, resultados que concuerdan con los
hallados por Pascual et al., 2010.

No se observan diferencias estadisticamente
significativas al comparar la carga parasitaria en los
distintos grupos etareos, sugiriendo que en los indi-
viduos estudiados el sistema inmunitario no ofrece
una buena respuesta, asociando las condiciones de
alimentacion, la consecuente inmunodepresion y
la importancia de la vivienda y su entorno como
sitio de transmision, pues todos los individuos se
encuentran expuestos de igual forma a los factores
de riesgo (Gabaldon, 1967; Sangronis et al., 2008).

La anemia es una condiciéon médica que
sigue siendo un problema de gran impacto en el
mundo, sobre todo en paises en vias de desarrollo.
Actualmente en el Peru el porcentaje de anemia en
ninos de 6 a 36 meses de edad es de 50,3%, siendo
la sierra la region natural con valores mas elevados
(60,1%), seguida por la selva con 52,5% y la costa
con un 41,5% (Instituto Nacional de Estadistica e
Informatica, 2010). De los nifios estudiados, 28.3%
tuvieron algun grado de anemia, segun se indica
en la Tabla 1 y la Figura 3, siendo este porcentaje
menor al encontrado por ENDES en el departamento
de San Martin (44,8%) (Instituto Nacional de
Estadistica e Informatica, 2010). Esta diferencia de
porcentajes se podria deber a que en la comunidad
estudiada, los nifios tienen acceso a suplementos de
hierro, acido félico y cianocobalamina (vitamina
B12) en los colegios, auspiciados por una ONG que
trabaja en la localidad.

En el presente estudio no se encontré una re-
lacion directa entre la anemia y la parasitosis in-
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testinal. Estos resultados son opuestos a estudios
realizados en Malasia ( Ngui ef al., 2012, Filipinas
(Ezeamama et al., 2005) y Nigeria (Osazuwa et al.,
2011) donde si se pudo evidenciar una asociacion
significativa entre los individuos con infecciones
helminticas y la presencia de anemia. Esto se debe
probablemente a que nuestra poblacion de estudio,
como se menciond previamente, tiene acceso a su-
plementos vitaminicos, pudiendo compensar asi la
posible anemia causada por la parasitosis. Ademas,
la carga parasitaria no fue lo suficientemente alta
en ninguno de los casos como para atribuirle una
relacion de causalidad (Farid et al., 1969).

Es sabido que la infeccion por T trichura puede
llevar a una pérdida significativa de sangre debido
a su ubicacién intestinal; se ha demostrado que
en nifios infectados severamente se puede llegar a
una pérdida diaria de 8,6 ml de sangre y que una
infeccion por mas de 800 parasitos puede ocasionar
una anemia significativa (Farid et al., 1969).
Asimismo, la infeccion por 7. trichura se considera
un factor de riesgo para desarrollar anemia por
deficiencia de hierro (Ngui et al, 2012), ya sea
por la ingestion de este por parte del parasito o por
su deficiente absorcion en la superficie intestinal
(Robertson et al., 1992). En diferentes estudios se
ha logrado determinar una relacion directa entre la
infeccion por 7. trichura y la presencia de anemia
(Quihui-Cota et al., 2010; Ngui et al., 2012). En
nuestro estudio, el 41,7% de casos de T. trichura
presentaron algin grado de anemia.

Respecto a los niflos infectados por Anquilos-
tomideos, 60,0% de ellos presentd algin grado
de anemia. Se ha demostrado que, al igual que la
infeccion por T. trichura, los Anquilostomideos
producen anemia por deficiencia de hierro (Jonker
et al., 2012); cada parasito, individualmente, pue-
de llegar a causar una pérdida diaria de 0,2 ml de
sangre (Farid ef al.,, 1969). En el estudio realizado
por Robertson et al., (Robertson et al., 1992) se en-
contrd que las infecciones de baja intensidad por
mas de un parasito aumentan el riesgo de anemia.
Nosotros encontramos que el 46,2% de nifios poli-
parasitados presentaron algin grado de anemia.

La desnutricion crénica es un proceso por el
cual las reservas orgéanicas que el cuerpo ha ido
acumulando mediante la ingesta alimentaria se
agotan debido a una carencia caldrico-proteica.
El ultimo reporte realizado por el INEI-ENDES
(2010) indic6 que en el Peru existe un 17,9% de
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desnutricion crénica (21,7% en la selva). En el
estudio realizado se detectd que un 36,7% de nifios
present6 algiin grado de desnutricion cronica, como
se muestra en la Tabla 1 y la Figura 2, siendo este
valor mayor al reportado en el departamento de San
Martin (19,7%) (INEI-ENDES, 2010). El 68,8%
de nifios con desnutricion crénica se encontraban
parasitados. El principal mecanismo por el cual la
infeccion por helmintos causa o agrava un cuadro de
malnutricion e inhibe el crecimiento es mediante su
efecto anorexigénico, disminuyendo el consumo de
nutrientes en los pobladores afectados Stephenson
et al., 2000.

La principal limitacién de este estudio fue el
muestreo por conveniencia que se realizd, y que
solo pudo cubrir a 124 de los 274 niflos que habitan
en dicha comunidad. Ademads, no podemos saber si
los suplementos proporcionados por la ONG han
modificado los valores de anemia en la poblacion.

Podemos concluir que a pesar del apoyo brin-
dado por la ONG mencionada, la zona estudiada,
debido a sus caracteristicas medioambientales y sa-
nitarias, sigue siendo un drea endémica de diversas
parasitosis.

Por ultimo, se sugiere que el gobierno y las
instituciones competentes mejoren e implementen
nuevas estrategias en saneamiento ambiental y edu-
cacion, siendo esto crucial para disminuir las tasas
de anemia, desnutricién cronica y parasitosis in-
testinal en poblaciones de similares caracteristicas
epidemioldgicas.
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ABSTRACT

THE ROLE OF MEDICAL IMAGING IN THE DIAGNOSIS OF PARASITIC DISEASES

The involvement of medical images at different stages of diagnosis and treatment of various diseases
has been progressing systematically. Parasitology is no stranger to this trend, becoming imaging diagnosis
more and more relevant as diagnostic support. This study attempts to establish the current role of imaging
by analyzing 72 parasitic diseases with multivariate analysis techniques. We found that imaging has a role
in 53.2% and a high doagnostic specificity involvement in 17.8% of parasitic diseases. There are a group
of parasites which involved imaging virtually all diagnostic stages such as hydatidosis, fascioliasis and
neurocysticercosis and others in which imaging diagnosis has practically no role. The key role of imaging
is in supporting diagnosis (40.3%) extension delimitation of (41.9%) and evaluation of complications and
prognosis (43,5%).

Key words: Medical imaging, supporting diagnosis, imagen in parasitology.

RESUMEN

La participacion de las imagenes médicas en las diferentes etapas del diagnostico y tratamiento de
diferentes enfermedades ha ido progresando sistematicamente. La parasitologia no es ajena a esta tendencia,
siendo cada dia mas relevante como apoyo diagndstico. En este estudio se intenta establecer el rol actual de
la imagenologia mediante el analisis de 72 parasitosis con técnicas de analisis multivariado. Encontramos
que la imagenologia tiene algun rol en el 53,2% y una participacion diagnostica de alta especificidad en
un 17,8% de las parasitosis. Hay un grupo de parasitosis donde la imagenologia participa practicamente
en todas las etapas diagnosticas como la hidatidosis, neurocisticercosis y fasciolasis y otras en las que
practicamente no tiene ningln rol. El rol fundamental se encuentra en el apoyo diagnostico (40,3%), la
extension (41,9%) y complicaciones y pronostico (43,5%).
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INTRODUCCION

Desde el descubrimiento de W.K. Roentgen de
los rayos X en 1895, la medicina ha sido fuerte-
mente influenciada por las imagenes médicas. La
capacidad de ver estructuras dafiadas casi en forma
directa ha sido una gran contribucion al diagnos-
tico y seguimiento de las patologias. Esto ha sido
especialmente relevante en los tltimos afios con el
advenimiento de la ultrasonografia, la tomografia
computada y la resonancia magnética. A esto hay
que agregarle el progresivo incremento en la ca-
pacidad de almacenaje de informacion y procesa-
miento de imagenes médicas, que redunda en un
mejor analisis de la informaciéon (Gundermann,
2005; Ghang, 2001). La imagenologia participa
activamente en el diagnoéstico, etapificacion, segui-
miento y evaluacion de complicaciones de diferen-
tes patologias médicas y quirtrgicas.

La parasitologia médica no es ajena a esta ten-
dencia, existiendo cada dia mas estudios e¢ infor-
macion en referencia a diferentes parasitosis (Mar-
tinez et al., 2005; Palmer y Reeder, 2001; Haddad
et al., 2008). Asi, en un analisis preliminar se ha
propuesto que la imagenologia tendria algin rol en
aproximadamente 1/3 de las parasitosis y que ten-
dria algin grado de especificidad en 1/3 de éstas
(Canals, 1995). Sin embargo el rol de la imageno-
logia en las etapas diagnosticas de las parasitosis no
se encuentra suficientemente establecido ni cuanti-
ficado, siendo una incognita para la mayoria de los
médicos generales.

El objetivo de este estudio es estudiar y cuan-
tificar el rol de la imagenologia en las diferentes
etapas diagnosticas de las parasitosis.

MATERIAL Y METODO

Como muestra representativa se consideraron
las parasitosis presentes en las pulbicaciones de
Acha y Szifres (2003) y Atias (2006). En total fue-
ron 72 parasitosis que se clasificaron en: i) Protozo-
osis; ii) Trematodiasis; iii) Cestodiasis; iv) Acanto-
cefalosis y helmintiasis y v) Enfermedades produ-
cidas por artopodos. Se reviso en cada patologia el
rol de la radiologia clasificandolo en participacion
en: 1) Complicaciones y pronostico; 2) Delimita-
cion de extension; 3) Etapificacion; 4) Diagnostico
fortuito; 5) Apoyo diagndstico y 6) Diagnostico de

Rev. Ibero-Latinoam. Parasitol. (2012); 71 (2): 152-159

alta probabilidad. Para las ultimas tres categorias se
utilizaron las siguientes definiciones operacionales:
a) Diagnostico fortuito: aquel que se realiza durante
un examen con baja sensibilidad para la deteccion
de la parasitosis, pero que el hallazgo es altamen-
te especifico o casi inequivoco, como ocurre por
ejemplo al descubrir un Ascaris lumbricoides, en
un enema baritado; b) Apoyo diagnoéstico: es aquel
que se realiza con una buena sensibilidad pero con
baja especificidad para la parasitosis, como ocurre
por ejemplo en la colitis amebiana en un enema
baritado, donde se detectan signos de colitis sin la
suficiente especificidad para hacer diagnostico; c)
Diagnostico de alta probabilidad: es aquel que se
realiza con sensibilidad y especificidad suficientes
para proponer el diagnostico pero que no necesaria-
mente lo confirma, como ocurre habitualmente con
el diagnoéstico de quiste hidatidico.

Con esta clasificacion cada parasitosis que-
do caracterizada por un vector de 6 componentes
constituidos por 1 y ceros. Por ejemplo, el vector
(1,1,1,1,1,1) indicaba que la radiologia podia parti-
cipar en todas las categorias definidas. Asi, las ca-
tegorias no eran excluyentes.

A continuacion se realizé un analisis multiva-
riado de conglomerados (“clusters”) utilizando la
distancia de Manhattan y el método de agrupacion
de Ward con técnicas Q y R (Crisci y Lopez, 1983;
Manley, 2004). La técnica Q permitié agrupar las
categorias, determinando cuales de éstas es rele-
vante la participacion de la imagenologia en las
etapas diagnosticas de las parasitosis y la técnica R
permitié reconocer grupos de parasitosis en los que
la imagenologia tiene diverso rol.

RESULTADOS

Excluyendo las enfermedades producidas por
artropodos que forman un grupo aparte la imageno-
logia participa fundamentalmente en la evaluacion
de las complicaciones y prondstico (43,5%), deli-
mitacion de extension (41,9%) y apoyo diagnostico
(40,3%), teniendo un rol menor en la etapificacion,
diagnostico fortuito y de alta probabilidad. Estos
dos ultimos que en su conjunto corresponden aque-
llos diagndsticos “muy probables” constituyen el
17,8%. Los tres primeros niveles de participacion
de la imagenologia se mantienen en los diferentes
tipos de parasitosis, aunque varian levemente los
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Tabla 1. Participacion de la imagenologia en los diferentes tipos de parasitosis

Figura 1. Agrupamiento de las variables imagenoldgicas
relevantes en la evaluacion de las parasitosis segun
distancia de Manhatan y agrupamiento con método de
Ward. Complicaciones y pronostico (C'Y PRN), Extension
(EXT), Diagnoéstico de apoyo (DGA), Etapificacion
(ET), Diagnéstico fortuito (DGF) y Diagndstico de alta
probabilidad (DGAP).

porcentajes. Es decir en todos los grupos la ima-
genologia cumple fundamentalmente el mismo rol.
Sin embargo, llama la atencion una mayor parti-
cipacion en diagnosticos de alta probabilidad en
Trematodiasis (25%) y Cestodiasis (16,7%) lo que
puede estar indicando imagenes mas especificas o
caracteristicas (Tabla 1).

El analisis de conglomerados con técnica Q
muestra dos grupos fundamentales: (apoyo diag-
noéstico-complicaciones y prondstico-extension) y
(etapificacion-diagnoéstico fortuito-diagnostico de
alta probabilidad) (Figura 1). Esto indica que en la
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Protozoosis Trematodiasis Cestodiasis Acantocefalosis Total
y Helmintiasis
Complicaciones 46,7 50,0 25,0 43,5 435
y pronostico
Extension 40,0 50,0 33,3 43,5 41,9
Etapificacion 6,6 0,0 16,7 43 6,5
Apoyo
Diagndstico 26,7 50,0 333 47,8 40,3
Diagnostico
Fortuito 0,0 16,7 16,7 6,7 8,1
Diagnostico de 6,6 25,0 16,7 0,0 9,7
alta probabilidad
mayoria de las parasitosis la imagenologia partici-
v Pay pa en conjunto tanto en apoyo diagnoéstico, evalua-
. cion de extension y evaluacion de complicaciones
j— y pronostico. El segundo cluster es consecuencia de
=4 las imagenes caracteristicas de algunas parasitosis
er j que a la vez permiten etapificar y realizar diagnds-
. ticos fortuitos y de alta probabilidad.
]J El analisis de conglomerados con técnica R
oeAR muestra dos clusters fundamentales, uno donde
; = p p = = = la imagenologia tlen§ un rol relevante incluyen-
Distancia do amebas, Trematodiasis, enfermedad de Chagas

e hidatidosis entre otras relevantes, y otro cluster
donde la imagenologia tiene poco o ningun rol
como en las enfermedades producidas por artrépo-
dos, y algunas protozoosis y helmintiasis intestina-
les. Analizando mas en detalle es posible reconocer
4 grupos de patologias: Grupo I: La imagenolo-
gia solo tiene rol en deteccion de complicaciones
y prondstico; Grupo II: La imagenologia no tiene
ningun rol; Grupo III: La imagenologia participa
fundamentalmente en analisis de complicaciones
y pronostico, extension y diagnostico de apoyo, y
grupo IV: La imagenologia participa en practica-
mente todas las etapas y tiene imagenes especificas
(Figura 2).

DISCUSION
La imagenologia juega un rol relevante en algu-
na etapa diagnostica en aproximadamente un 53,2%

de las parasitosis, pudiendo proponer diagnostico
en cerca del 17,8% de éstas, lo que es un rol des-
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Figura 2. Agrupamiento de las parasitosis segiin la participacion de las variables. Complicaciones y pronostico (C' Y
PRN), Extension (EXT), Diagnostico de apoyo (DGA), Etapificacion (ET), Diagnoéstico fortuito (DGF) y Diagnostico
de alta probabilidad, segun distancia de Manhatan y agrupamiento con método de Ward.

tacado. Desde este punto de vista, hay dos conglo-
merados claramente diferenciables de parasitosis:
uno en que la imagenologia es muy relevante par-
ticipando fundamentalmente en el apoyo diagnos-
tico, la extension y evaluacion de complicaciones
y prondstico y puede tener imagenes especificas
(grupos III y IV) y otro en el que la imagenologia
tiene un rol secundario o nulo (grupos Iy II). El pri-
mer conglomerado coincide con las patologias mas
estudiadas, relevante y con mayor dafio anatomo-
patolégico (Palmer y Reeder, 2001; Haddad ef al.,
2008) en el que destacan las trematodiasis, cisticer-
cosis y la hidatidosis, que junto a la enfermedad de
Chagas forman un cluster muy cercano (grupo IV).
Las tres primeras producen imagenes de muy alta
especificidad. Por ejemplo Fasciola hepatica, tiene
imagenes muy caracteristicas en la ecotomografia
con zonas de parénquima heterogéneo, dilatacion
de la via biliar e imagenes heterogéneas e hipere-
cogénicas en el interior de la via biliar y o en la
vesicula. Ademas esto se traduce en tomografia
computada en imagenes hipodensas que dibujan
trayectos periféricos subcapsulares y alteraciones
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de la perfusion, lo que se encuentra asociado a los
trayectos inflamatorios y microabscesos que deja la
fasciola en su ingreso al higado desde el peritoneo.
Las imagenes en resonancia magnética son también
muy sugerentes, apareciendo €stos trayectos de alta
intensidad en las secuencias poderadas en T2, y con
la vision directa de defectos de llene lanceolados en
el interior de la via biliar (Cantisani et al., 2010).
Estos ultimos corresponden a las fasciolas adultas
que presentan una cuticula de baja intensidad de
sefial en las imagenes ponderadas en T1 y T2 pero
con alta sefial en los o6rganos internos del parasito
(Figura 3). También la imagenologia de la neuro-
cisticercosis ha sido muy estudiada, con imagenes
muy caracteristicas e incluso sus etapas se han cla-
sificado (Escobar 1983; Palmer y Reeder 2001, Del
Brutto, 2005; Haddad et al., 2008). Por ejemplo,
en la neurocisticercosis parenquimatosa cerebral se
han descrito las etapas 1) vesicular; ii) coloidal; iii)
nddulo-granular e iv) calcificada (Escobar, 1983),
evolucionando desde un quiste simple hipodenso
en la tomografia computada e hipointenso en T1 e
hiperintenso en T2 en la RM, hasta calcificaciones
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Figura 3. Deteccion de Fasciola hepatica en el interior
del colédoco con tacnica de colangioresonancia potencia-
da en T2. Se puede observar el parasito con su cuticula
de baja intensidad y d6rganos internos de alta intensidad
de sefial.

dispersas que aparecen hiperdensas en TC e hipo-
intensas en todas las secuencias en RM (Figura 4).
También se ha intentado caracterizar los cisticercos
mediante espectro RM (Chang et al., 1998; Jayacu-

mar et al., 2004). La hidatidosis por Echinococcus
granulosus ha sido perfectamente descrita tanto
para ecotomografia, TC y RM, existiendo clasifi-
ficaciones diversas para US y TC (Figura 5). Des-
graciadamente éstas no coinciden. Por ejemplo la
clasificacion de Garbhi (1981) para US clasifica los
quistes hidatidicos hepaticos desde el I al V, siendo
el I el quiste unilocular y el V el quiste calcificado,
mientras que en la clasificacion de Polat (2003) para
TC el quiste de tipo I es también el unilocular, pero
el tipo III es el calcificado y el IV es el complicado.
Por otra parte, la OMS (WHO 2003) propuso una
clasificacion evolutiva para US, donde los clasifica
en I: fértil; II: transicional y III: inactivo o calcifi-
cado, asemejandose a la clasificacion de Polat. Pa-
rece ser necesario una clasificacion de consenso ttil
para todas las técnicas: I: fértil (uni o multilocular);
II: en transicion; III: calcificado y IV: complicado
(Tabla 2). La enfermedad de Chagas también tiene
una imagenologia caracteristica, pero no tan espe-
cifica. En este caso el rol de la imagenologia se en-
cuentra fundamentalmente en el apoyo diagnostico
determinando la presencia o no de miocarditis, por
ejemplo a través de la elevacion de intensidad de
sefial en el miocardio en RM con medio de contras-
te (Gadolinio) en las secuencias T1, o la deteccion
y etapificacion de los mega-digestivos (Figura 6),
fundamentalmente megaesdfago y megacolon (Ma-

Figura 4. Estados coloidal y vesicular en neurocisticercos en resonancia magnética T1-Gadolinio a la izquierda y T2 a

la derecha. Gentileza del Dr. Aar6on Vidal.
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Figura 5. Quiste hidatidico hepatico con membrana desprendida y vesiculas hijas en una resonancia magnética

potenciada en T2.

Figura 6. Radiografia frontal de torax y lateral con contraste en paciente con enfermedad de Chagas (megaesofago).

tosso y Reeder, 1998; Palmer y Reeder 2001).
Dentro del grupo de las parasitosis en que las
imagenes tienen un rol relevante, también se en-
cuentran un grupo de patologias donde la imagen
no es lo suficientemente especifica pero que juega
un rol fundamental en el apoyo diagndstico, eva-
luacién de extension y en la evaluacion de com-
plicaciones como sucede por ejemplo, en las ame-
biasis, sean éstas amebas de vida libre (Acathamoe-
ba astronyxis, Balamuthia mandrilaris, Neigleria
fowleri) donde se detectan en TC y RM abscesos
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cerebrales, o Abscesos hepaticos amebianos o co-
litis amebiana por Entamoeba hystolitica, donde el
rol de la imagenologia es algo més especifico. En el
caso de los abscesos amebianos la conjuncion de la
epidemiologia de la zona geografica, la clinica y la
imagenologia orientan al diagndstico, aunque no lo
confirman. Del mismo modo las colitis amebianas
producen una engrosamiento de la mucosa del colon
y ulceras que aunque sugieren el diagndstico por la
pura imagen no permiten un claro diagndstico dife-
rencial por ejemplo con colitis pseudomembranosa,
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Tabla 2. Clasificaciones imagenolégicas del quiste hidatidico hepatico

Polat

Unilocular

IIa: multilocular
IIb:Imagen en roseta
Ilc: Quiste denso con
algunas calcifica-
ciones

Quistes muertos
(calcificados)

Complicado

Consenso (este
articulo)

=OMS

Quiste con membra-
nas desprendidas o
signos de degene-
racion (cambios en
densidad, ecogenici-
dad o intensidad de
sefial)

Quistes muertos
(calcificados)

Complicado

Garbhi 1981 OMS 2003
I Unilocular CL:Unilocular
CEl:Unilocular con
pared y contenido
CE2:Multivesicular
o multiseptada
1I Coleccion liquida Transicional (CE3):
con membranas se- Quiste com membra-
paradas de la pared  nas desprendidas de
la pared
I Quiste multilocular ~ CE4: Lesion hetero-
génea, sin vesiculas
CES5: Calcificado
v Contenido hipereco- -
génico
A% Calcificado -

tiflitis o colitis inflamatorias (Horton et al., 2000).
Tambian en la Esquistosomiasis la imagenologia
tiene un rol de apoyo y deteccion de complicaciones
determinando la presencia de infartos pulmonares,
hipertensiéon pulmonar, dafio hepatico e hiperten-
sion portal en el caso de Schistosoma mansoni'y S.
Jjaponicum y detectando las calcificaciones, com-
promiso de la via urinaria y posibilidad de neoplasia
en S. haematobium (Palmer y Reeder 2001).

Hay un grupo que aunque la imagenologia no
juega un rol directo, si tiene un rol en la determi-
nacion de complicaciones y pronodstico (grupo I),
como podria ocurrir por ejemplo en una perfora-
cion intestinal por microsporidium (Haddad et al.,
2008). Hay, sin embargo, un grupo de patologia en
que la imagenologia no juega un rol relevante como
en el caso de las enfermedades producidas por ar-
tropodos como el aracnoidismo, la tungiasis, o la
escabiosis. Tampoco en muchas entero protozoosis
tiene mucho que decir, o en acantocefalosis y ente-
robiosis. En éstos casos es la clinica y el laboratorio
quienes tienen rol diagnostico.

El rol de la imagenologia es cambiante. Asi en
1995, un analisis similar sugeria que sélo en 1/3
de las parasitosis la imagenologia tenia un rol rele-
vante y que de éstas en 1/3 jugaba un rol de mayor
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especificidad (Canals, 1995), lo que contrasta con
la situacion actual. Esto se debe fundamentalmente
a dos factores correlacionados: 1) el avance tecno-
logico en la obtencion, calidad, registro y analisis
de imagenes, y 2) al mayor conocimiento de la ana-
tomia patologica del dafio parasitario, especialmen-
te en las parasitosis de baja frecuencia o de zonas
geograficas aisladas. En este sentido, es posible que
en alglin tiempo, alguna parasitosis poco conocida
o descrita pueda ser mejor caracterizada en la me-
dida que se describan y publiquen los hallazgos de
imagen.
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ABSTRACT

MODIFICATION OF NURSE CELL FROM TRICHINELLA SPIRALIS IN LONG EVANS
RATS INMUNIZED WITH SOLUBLE TOTAL ANTIGEN OF TRICHINELLA SPIRALIS AND
SACRIFICED AT DIFFERENT TIMES

The purpose of this study was to evaluate the changes in the 7' spiralis’ nurse cell in Long Evans rats
immunized with Total Soluble Antigen T spiralis sacrificed at different times. We worked with 25 male rats
of two and a half months old, immunizing 20 of them. Then, the 25 rats were challenged with meat infected
with T spiralis, making the sacrifice of five rats each month, plus a rat control during 4 months to slaughter
it; the techniques are carried out directly: on-board compression, artificial digestion and Hematoxylin-
Eosin; indirect techniques of MIDD and Western Blot were applied for the serums. The result: a reduction
in worm load. The maximum effects of protection were observed in the ultimate sacrifice after spending
four months. The most obvious change to the nurse cell was a modification of the cyst and parasite’s spiral
loss. Changes in the nurse cell of 7. spiralis in Long Evans rats’ tissues immunized with AST and sacrificed
at different times were evident with direct techniques of C/P, D/A and staining of H/E, we observed that the
encystment was lost and the spiral was no longer viable, being statistically significant (P < than 0.01).

Key words: Trichinella spiralis, nurse cell, changes, TSA, different times.

RESUMEN

El proposito de este trabajo fue evaluar las modificaciones de la célula nodriza de 7. spiralis en ratas
Long Evans inmunizadas con Antigeno Soluble Total de 7. spiralis y sacrificadas en diferentes tiempos.
Se trabajd con 25 ratas macho de 2 meses y medio de edad, inmunizando 20. Posteriormente las 25 ratas
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MODIFICACION DE LA CELULA NODRIZA DE T. SPIRALIS

fueron retadas con carne infectada de 7. spiralis, realizando el sacrificio de 5 ratas cada mes, mas una
rata control por 4 meses, al sacrificarlas se les realiz6 técnicas directas de compresion en placa, digestion
artificial y la técnica de Hematoxilina-Eosina; a los sueros se les realizé técnicas indirectas de MIDD
y Western Blot. Se obtuvo una disminucién en la carga parasitaria. El efecto maximo de proteccion se
observo en el tltimo sacrificio después de haber transcurrido 4 meses. La modificacién mas evidente a la
célula nodriza fue la modificacion del quiste y pérdida del espiral del parasito. Las modificaciones en la
célula nodriza de T spiralis en tejidos de rata Long Evans inmunizadas con AST y sacrificadas en diferentes
tiempos fue evidente con las técnicas directas de C/P, D/A y la tincién de H/E, se observa cémo se pierde
el enquistamiento y la espiral ya no es viable, siendo estadisticamente significativo con un valor de P < de

0,01.

Palabras clave: T. spiralis, célula nodriza, modificacion, AST, diferentes tiempos.

INTRODUCCION

La trichinellosis constituye una enfermedad
zoonotica cosmopolita producida por el nematodo
Trichinella spiralis el cual involucra en su ciclo de
vida principalmente al cerdo, la rata y al hombre.
Sin embargo, puede afectar a todos los animales
carnivoros ya que su transmision se produce a
través de la ingesta de carne cruda o semi cruda de
animales portadores de larvas (L1) del parasito en
sus musculaturas.

En nuestro medio, los mecanismos mas impor-
tantes para mantener la trichinellosis son, sin duda,
los ciclos rata-cerdo y cerdo-cerdo, dada la crian-
za doméstica improvisada de cerdos, sin ninguna
guia de zootecnia o sanitaria, con alimentacion de
desechos de comida, ademas de lo que en su libre
deambular encuentre.

Su ciclo bioldgico contempla dos fases: una
entérica en donde las LI son liberadas en el
estomago de los carnivoros debido a la accion
de los jugos gastricos y luego migran al epitelio
columnar e intestino delgado en donde rapidamente
se diferencian sexualmente y realizan la copula,
los machos mueren y las hembras penetran en la
mucosa intestinal y liberando larvas recién nacidas
(LRN) las que por via linfatica inician y cumplen
la fase parenteral En esta fase las LRN llegan a
los musculos principalmente diafragma lengua,
laringe, intercostales, biceps y pectorales. La LRN
aumenta su tamafio, empieza a enrollarse e induce
la formaciéon de un quiste, puede permanecer
estable durante toda la vida del hospedero o
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calcificarse. El ciclo se inicia nuevamente cuando
estas larvas musculares son ingeridas (LI) por un
nuevo huésped carnivoro, incluyendo el hombre.
(Cabral et al., 1990).

La prevalencia de la trichinellosis es mayor
en las naciones en vias de desarrollo, donde las
condiciones socio econdmicas y de insalubridad
ambiental favorecen su transmision, como sucede
en el area de América Latina (Cabral et al., 1990;
Despommier, 1997). En México se han presentado
numerosos brotes epidémicos de esta zoonosis,
tanto en la capital de la Reptblica Mexicana como
en diferentes estados y porque no se diagnostica
con frecuencia en los humanos (Cabral et al/, 1990;
Lanzas et al., 1995).

Todos los parasitos, incluyendo la 7. spiralis,
escapan a la inmunidad protectora mediante la
reduccion de su inmunogenicidad o la inhibicion
de las respuestas inmunitarias de los huéspedes.
Los parasitos cambian sus antigenos de superficie
durante sus ciclos vitales de dos formas. La primera
es el cambio de la expresion antigénica segun su
estadio (adultos o larvas). El segundo ejemplo es
la continua variacion de los principales antigenos
de superficie de los Trypanosomas africanos. Una
consecuencia de la variacion antigénica en los
parasitos es que resulta dificil vacunar a individuos
de forma eficaz contra estas infecciones (Abbas,
2002; Lanzas et al., 1995).

El objetivo de este trabajo sera detectar los cam-
bios de la célula nodriza de T. spiralis en ratas Long
Evans inmunizadas con Antigeno Soluble Total del
parasito y sacrificadas en diferentes tiempos.
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MATERIAL Y METODOS

Material y métodos

Modelo experimental 25 ratas Long Evans
machos de 2 meses y medio de edad, formando 5
grupos (A,B,C,D,E) con 5 ratas cada uno:

Grupo A. 5 ratas las cuales fueron inmunizadas
cada semana por 4 ocasiones, a la quinta
semana se infectaron con 500 LI de T’ spiralis
via oral. Dejando un mes la infeccion para
continuar con el sacrificio al término del
tiempo establecido.

Grupo B. 5 ratas las cuales fueron inmunizadas
cada semana por 4 ocasiones, a la quinta semana
se infectaron con 500 LI de 7. spiralis via oral,
se dejo por dos meses la infeccion y luego se
efectu6é el sacrificio al termino del tiempo
establecido.

Grupo C. 5 ratas las cuales se inmunizaron cada
semana por 4 ocasiones, a la quinta semana se
infectaron con 500 LI de T spiralis via oral, se
dejo por tres meses la infeccion y posteriormente
se sacrificaron.

Grupo D. 5 ratas mismas que fueron inmuniza-
das cada semana por 4 ocasiones, a la quinta
semana se infectaron con 500 LI de T spiralis
via oral. Dejando cuatro meses la infeccion para
continuar con el sacrificio al término del tiempo
establecido.

El grupo E. (Control) formado por 5 ratas sin in-
munizar, a la quinta semana del experimento se
infectaron con 500 LI de 7. spiralis via oral. Sa-
crificando una rata por cada grupo experimental
cada mes.

Los animales fueron sangrados via ocular en la
pre-inmunizacion y post-inmunizacion para ob-
tener suero, luego se realizo técnicas indirectas
(MIDD, IET).

Se sacrificaron cada grupo de trabajo con una
sobredosis de anestésico volatil (Halotano).
Por diseccion se obtuvo musculo esquelético
(macetero, lengua, pierna, diafragma) para
realizar técnicas directas (C/P, D/A, cortes
histolégicos, conteo de carga parasitaria).

Las vias de inmunizacion en las ratas se

presentan en la Tabla 1. En cada inmunizacion se
aplicaron 10 pl de AST de T spiralis.
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Tabla 1. Vias de inmunizacion

Etapa de inmunizaciéon  Via de inmunizacion

1 era. Intradérmica

2 da. Subcutanea

3 era. Intramuscular

4 ta. Intraperitoneal
METODOLOGIA

A) Técnicas directas

Compresion en placa: Presionando entre dos
laminillas de vidrio, verificando la presencia de T.
spiralis, en objetivo de (10X) (Del Rio et al., 1986).
Al sacrificar a los animales se obtiene tejido mus-
cular 0,5 gr (pierna, lengua, diafragma, macetero)
por triplicado. Observandolo al microscopio.

Digestion artificial: El proceso se llevo
a cabo a 37° C por 24 horas segin el método
descrito por Del Rio ef al., en 1986, donde se
colocan aproximadamente 30 g de tejido infectado
triturado, en un tamiz de tul, en forma de saco;
suspendido en una solucion de 3,5 ml de HCL, 1,75
gramos de pepsina y 500 ml de agua destilada en un
embudo de separacion; transcurridas las 24 horas se
procedio a separar las LI que se depositaron en el
fondo del embudo de separacion y se recolectaron
en un tubo conico (Del Rio ef al., 1986).

Técnica de cortes histolégicos: Los tejidos
musculares se conservaron en formol al 10%
hasta el momento de ser sometidas al proceso de
inclusion en parafina. La metodologia de la técnica
se llevo a cabo de acuerdo a lo propuesto por las
Fuerzas Armadas de USA. (Manual of Histologic
1957 a,b).

Elaboracién del Antigeno Soluble Total
de T. spiralis: Las LI de T. spiralis se colocaron
en un mortero con un inhibidor de proteasas
(PMSF) 20 pl/ml; y continuando con la extraccion
por nitrégeno liquido para romper la estructura
del parésito, y permitir extraer su contenido
antigénico. Se centrifugd por 1 hora a 4° C a
10.000 rpm. Continuando con la separacion de la
parte soluble la que nos interesa, a la cual se le
realizé la determinacion de proteinas para saber
la concentracién del antigeno soluble total de T
spiralis.( Bradfort, 1976).
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B) Técnicas indirectas

Microinmunodifusion doble (MIDD): Prueba
conocida como de Outcherlony, (Ouchterlony O.
1958), se disolvio agar al 1% (0,9 mg de agar) en
100 ml de solucion de fosfatos (PBS) y azida de
sodio al 1% (como conservador) dejandose hidratar
por 5 min continuando con un calentamiento hasta
su ebullicion.

Se dejé enfriar entre 55 - 65° C, luego el agar
se depositd en portaobjetos con una cantidad de
aproximadamente de 4,5 ml dejandolo gelificar por
30 min a temperatura ambiente. Se guardaron los
portaobjetos a 4° C en camara himeda durante 18
hrs.

Se hicieron pozos en forma de flor, con 6 pozos
periféricos y uno central, se colocaran 10 pl de
la muestra antigénica en el pozo central y en los
periféricos el suero de cada rata del estudio, asi
como controles positivos y negativos (Ouchterlony
1958).

Dejando difundir por 24 hrs a temperatura
ambiente en una camara humeda, para observar los
resultados de la interaccion antigeno-anticuerpo
que presenten los sueros de cada rata.

Inmunoelectrotransferencia (IET): Los
geles que contienen la separacion del antigeno
soluble total de 7. spiralis por PAGE, no tefiidos
se transfirieron a un papel de nitrocelulosa de
acuerdo al método descrito por Towbin, se utilizo
una camara de Transblot-cell (Bio-Rad®) a 29
volts, durante toda la noche a 4° C. Se detectaron
las bandas especificas de la interaccion antigeno-
anticuerpo por medio del relevado con 3,3
diamino-benzidina (DAB), 50 mg en 100 ml de
PBS, agregandole 20 pl de peréxido de hidrogeno
al 30% a 4°C (Laemmiil ef al., 1990; Towbin ef al.,
1979).

RESULTADOS

Los resultados se presentan en las Figuras 1- 6.

Se obtuvo una disminuciéon en la carga
parasitaria. El efecto maximo de proteccion se
observo en el tltimo sacrificio después de haber
transcurrido 4 meses. La modificacion mas evidente
a la célula nodriza fue la modificacion del quiste y
pérdida del espiral del parasito.

Las modificaciones en la célula nodriza de T.
spiralis en tejidos de rata Long Evans inmunizadas
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con AST y sacrificadas en diferentes tiempos fue
evidente con las técnicas directas de C/P, D/A 'y
la tincion de H/E, se observa cémo se pierde el
enquistamiento y la espiral ya no es viable, siendo
estadisticamente significativo con un valor de P <
de 0,01.

LI de T. spiralis obtenidas
por la técnica de D/A

Figura 1. A) Se observa al microscopio 6ptico de luz con
40X LI de T. spiralis después de digestion con pepsina
ejemplares del grupo control del modelo experimental
con un promedio de 15 LI por campo en espiral. B) LI
del cuarto sacrificio, no se observa el espiral y estan
fraccionadas por lo que ya no son viables.

Técnica directa cortes histologicos
compresion en placa

Figura 2. Se observa LI dentro de la célula nodriza al
microscopio optico de luz 10X A) Tejido de pierna del
grupo control en el cual se observa un promedio de 15
LI de T spiralis por campo, B) Tejido de diafragma del
cuarto sacrificio se observa cuticula externa casi pérdida,
CN paralela a las fibras musculares, pérdida definitiva de
los polos o par de 16bulos, presencia de masas de células
adiposas, una CN por campo, en los polos hay precipita-
dos finos granulares por toda la capsula.
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Técnica directa cortes histologicos Hematoxilina-Eosina modificacion de célula nodriza

Figura 3. Se observa al microscopio
optico de luz cortes histologicos
con técnica H/E, A) 10X y B) 40x
tejido de macetero, grupo control
infectado con 7. spiralis y sin ningiin
tratamiento se observa presencia de
células polimorfonucleares, presencia
la LI de T spiralis enquistada y
enroscada con cuticula externa
en forma alargada, con su polos
extremos oscuros, C) 10X y D) 40X
tejido de pierna del cuarto sacrificio,
no se observan CN enquistado en
tejido muscular.

Técnica indirecta MIDD

Figura 4 Se observa la interaccion
Ag-Ac contra T, spiralis. Pozo del
No. 1 al 4y 7 al 10 suero de animales
inmunizados e infectados, pozo No.
5 y 11 negativos, pozo No. 6 y 12
positivos.

M Figura 5. Se aprecia el complejo
200 kDa inmune Ag-Ac de 7. spiralis. Carril
1165 kDa (1 a 6) suero de animales pre-

’ inmunizados, en el carril 1 al 6 no se
87 4k Da detecta bandeo, carril (7 a 8) suero de
66.2kDa 67 kDa | animales inmunizados e infectados,

se detecta el complejo inmune Ag-
45kpa AC carril 9 suero positivo, carril 10
45kDa suero negativo, carril (11 a 18) suero
31kDa de animales inmunizados e infectados
y se aprecia el complejo inmune Ag-
Ac, se observa el predominio de una

banda de 45 kDa.
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Cambios histoldgicos de la CN de T. spiralis por la técnica HE
12F 1 HE
1 W1 Fusiforme
. 0 7 I 2 CN redondeada (perdida de polos)
T sk 1 @83 Aumento de polimorfonucleares
€ I ¢ Rompimiento de capsula Figura 6. Representacion en porcen-
0 6F 4 35 Lifragmentada taje de los cambios morfologicos ob-
o 36 No se obsena CN servados mediante la técnica de H/E
0? iF 7 y la frecuencia en la que estos apa-
18 ] recen. Los porcentajes sobresalientes
I en los grupos A, B y C son del 10%
0k 4 indican presencia de polimorfonu-
A ) ¢ ) cleares y en el grupo D el 10% indica
fragmentacion de la LI y desapare-
GFUPOS ciendo la CN.
DISCUSION las fases del parasito, se produce una inmunidad

La trichinellosis constituye en la época actual
uno de los problemas graves que afectan la salud
humana y de las 32 especies de nematodos que
parasitan al hombre se ha sefalado a T. spiralis
como la mas peligrosa (Cabral et al, 1990), con
mayor complejidad antigénica por consecuencia en
la especie humana la infeccion por trichinellosis
presenta manifestaciones clinicas y la diversidad
de signos y sintomas hacen dificil el diagnostico
clinico (Cabral ef al., 1990) que puede pasar como
asintomaticas y la patologia de 7. spiralis depende
de varios factores, pero esta estrechamente relacio-
nada con la carga parasitaria; edad y la inmunidad
adquirida los casos graves siempre se deben a in-
fecciones intensas, pues por un lado son conse-
cuencia de la agresion directa del parasito durante
su migracion y por otro, de la reaccion inflamatoria
desencadenada; esta tiltima puede causar complica-
ciones cardiacas (miocarditis, insuficiencia cardia-
ca o arritmias), neuroldgicas, (encefalitis, meningi-
tis, convulsiones, alteraciones visuales o auditivas)
o pulmonares (neumonitis, pleuresia). Los casos
mortales suelen ser consecuencia de miocarditis
(Chomel et al., 1993; Pozio y La Rosa, 1990).

Nuestros resultados demostraron que se tuvo un
efecto de proteccion total con el AST y posterior a
la infeccion con 7. spiralis hubo una disminucion
de LI, esto fue evidente en el transcurso del
experimento utilizando métodos de diagnodstico
directos e indirectos.

El estimulo antigénico que es determinado por
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general (Cabral et al., 1990), formando anticuerpos
contra los antigenos esto hace que inhiba el
desarrollo normal del parasito.

Las modificaciones en la célula nodriza de T
spiralis en tejidos de rata Long Evans inmunizadas
con AST y sacrificadas en diferentes tiempos fue
evidente con las técnicas directas de C/P, D/A 'y
la tincion de H/E, se observa como la T. spiralis
pierde su enquistamiento, su espiral y se encuentra
fragmentada por lo que ya no es viable, obteniendo
resultados que son estadisticamente significativos
con un valor de P <de 0,01.

En el presente estudio se demostro en la trichi-
nellosis experimental como en la infeccion natural
existe un estado de inmunidad y resistencia adqui-
rida. La inmunidad total y el estado de resistencia
de un hospedero se deben en parte a los estimulos
antigénicos.
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ABSTRACT

SCHISTOSOMIASIS AND OTHERS PARASITIC DISEASES IN ZUATA, EDO ARAGUA,
VENEZUELA 2008-2009

Schistosomiasis is a parasitic disease caused by helminth digenetic trematodes of the genus Schistoso-
ma, of which three species affect humans: Schistosoma japonicum present in Asia, Africa and Schistosoma
haematobium Schistosoma mansoni latter is the cause of the disease in America. Venezuela is considered a
tropical country that meets all weather conditions, socioeconomic and cultural development and establish-
ment of this parasite. The endemic area covers an area of bilharzigena 15.000Km2, ie, 1.6% of the country
with a high risk population of 200 000 inhabitants. To this end, 101 samples were evaluated for immune
testing by ELISA for schistosomiasis and 102 samples for parasitological analysis by the methods: saline
0.85% iodine solution, Faust, Baermann and Kato, collected from three community colleges of Zuata,
Aragua State. Any resulting frequency of schistosomiasis by the Kato method and immune coproparasito-
logy ELISA. Stool testing in high prevalence throw protozoa (34.31%) for helminths with a percentage of
13.72%, representing a serious public health problem for children and youth in the community. In addition
there was an 51.96% of samples without parasites. Children aged 9 to 11 years were the most affected
with these parasites and the incidence of parasites by sex, females accounted for a higher prevalence with
26.47%, although the differences in men is greater.

Key words: Esquistosomiasis, Diagnostico, Frecuencia, helmintos, protozoarios.

RESUMEN

La esquistosomiasis es una parasitosis causada por helmintos trematodes digéneticos del Género
Schistosoma, del cual tres especies afectan al hombre: Schistosoma japonicum presente en Asia,
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Schistosoma haematobium en Africa y el Schistosoma mansoni este Gltimo es el causante de la enfermedad
en América. Venezuela es considerada un pais tropical que cumple con todas las condiciones climaticas,
socioecondmicas y culturales para el desarrollo y establecimiento de esta parasitosis. El area endémica
bilharzigena tiene una superficie de 15.000 Km?, es decir, el 1,6% del territorio nacional con una poblacion
de riesgo de 200 mil habitantes. Para tal fin se evaluaron 101 muestras para pruebas inmunitarias por
el método de ELISA para esquistosomiasis y 102 muestras para analisis coproparasitologicos mediante
los métodos: solucion salina al 0,85%, solucion de lugol, Faust, Baermann y Kato; recolectadas en tres
colegios de la comunidad de Zuata, Estado Aragua. Resultando ninguna frecuencia de esquistosomiasis por
el método coproparasitologico Kato e inmunitario ELISA. En el analisis coproparasitologico arrojo una
alta prevalencia para los protozoarios (34,31%) con respecto a helmintos con un porcentaje del 13,72%,
lo que representa un serio problema de salud publica para los nifios y jévenes de la comunidad. Ademas
se presentd un 51,96% de muestras sin parasitos. Los nifios con edades comprendidas entre 9 a 11 aflos
fueron los mas afectados con dichas parasitosis y en la frecuencia de parasitosis por sexo, las hembras
representaron una mayor prevalencia con un 26,47%, aunque las diferencias en cuanto a los varones no es

mayor.

Palabras clave: Esquistosomiasis, Diagnostico, Frecuencia, helmintos, protozoarios.

INTRODUCCION

Las parasitosis intestinales constituyen un serio
problema de salud publica, debido a que se encuen-
tran entre las enfermedades mas prevalentes dentro
de las infecciones tropicales. Estas parasitosis han
sido definidas como: toda relacion ecoldgica de-
sarrollada entre individuos de especies diferentes
donde se verifica a parte de una asociacion intima y
duradera, una dependencia metabolica de grado va-
riable. El parasitismo intestinal se presenta cuando
una especie vive dentro del hospedador en el tracto
gastrointestinal y el parasito compite por el consu-
mo de sustancias alimentarias (Incani et al., 1996).

En el mundo los parasitos intestinales afectan a
mas del 10% de la poblacion en paises en desarro-
llo y, seglin sea la gravedad de la infeccion, pueden
causar desnutricion, anemia o retraso en el creci-
miento. Los nifios y las nifias son especialmente
vulnerables a los parasitos y, por lo general, tienen
mayor cantidad de helmintos en sus intestinos, don-
de 400 millones de afectados son de edad escolar
(UNICEF, 2003).

En términos generales se considera que existe
hoy dia una poblacion mundial de 1.110 millones
de personas infectadas por cestodes, 240 millones
por trematodes y 3.200 millones por nematodes.
De igual manera se acepta que del 20-50% de la
poblacion mundial se encuentran afectada por
protozoarios (generalmente Giardia y Amebas)
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incluidos los paises desarrollados, por tal razén
se debe comprender con exactitud la magnitud del
problema (OMS, 2004).

Actualmente los paises de América latina
y el Caribe reflejan problemas asociados, con
bajo nivel de ingreso econdmico, un crecimiento
volatil, gran concentraciéon de riquezas y pobreza
extrema; lo que ha traido como consecuencia unas
condiciones precarias de salud poblacional. Por lo
tanto, representa un aumento de las enfermedades
parasitarias (OMS, 2004).

Venezuela por estar ubicada en una zona tro-
pical presenta todas las caracteristicas climaticas,
socioecondmicas y culturales para el desarrollo de
las parasitosis, no existiendo ninguna porcion del
territorio donde no se observe la prevalencia de
parasitos en la poblacion humana. Siendo princi-
palmente las zonas costeflas cuyo clima favorece
las condiciones ecoldgicas para el desarrollo de los
agentes etioldgicos productores principalmente de
esquistosomiasis (Incani, 1987).

Dentro de la familia de este tipo de parasito se
encuentran cinco especies de Schistosoma que afec-
tan al hombre, siendo las mas frecuentes: S. japoni-
cun, S. haematobium, S. mansoni, S. interculatum,
S. mekongi. Resultando el Schistosoma mansoni la
Unica especie que afecta al continente americano y
por consiguiente a Venezuela, ocasionando el cua-
dro clinico denominado Esquistosomiasis (Incani,
1987).
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La Esquistosomiasis o Bilharziasis es una en-
fermedad producida por trematodes dioicos perte-
necientes a la familia schistosomatoidae y al géne-
ro Schistosoma, la especie S. mansoni se distribuye
principalmente en Africa, América del sur y las re-
giones de las cuencas del Caribe (Venezuela, Santo
Domingo, Puerto Rico, Guadalupe, Martinica, San-
ta Lucia y otras Antillas), y de las costas Atlanticas
(Brasil y Surinam) (OMS, 1997).

La esquistosomiasis afecta a mas de 200 mi-
llones de personas con un riesgo de infeccion de
600 millones de habitantes en 74 paises tropicales y
subtropicales del mundo en desarrollo; afecta pro-
bablemente a mas de 10 millones en nuestro conti-
nente (Alarcon et al., 1997; Mirkin et al., 2000).

Esta enfermedad es una afeccion fundamental-
mente cronica, que debilita severamente a quienes
las padecen, reduce su capacidad productiva y limi-
ta su perspectivas de progreso econdémico y social
(Mirkin et al., 2000).

En Venezuela, segun estudios anteriores, las
areas endémicas se distribuyen en aquellas zonas
donde se encuentran los embalses, rios y otras
cuencas de aguas dulces, es donde se encuentra
el hospedador intermediario del S. mansoni,
Biomphalaria glabrata, un caracol planorbideo el
cual es necesario para cumplir parte del ciclo de
vida del parasito para alcanzar el estadio infectante
para los humanos. Este hospedador no es el unico
pero si el mas importante que se encuentra en el
territorio nacional (Balzan, 1992).

A menudo se subestima la importancia de la
esquistosomiasis para la salud publica por dos
razones primero: como ocurre con la gran mayoria
de las enfermedades helminticas, en toda comunidad
la distribucion del parésito es generalizada y a su
vez desequilibrada es decir un numero pequeilo de
persona tienen infecciones y enfermedades graves,
mientras que otro grupo presentas infecciones mas
leves y menos sintomaticos. Otras personas tienen
muy pocos parasitos y son asintomaticos. Segundo:
las enfermedades graves generalmente aparecen
al cabo de varios afios de infeccion silenciosa o
levemente sintomatica lo cual constituye un serio
problema de salud publica de enormes proporciones
(OMS, 1993).

Esta investigacion se enfoco primordialmente
en el estudio de la frecuencia de la esquistosomiasis
y otras parasitosis intestinales en la poblacion de
Zuata en el estado Aragua, durante el afio 2007.
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Dicha regioén tiene una superficie de 63,14 Km?,
una densidad habitacional de 387 por Km? y con
una poblacion de 29.473, segln el ultimo censo
realizado en el ano 2002 por Alarcén et al., Se
considera endémica ya que segun los ultimos
estudios realizados sefiala que las comunidades de
Curia y de Zuata cumplen con todas las condiciones
necesarias para que se desarrolle el hospedador
intermediario y esto porque se encuentran irrigadas
por tributarios del rio Aragua y afluentes del
embalse de Zuata. Comportandose el mismo como
habitat de dicho hospedador intermediario (Alarcon
de Noya et al., 2003).

El estudio comprendié la parte de analisis
coprologico, como analisis serologico debido a
que esta enfermedad en el pais se caracteriza por
tener baja intensidad de transmisién parasitaria,
menos de 100 huevos/gramos de heces por lo que
un diagnostico basado en coprologia desestimaria
la prevalencia certera de la infeccion (Alarcon de
Noya, 2002).

MATERIALES Y METODOS

Analisis Coproparasitolégico: En cuanto a las
muestras de heces se les determiné las  caracteris-
ticas macroscopicas (consistencia, aspecto, color,
olor presencia de restos de alimentos y moco). Se
midi6 el pH (con la cinta reactiva), luego se registro
en una hoja de reporte.

Inmediatamente se procedié al montaje de los
diferentes métodos de diagnostico coproparasitolod-
gico en busca de la presencia de parasitos. Para ello
se aplicaron a cada una de las muestras los métodos
que a continuacion se describe:

Examen Directo

Con Solucién Salina Fisiologica (SSF) al
0,85%: La solucion salina fisiologica constituye
el medio mas adecuado para todos los estadios de
los parasitos intestinales. Los trofozoitos y quistes
de los protozoarios se presentan refringentes; en
los trofozoitos, cuando estan vivos, se aprecian
muy bien las caracteristicas de sus movimientos
ademas de algunas estructuras como los cuerpos
cromatoidales, globulos rojos son mas facilmente
reconocibles en este tipo de examen (Botero y
Restrepo 2003; Atias, 1997).

Con Solucion Lugol: La solucion de Lugol
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se uso, en principio, para teflir los quistes, con la
finalidad de determinar el niimero y la estructura de
sus nucleos. Asi mismo, también tifie las masas de
glucogeno en los quistes. Los nucleos de la forma,
tanto vegetativa como quistica, son invisibles en
las preparaciones con solucion salina. No obstante,
esta solucion no es satisfactoria para colorear
trofozoitos, porque distorsiona la morfologia total
del organismo (Botero y Restrepo, 2003). Se llevo a
cabo de la misma forma que para el examen directo
solucion fisiologica, pero se sustituye por el uso de
la solucion Lugol (solucién de Dobell y O’Connor)
(Botero y Restrepo, 2003).

Método de FAUST (flotacion por sulfato de
zinc): Esta técnica se uso para el diagndstico de
los protozoarios intestinales que emiten quistes con
las heces. Esta técnica permite concentrar huevos
livianos de Anquilostomideos spp y de Hymenolepis
nana asi como también permite concentrar huevos
fértiles de Ascaris lumbricoides y de Trichuris
trichiura.

Método de BAERMANN: Este método es
el mas indicado para realizar el diagnostico de
strongyloidiasis, para concentrar larvas a partir de
materias fecales, cultivos o tierra. Se fundamenta en
la atraccion que tiene las larvas por la temperatura
calida.

Método de KATO: Esta técnica es util para
detectar la presencia de huevos de helmintos que
son ovipuestos por la hembra gravida en la luz
intestinal y que son arrastrados con las heces al
exterior.

ANALISIS PARA
PRUEBAS INMUNITARIAS

A.- ELISA-ASH-MPS (Antigeno Soluble de
Huevos- Meta Periodato de sodio)

El ELISA se basa en la deteccion de antigeno-
anticuerpo, a través de dos reacciones; la primera
con la anti-inmunoglobulina humana marcada
con una enzima y una posterior que consiste en
la revelacion de las reacciones previas, con el
sustrato correspondiente del enzima. Esta tltima
reaccion se traduce en color, pudiéndose entonces
cuantificar en un espectrofotometro siendo el
punto de corte 0,160. Valores mayores a este punto
de corte seria positiva la prueba (Alarcon de Noya
et al., 2002).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se estudio la frecuencia de esquistosomiasis y
otras parasitosis intestinales enunapoblacionde 101
nifios escolares y jovenes en edades comprendidas
entre 6 y 15 aflos, provenientes de tres colegios de
la comunidad de Zuata, obteniéndose los siguientes
resultados:

En el andlisis de frecuencia de protozoarios de
la muestra en estudio, resulté que el 51,96% de la
poblacion estudiada, no se observaron formas para-
sitarias (NSOFP) en las muestras analizadas, mien-
tras que el 12,70%, de nifios y jovenes se encontra-
ban parasitados con Endolimax nana representando
esta la mayor prevalencia de parasitos. El parasito
con menos frecuencia fue lodamoeba biistchlii con
un 0.98% (Figura 1).

Entre los helmintos con mayor prevalencia se
encontraron: huevos de 4. lumbricoides infértiles
con (5,88%) y el de menor fue huevos de T
trichiura con un 3,90% (Figura 2).

La frecuencia de parasitismo por los tres cole-
gios estuvo representado en aquellos nifios y nifias
estudiantes de la U.E.E Primitivo de Jestis con un
54,71%, seguido de la U.E.E Negra Matea (33,96),
siendo los jovenes del Liceo Bolivariano “Zuata”
los menos parasitados (11,32%) como se puede ob-
servar en la (Figura 3).

En el estudio inmunitario mediante la técnica de
ELISA, para la determinacion de prevalencia de la
esquistosomiasis, resultd que el 100% de la mues-
tra en estudio fueron negativos. Por lo que, no hay
presencia de anticuerpos especificos contra antige-
nos de huevos o vermes de S. mansoni, por lo tanto,

= 51,96%

40%
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Figura 1. Frecuencia de protozoarios en nifios estudian-
tes con edades comprendidas entre 6 y 15 afios de tres
colegios de la comunidad de Zuata, Edo-Aragua.
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Figura 2. Frecuencia de Helmintos en niflos estudiantes
con edades comprendidas entre 6 y 15 afos de tres
colegios de la comunidad de Zuata, Edo Aragua.

ningun individuo estudiado en esta investigacion
presentd la infeccion. (Datos no mostrados).
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ABSTRACT

PREVALENCE OF ORNITHONYSSUS BURSA IN BIRDS PASSERIN AT TWO SITES OF
SANTA FE PROVINCE, ARGENTINA

The mite Ornithonyssus bursa parasitizes several species of birds of tropical and subtropical regions.
In the Neotropics it is responsible for causing significant economic losses as it affects commercial poultry.
It also is a vector for diseases, affecting both birds and humans. In this study, we thoroughly examined
a reproductive ensemble of birds of the Order Passeriformes, at two sites in the region of the Espinal of
Santa Fe province, Argentina, with the aim of describing the parasite-host associations to detect differences
in prevalence in natural hosts. Of 55 species examined, 28 were parasitized, of which the most affected
species were the rufous hornero (Furnariidae) Furnarius rufus (49.4%), the Shiny Cowbird (Icteridae)
Molothrus bonariensis (40%) and the finch (Emberizidae) Sicalis flaveola (48.4%). M. bonariensis is a
parasitic species and in the study area mainly parasitize F. rufus, while S. flaveola use abandoned nests of
F. rufus, so we might conclude that O. bursa is highly associated with hornero nests.

Key words: Ornithonyssus bursa, mites, nests, Furnarius rufus, Molothrus bonariensis, Sicalis flaveola.

RESUMEN

El acaro Ornithonyssus bursa parasita a diversas especies de aves de regiones tropicales y subtropicales.
En el Neotrdpico es responsable de causar importantes pérdidas econémicas por afectar a aves comerciales.
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PREVALENCIA DE ORNITHONYSSUS BURSA EN AVES PASERIFORMES

También es vector de enfermedades que afectan tanto a las aves como al hombre. En el presente estudio,
se examind exhaustivamente un ensamble reproductivo de aves del orden Passeriformes en dos sitios de
la region del Espinal de la provincia de Santa Fe, Argentina, con el objetivo de describir las asociaciones
parasito-hospedador para detectar diferencias de prevalencias en sus hospedadores naturales. De 55
especies examinadas, 28 estuvieron parasitadas, de las cuales las especies mas afectadas fueron el hornero
(Furnariidae) Furnarius rufus (49,4%), el tordo renegrido (Icteridae) Molothrus bonariensis (40%) y el
jilguero (Emberizidae) Sicalis flaveola (48,4%). M. bonariensis es una especie parasita y en el area de
estudio parasita principalmente a F. rufus, mientras que S. flaveola utiliza nidos abandonados de F. rufus,
por lo que se podria concluir que O. bursa esta altamente asociado a nidos de hornero.

Palabras clave: Ornithonyssus bursa, acaros, nidos, Furnarius rufus, Molothrus bonariensis, Sicalis

flaveola.

INTRODUCCION

Ornithonyssus bursa Berlese, 1888 (Acari: Pa-
rasitiformes: Macronyssidae) es un acaro que para-
sita a diversas especies de aves en todo el mundo,
preferentemente en zonas tropicales y subtropicales
(Walter y Proctor, 1999). El ciclo de vida de O. bur-
sa esta comprendido por cinco etapas, huevo, larva,
protoninfa, deutoninfa y adulto (Sikes y Chamber-
lain, 1954). Todas se desarrollan entre el material
del nido de sus hospedadores y se alimentan prin-
cipalmente de la sangre de los pichones (Burtt Jr. et
al., 1991). Después de alimentarse, la hembra pone
sus huevos, los cuales maduran en el hospedero o
en el material del nido. Dependiendo de las con-
diciones reinantes, estos huevos pueden eclosionar
tan solo un dia después de la oviposicion. En 7 a 15
dias, después de tres mudas, se completa el ciclo
(Sikes y Chamberlain, 1954).

En la region Neotropical, O. bursa es el acaro
que se encuentra con mayor frecuencia en las aves
comerciales (Fletchmann, 1985) y causa importan-
tes pérdidas economicas (Devaney, 1978). En las
granjas avicolas, los acaros del género Ornithonys-
sus pueden transmitir numerosas enfermedades
como la viruela aviar, la enfermedad de Newcastle
o infecciones debidas a Pasteurella spp. (Galle-
go Berenguer J., 2007; Watson C. Human, 2003).
También tienen el potencial de parasitar a los se-
res humanos, determinando un picor intenso y una
dermatitis dolorosa (Baker et al., 1956; Jofré et al.,
2009; Angaut Semenas y Rocha, 1998). A su vez,
pueden ser vectores de patdogenos zoondticos como
el virus de la encefalitis equina del oeste y Coxiella
burnetti (Valiente Moro et al., 2005).
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Se han demostrado los efectos perjudiciales en
sus hospedadores naturales, tales como deterioro en
el crecimiento y en el desarrollo de los pichones,
aumento en la mortalidad de los mismos, aumento
de los intervalos entre nidadas, incremento en el
costo de la reproduccion, disminucion en el tamafio
de la nidada y abandono de nidos (Moss y Carmin,
1970; Moller, 1987; Barclay, 1988; Clark y Mason,
1988; Moller, 1990; Moller et al., 1990; Chapman
y George, 1991; Fauth et al., 1991; De Lope et al.,
1993; Moller, 1993; Clayton y Tompkins, 1995;
Stoehr et al., 2000; Berggren, 2005). Por otra parte,
altos niveles de parasitismo por 4caros han reflejado
afeccion del cuadro hematologico con disminucion
del hematocrito y anemia (Merino y Potti, 1995;
Potti et al., 1999; Stoehr et al., 2000; Szabo K. et
al.,2002).

Por todo lo anterior, aumentar ¢l conocimiento
sobre la ecologia de este parasito es de suma
importancia para la industria avicola, la salud
publica y la conservacion de las aves.

En el presente estudio se examino exhaustiva-
mente un ensamble reproductivo de aves en dos
sitios de estudio, con el objetivo de describir las
asociaciones parasito-hospedador para detectar di-
ferencias de prevalencias en sus hospedadores na-
turales en la region del Espinal de la provincia de
Santa Fe, Argentina.

MATERIALY METODOS

Los datos fueron recolectados en dos zonas
representativas de la region del Espinal, distrito
del Algarrobal (Cabrera, 1994): la Reserva de la
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Escuela de Agricultura, Ganaderia y Granja de la
Universidad Nacional del Litoral (S 31° 23” W 60°
55’) y un campo privado de la localidad de Recreo
(S31°30°W 60°46°). Ambas areas estan separadas
por 20 Km de distancia en linea recta.

El clima en la region es templado pampeano,
con una temperatura media anual de 21°C y
precipitaciones de un rango entre los 800 y los
1.100 mm anuales, que se producen en su mayor
parte durante los meses de verano.

Las areas se ubican sobre la faja de bosques relic-
tuales que acompaiian el recorrido del rio Salado del
Norte en la region centro-este, proximo a su desem-
bocadura en el complejo sistema de islas del Parana.

Los bosques presentan el estrato arboreo consti-
tuido por especies como chaiar (Geoffroe adecorti-
cans), algarrobo (Prosopis sp.), quebrachos blancos
(dspidosperma quebracho-blanco), aromos (Aca-
cia caven), curupies (Sapium haematospernum),
talas (Celtis tala), cinacina (Parkinsonia aculeata)
y ombu (Phytolaca dioica). También se encuentran
especies invasoras como la acacia negra (Gleditsia
triacanthos) y mora (Morus alba). El estrato arbus-
tivo, esta conformado por especies como la chilca
(Tessariadodo neaefolia), la carne gorda (Maitenus-
vitis aidea), molles (Schinus longifolia) y talas.

En cada sitio, un area de 40 ha fue examinada
cada semana durante dos temporadas reproductivas
(2008-2009 y 2009-2010) en busqueda de nidos
activos. Al detectar un nido en actividad, se accedio

a ¢éste para constatar la presencia de huevos o
pichones, siempre con el maximo cuidado y con
el menor disturbio posible sobre la estructura del
nido. Pichones de 55 especies fueron examinados
cada semana en busqueda de ectoparasitos (Tabla
1). Los 4&caros fueron colectados con pinzas
del cuerpo de las aves y fijados en alcohol 96%.
Algunos ejemplares de cada muestra se aclararon
en lactofenol y luego se montaron utilizando el
medio de Hoyer entre porta y cubreobjeto para su
identificacion taxonémica al microscopio optico.

RESULTADOS

La Tabla 1 muestra las prevalencias detectadas
para cada especie hospedadora. De 55 especies de
aves examinadas, O. bursa se detect6 en 28 (50,9%).
En general, un 14,1% de los pichones estuvieron
parasitados, pero las especies mas afectadas fueron
Furnarius rufus (49,43%), Molothrus bonariensis
(40%), Sicalis flaveola (42,66%), Agelaius badius
(17,24%), Troglodytes aedon (15,79%) y Pitangus
sulphuratus (12,5%) (Figura 1). Se examinaron 55
pichones de M. bonariensis de los cuales el 58,18%
(32) se encontrd parasitando nidadas de F. rufus y
el 41,81% (23) en nidos de otras especies. Se exa-
minaron 349 pichones de S. flaveola de los cuales
el 90% (314) estaban utilizando nidos de F. rufiis y
el 10% (35) utilizando nidos de otras especies.

Tabla 1. Prevalencia de dcaros en el ensamble de aves estudiado en la region del Espiral
de la Provincia de Santa Fe, Argentina

Especies parasitadas por dcaros n
Drymornis bridgesii 2
Myiarchus swainsoni
Pseidoseusura lophotes 12
Guira guira 16
Empidonomus Aurantioatrocristatus 6
Tachycineta leucorrhoa 10
Vireo olivaceus 8
Furnarius rufus 176
Sicalis flaveola 349
Molothrus bonariensis 55
Saltator coerulescens 13
Colaptes melanocloros 24
Schoeniophylax phryganophilus 14

174

Prevalencia % 1.C.95%
100,00 -
100,00 -

66,67 66,55 - 66,77
56,25 56,12 - 56,37
50,00 49,86 - 50,13
50,00 49,86 - 50,13
50,00 49,86 - 50,13
49,43 49,29 - 49,57
48,42 48,42 - 48,56
40,00 39,84 — 40,15
30,77 30,60 - 30,93
29,17 29,00 - 29,33
28,57 28,40 - 28,73
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Elaenia parvirostris 45 20,00 19,82 - 20,17
Agelaioides badius 174 17,24 17,06 - 17,41
Saltator aurantiirostris 12 16,67 16,48 - 16,84
Troglodytes aedon 152 15,79 15,60 - 15,96
Coryphistera alaudina 65 13,85 13,66 - 14,02
Pitangus sulphuratus 192 12,50 12,31 - 12,68
Phacellodomus ruber 100 9,00 8,81 -9,18
Turdus amaurochalinus 45 8,89 8,70 - 9,07
Elaenia spectabilis 31 8,00 7,81 - 8,18
Phacellodomus sibilatrix 223 6,73 6,53-6,91
Synallaxis frontalis 21 4,76 4,57 - 4,95
Taraba major 25 4,00 3,80-4,19
Columbina picui 422 2,84 2,65 -3.03
Paroaria coronata 212 2,36 2,16 - 2,55
Zenaida auriculata 582 0,34 0,14 - 0,54
Astenes baeri 9 0,00 -
Coccyzus melacoryphus 29 0,00 -
Coryphospingus cucullatus 4 0,00 -
Cranioleuca pyrrhophia 11 0,00 -
Crotophaga ani 5 0,00 -
Geothlypis aequinoctialis 4 0,00 -
Leptasthenura platensis 3 0,00 -
Leptotila verrauxi 35 0,00 -
Machetornis rixosa 3 0,00 -
Mimus saturninus 1 0,00 -
Myiopsitta monachus 2 0,00 -
Molothrus rufoaxillaris 9 0,00 -
Myiophobus fasciatus 2 0,00 -
Pachyramphus polychopterus 2 0,00 -
Patagioenas picasuro 4 0,00 -
Phytotoma rutila 5 0,00 -
Polioptila dumicola 51 0,00 -
Poospiza melanoleuca 4 0,00 -
Saltatricula multicolor 9 0,00 -
Serpophaga subcristata 5 0,00 -
Sporophila caerulescens 9 0,00 -
Sublegatus modestus 2 0,00 -
Suiriri suiriri 1 0,00 -
Synallaxis albescens 8 0,00 -
Tapera naevia 10 0,00 -
Xenopsaris albinucha 2 0,00 -
Zonotrichia capensis 27 0,00 -
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0,70

0,60 -

0,50 -

0,40 -

0,30 -

0,20 -

0,10 -

Prevalencia (proporcion infestada)

0,00

F. rufus M.bonariensis 5. flaveola A, badius

Especies hospedadoras

T.aedon  P. sulphuratus

Figura 1. Prevalenciade O. bursapara
I las seis especies hospedadoras mas
abundantes y/o mas parasitadas de las
comunidades estudiadas. Las barras
de error representan intervalos de
confianza del 95%.

DISCUSION

Estudios descriptivos en Argentina reportaron a
O. bursa en especies de aves silvestres, como por
ejemplo Aramburu et al., (2000, 2002, 2003, 2009)
en nidos de cotorras (Myiopsitta monachus) de la
provincia de Buenos Aires; Berkunsky ez al., (2005)
en nidos de loro hablador (Amazona aestiva) en la
provincia de Chaco; Liébana et al., en el halconcito
colorado (Falcos parverius) en la provincia de La
Pampa. Este es el primer trabajo que describe las
prevalencias de O. bursa en aves silvestres de la
provincia de Santa Fe, Argentina.

Ciertas caracteristicas de las especies hospeda-
doras pueden orientar en la interpretacion de una
mayor prevalencia de O. bursa en F. rufus, M. bo-
nariensis 'y S. flaveola. Aunque estas tres especies
pertenecen a distintas familias (Furnariidae, Icte-
ridae y Emberizidae, respectivamente), tienen una
relacion directa por el tipo de nido que utilizan para
garantizar el éxito de su descendencia. Furnarius
rufus construye su propio nido, dandole una forma
abovedada similar a la de un horno de barro. Para
su construccion utiliza barro, mezclado con paja,
pelo y estiércol (Fraga, 1980). En su interior pre-
senta un tabique que separa la camara de cria del
exterior, resguardando el clima interno del nido de
las inclemencias del tiempo, sobre todo de tormen-
tas y vientos (Souza y Santos, 2007). Las gruesas
paredes de barro estabilizan la temperatura de la
camara de cria por su baja conductividad térmica
(Vaz-Ferreira y Palerm, 1973). Estas caracteris-
ticas propiciarian un ambiente adecuado para las
poblaciones de acaros, ya que estos son sensibles
a los cambios de temperatura y humedad, y por lo
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general prosperan bajo condiciones de temperatura
y humedad elevadas (Krantz, 1978). También hay
que resaltar el corto ciclo de vida de los &caros he-
matofagos (Richner y Heeb, 1995), lo que permite
que se acumulen en los nidos, alcanzando hasta dos
o tres generaciones de acaros por cada nidada (Sza-
bo, 2002). Por lo general cada pareja reproductora
de F rufus construye un nido por afio (Fraga, 1980),
y a veces vuelven a utilizar el nido de la misma
temporada reproductiva para engendrar otra nidada
(Harper, 1934; Gavio, 1942), pudiendo generar asi
una continuidad en la proliferacion de acaros. Otra
particularidad de F. rufus es el prolongado periodo
de permanencia de los pichones en el nido, el cual
comprende entre 20 y 23 dias, aunque a los 16 dias
de haber nacido ya poseen el plumaje completo del
adulto (De la Pefia, 2010). Este tiempo de perma-
nencia podria permitir que las poblaciones de aca-
ros proliferen mas que en otras especies de aves,
aumentando asi la carga parasitaria en F. rufus.
El transcurso del tiempo desde la eclosion de los
huevos permite la proliferacion de los acaros a ex-
pensas de sus hospedadores (Pacejka ef al., 1998),
aumentando la cantidad de 4caros en la nidada a
medida que crecen los pichones. El incremento de
la carga parasitaria favoreceria el intercambio de
parasitos entre los pichones de un mismo nido faci-
litando la infeccidon de nuevos pichones y por ende
aumentaria la prevalencia.

Molothrus bonariensis es una especie parasita,
es decir, utiliza nidos activos de otras especies para
depositar sus huevos, los cuales seran incubados
por el ave que construy6 el nido. La prevalencia
de acaros en pichones de M. bonariensis criados
en nidos de F. rufus fue de 62,5%, mientras que en

Rev. Ibero-Latinoam. Parasitol. (2012); 71 (2): 172-178



PREVALENCIA DE ORNITHONYSSUS BURSA EN AVES PASERIFORMES

otras nidadas solo fue del 30,43% (com. pers.), por
lo cual la elevada prevalencia de O. bursa en M.
bonariensis podria atribuirse a que la mayor parte
del parasitismo por M. bonariensis se da en nidadas
de F. rufus en los sitios de estudio.

Sicalis flaveola no es una especie parasita sino
que utiliza nidos abandonados (por lo general nidos
cerrados) para criar a sus pichones. Un 90% de
las nidadas examinadas se encontraron en nidos
de F. rufus. Por lo tanto, se podria suponer que la
elevada carga parasitaria en esta especie se debio a
las cargas de 4caros prexistentes en los nidos que
utilizaron para criar su progenie, lo que facilitaria el
desarrollo de la infeccion en pichones de S. flaveola
con el consiguiente aumento de la prevalencia.
Las poblaciones de acaros aumentan con la edad
del nido, tanto en densidad como en diversidad
(Estévanez-Gonzalez, 1997) y con ello el riesgo de
producir infeccion.

Nuestros resultados permiten concluir que
en la region centro de Santa Fe, O. bursa es una
especie asociada a F. rufus y a especies de aves
que utilizan sus nidos. Son necesarios estudios
complementarios que evaliien los efectos de estos
acaros sobre las poblaciones de aves silvestres,
teniendo en cuenta los factores ambientales y otros
factores que influencian su abundancia.
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Comunicaciones

Prevalencia de parasitos gastrointestinales en equinos
Pura Sangre de Carrera durante el periodo de
cuarentena 2012 en el hipédromo “La Rinconada”
Caracas, Venezuela
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ABSTRACT

PREVALENCE OF GASTROINTESTINAL PARASITES IN THOROUGHBRED HORSES DU-
RING THE QUARANTINE PERIOD OF 2012 AT THE RACETRACK "LA RINCONADA",
CARACAS, VENEZUELA

Were evaluated clinically to 798 horses (Equus caballus), race Thoroughbreds, all under 2 years old.
During the quarantine period months of January to June 2012 at the Hippodrome “La Rinconada” Caracas,
Venezuela. Stool samples were collected from the rectum and stool practical study by McMaster flota-
tion technique (Willis-Molloy) from breeding centers in the central region of Venezuela. The stool culture
revealed the presence of parasitic eggs by 82%. The highest percentage of parasites observed was 83%
strongyles, 9% P. equorum and 7% of O. equi. The presence of equine Strongyles infested remained within
the range of 700-1800 HPG, while 400-800 P. equorum was HPG and O. equi maintained a range of 500
HPG. No other parasites were observed. The rest of the specimens 17% were negative for the presence of
parasite eggs in feces evaluated. In conclusion, we report a high prevalence of gastrointestinal parasites in
Thoroughbred horses during the quarantine period at the Hippodrome “La Rinconada” Caracas, Venezuela.

Key word: Estrongilos, Parascaris, equinos, Equus caballus.

RESUMEN

Fueron evaluados clinicamente a 798 equinos (Eqqus caballus), raza Pura Sangre de Carrera, todos de
2 afios de edad. Durante el periodo de cuarentena meses de Enero-Junio del afio 2012 en el Hipodromo “La
Rinconada” Caracas, Venezuela. Se colectaron muestras de heces del recto y se practico un estudio coprolo-
gico por la técnica de flotacion Mc Master (Willis-Molloy) procedentes de centros de reproduccion y cria de
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la region central de Venezuela. El estudio coprologico revelo la presencia de huevos parasitos en un 82%.
El mayor porcentaje de parasitos observado fue de 83% estrongilos, 9% P. equorum y un 7% de O. equi.
La presencia de estrongilos se mantuvo por equino infestado entre un rango de 700-1.800 HPG, mientras
que P. equorum fue de 400-800 HPG y O. equi mantuvo un rango de 500 HPG. No fueron observadas otras
formas parasitarias. El resto de los ejemplares 17% fueron negativos a la presencia de huevos de parasitos
en las heces evaluadas. En conclusion se reporto una alta prevalencia de parasitos gastrointestinales en
equinos Pura Sangre de Carreras, durante el periodo de cuarentena en el Hipédromo “La Rinconada” Cara-

cas, Venezuela.

Palabras clave: Estrongilos, Parascaris, equinos, Equus caballus.

INTRODUCCION

Los parasitos intestinales de los équidos re-
presentan una amenaza potencial para la salud y
el bienestar. Se ha establecido la asociacion entre
ciertos parasitos con la casuistica de colicos, la
diarrea y pérdida de peso en el equino (Proudman,
2009). a piedra angular del control de parasitos ha
sido tradicionalmente el uso extensivo de medica-
mentos antihelminticos, pero ahora se reconoce que
esta situacion no es sostenible. El surgimiento ge-
neralizado de la resistencia a los antihelminticos, y
las preocupaciones ambientales han obligado a la
reconsideracion de las “mejores practicas” (Proud-
man, 2009). Cuando las cargas son altas, estos pa-
rasitos pueden comprometer seriamente la salud y
el bienestar (Matthews, 2011). Las infestaciones
subclinicas por estrongilus afectan el desempefio
atlético en caballos (Fog et al., 2011). Los grandes
estrongilos son parasitos frecuentes del intestino
grueso, desde donde las larvas migran de manera
compleja a todo el organismo y son responsables
de problemas variados y a menudo graves (Morales
et al, 2010 a, b). Los potros son particularmente
sensibles a este parasito (Jubb et al, 1984). Entre
las 3 especies principales de grandes estrongilos del
equino (Strongylus vulgaris, S. edentatus, S. equi-
nus), el S. vulgaris es el mas patogeno y frecuente
(Power, 1990). La prevalencia de los grandes es-
trongilos, ha sido reportada: S. vulgaris 80,5%, S.
equinus 9,8%, S. edentatus 4,9%, Triodontophorus
serrato 19,5% y T. brevicauda 7,3% (Kornas et al.,
2009). El objetivo de la presente investigacion es
describir la prevalencia de parasitos gastrointesti-
nales en equinos Pura Sangre de Carreras durante el
periodo de cuarentena 2012 en el Hipédromo “La
Rinconada”, en Caracas, Venezuela.
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MATERIALES Y METODOS

Enmarcado en las actividades basicas de cua-
rentena, se realizo un examen clinico a cada uno
de los ejemplares, vacunacion contra los virus de
Rinoneumonitis e Influenza Equina, Rabia, Ence-
falitis Equina Venezolana, del Este y del Oeste.
Asi como el descarte del virus de Anemia Infec-
ciosa Equina. Fueron tomadas del recto mues-
tras de heces para un estudio coproldgico por la
técnica de flotacion Mc Master (Willis-Molloy)
(Whitlock, 1948: Fog et al., 2011) a un total de
798 equinos (Eqqus caballus), raza Pura Sangre
de Carrera, 350 de sexo macho y 448 hembras,
todos de 2 afios de edad, procedentes de centros de
reproduccion y cria de la region central de Vene-
zuela (estados: Aragua, Bolivar, Carabobo, Guari-
co, Miranda, Lara y Yaracuy). Durante el periodo
de cuarentena meses de enero-junio del afio 2012
en el Hipédromo “La Rinconada” Caracas, Vene-
zuela.

RESULTADOS

El estudio coprologico (Tabla 1), revelo la pre-
sencia de huevos parasitos en un 83% (657/798).
Especificamente de estrongilos en 550/657, huevos
de Parascaris equorum 62/657 y Oxyurus equi
45/657. El resto de los ejemplares 141/798 (17%)
fueron negativos a la presencia de huevos de para-
sitos en las heces evaluadas. El mayor porcentaje
de parasitos observado fue de 84% estrongilos, 9%
P. equorum y un 7% de O. equi. La presencia de es-
trongilos se mantuvo por equino infestado entre un
rango de 700-1.800 HPG, mientras que P. equorum
fue de 400-800 HPG y O. equi mantuvo un rango
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Tabla 1. Resultados del estudio coprolégico en equinos Pura Sangre de Carreras Hipédromo
“La Rinconada” Caracas Venezuela

Resultados Negativos Estroéngilos
HPG
Equinos 141 550

Parascaris Oxyurus Total
HPG
62 45 798

de 500 HPG. No fueron observadas otras formas
parasitarias.

DISCUSION

Los resultados obtenidos evidencian una alta
prevalencia de parasitos intestinales en los equinos
estudiados 82%. Estos resultados se incrementa-
ron con respecto al afio 2010, que fue de huevos
de estrongilos en 477 equinos (73%), huevos de
P. equorum en 23 equinos (4%) y 150 negativos
(23%) (Morales et al., 2010 b). Asi como para el
afio 2011 cuya presencia de huevos parasitos fue
de 70% (630/894). La infestacion por estrongilos
es preponderante con respecto a los otros parasitos,
seguido de P. equorum y en menor medida Oxyurus
sp. No se evidencian infestaciones por otros parasi-
tos en relacion con otras regiones como Europa con
respecto a otras regiones donde los équidos son co-
munmente infectados por anquilostomas, ascarides
y tenias, (Romaniuk et al., 2004). En Sudamérica la
presencia de parasitos oscila desde 155 hasta 1.249
larvas (Pereira y Vianna, 2006). Asi como Cya-
thostomineae, Triodontophorus sp, 50% de Gyalo-
cephalus, Oesophagodontus, Acuticaudatum cra-
terostomum, Habronema y Trichostrongylus axei
(Pereira y Vianna, 2006) En Victoria Australia, las
3 especies mas prevalentes fueron Cylicostephamus
longiburstatus; Catinatum cyathestomem 'y Cylico-
cyclus nassatus, asi como en mayor proporcion los
estrongilos (Beugnet, 2008). El uso de antihelmin-
ticos en caballos a base de ivermectina y fenbenda-
zol es relativamente frecuente (Reinemeyer et al.,
1984; Power 1990; Kaplan, 2002), sin embargo, en
muchos casos las infestaciones por estrongilos no
suelen responder de manera eficaz. Es posible una
resistencia parasitaria a los desparasitantes de uso
convencional (Morales et al., 2010 a, by 2012). La
necesidad de mejorar las estrategias de control de
los parasitos para conservar la eficacia antihelmin-
tica y para evitar problemas relacionados con me-
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dicamentos son necesarios (Herd, 1993). Estudios
recientes han revelado una tendencia a la depen-
dencia exclusiva de la ivermectina por los propieta-
rios de ganado en los EE.UU., con poco respeto por
las estrategias basadas en datos epidemioldgicos, o
la rotacion anual de antihelminticos (Reinemeyer
et al., 1984); al igual que en Venezuela (Morales et
al., 2010 b). Los cambios climaticos asociados al
calentamiento global complican de alguna manera
el control de las infestaciones por parasitos en el
ambiente y por ende en el equino En conclusion
se reporto una alta prevalencia de parasitos gastro-
intestinales en equinos Pura Sangre de Carreras,
durante el periodo de cuarentena en el Hipodromo
“La Rinconada” Caracas, Venezuela.
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ABSTRACT

EFFECT OF IMMUNOMODULADOR IN COMBINATION WITH OXYTETRACYCLINE,
IMIDOCARB AND DIMINAZENE IN THE TREATMENT OF EQUINE PIROPLASMOSIS

The aim of this study was to describe the effect of immunomodulators in combination with
oxytetracycline, imidocarb and diminazene in the treatment of equine piroplasmosis in Thoroughbreds.
We studied a total of 80 horses. Evaluated by clinical examination, complete blood count and blood smear
for disposal of taxon. Horses positive for the presence of haematozoa were dosed with a single dose
intramuscular (IM) in the following manner diminazene, Oxytetracycline, and Imidocard, and maintained
at 20 copies based treatment only with immunomodulator. At 24 and 72 hours post-treatment is applied at
a dose of a commercial product immunomodulator. At 07 days blood samples were taken for hematology
and blood smears. A study was conducted Competitive ELISA for detecting antibodies to B. caballi and T.
equi. Clinical findings showed jaundice, fever, anorexia, depression, rough hair in all cases studied. The
results showed pretreatment hematological average: RBC: 8.16 mm?, hemoglobin: 9.2 g/dL, platelets: 200
mm? leukocytes on average 5.05 mm, 2.1 mm? neutrophils, lymphocytes 1.9 mm?* 9.0 mm eosinophils,
monocytes 0.3 mm?. Blood smears showed B. caballi 30/60 and T. equi 30/60. The results showed post-
treatment hematologic on average: RBC: 8.16 mm?, hemoglobin: 9.2 g/dL, platelets: 190 mm?. The average
leukocyte 7.05 mm? 4.1 mm neutrophils, lymphocytes 3.9 mm? 4.0 mm eosinophils, monocytes 0.7 mm?>.
In the evaluation of blood smear was not observed the presence forms of B. caballi and T. equi. The
competitive ELISA allowed the detection of antibodies against B. caballi and T. equi in horses medicated
with diminazene average 50%, oxytetracycline and 61% average rate of 65% post-treatment imidocarb. In
horses treated only with the immunomodulator, remained the presence of forms of B. caballi and T. equi
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studied in blood smears. All drugs were above 40%. The mean concentration of IgG was 1620.44 mg/dl
and the mean concentration of IgM was 80.56 mg/dl. The treatments were effective against taxon detected
in horses, except in the group that we only apply the immunomodulator.

Key words: Diminazene, oxytetracycline, imidocarb, hemoparasites, equine.

RESUMEN

Se plantea describir efecto de inmunomoduladores en combinacion con oxitetraciclina, imidocarb y
diminazeno en el tratamiento de piroplasmosis en equinos Pura Sangre de Carrera. Se estudiaron un total de
80 equinos. Evaluados mediante un examen clinico, estudio hematoldgico y frotis sanguineo para el descarte
de hematozoarios. Los equinos positivos a la presencia de hematozoarios fueron medicados con dosis tinica
intramuscular (IM) de la siguiente manera Diminaceno; Oxitetraciclina, e Imidocard, y se mantuvo a 20
ejemplares s6lo con tratamiento basado en inmunomodulador. A las 24 y 72 horas pos-tratamiento se le
aplico una dosis de un producto comercial inmunomodulador. A los 07 dias fueron tomadas muestras de
sangre para hematologia y frotis sanguineo. Se realizo un estudio de ELISA Competitivo para la deteccion
de anticuerpos contra B. caballiy T. equi. Los hallazgos clinicos evidenciaron ictericia, fiebre, anorexia,
depresion, pelo hirsuto en todos los casos estudiados. Los resultados hematoldgicos pre-tratamiento
evidenciaron en promedio: hematies: 8,16 mm?, hemoglobina: 9,2 g/dL, plaquetas: 200 mm?, leucocitos
en promedio 5,05 mm?, neutrofilos 2,1 mm?, linfocitos 1,9 mm?, eosinofilos 9,0 mm?, monocitos 0,3 mm?®.
Los frotis sanguineos evidenciaron B. caballi 30/60 y T. equi 30/60. Los resultados hematoldgicos pos-
tratamiento evidenciaron en promedio: hematies: 8,16 mm?3, hemoglobina: 9,2 g/dL, plaquetas: 190 mm?. Los
leucocitos en promedio 7,05 mm?, neutrofilos 4,1 mm?, linfocitos 3,9 mm?3, eosinofilos 4,0 mm?, monocitos
0,7 mm?®. En la evaluacion de los frotis sanguineos no se observo la presencia formas de B. caballi y T.
equi. E1 ELISA competitivo permiti6 la deteccion de anticuerpos contra B. caballi y T. equi en los equinos
medicados con diminaceno promedio 50%, oxitetraciclina promedio 61% y promedio 65% imidocarb post-
tratamiento. En los equinos tratados s6lo con el inmunomodulador, se mantuvo la presencia de formas de
B. caballiy T. equi en los frotis sanguineos estudiados. Todos los medicamentos fueron superiores al 40%.
La concentracion media de inmunoglobulinas IgG fue de 1620,44 mg/dl y la concentracion media de IgM
fue de 80,56 mg/dl. Los tratamientos fueron efectivos contra los hematozoarios detectados en los equinos,
excepto en el grupo que solo se le aplico el inmunomodulador.

Palabras clave: Diminaceno, imidocarb, oxitetraciclina, hemoparasitos, equinos.

INTRODUCCION por garrapatas del genero Ixodes y otros vectores
(Bruning, 1996; Butler ef al., 2008; Abutarbush et

Las enfermedades asociadas hematozoarios al., 2011; Adaszek et al., 2011;). La distribucion

afectan drasticamente a la industria equina a nivel
mundial pero especialmente en paises tropicales en
los cuales existen mayor numero de vectores de pa-
rasitos lo cual limita su control. Los hematozoarios
que se asocian a enfermedad en los equinos son
Erlichia risticci, Erlichia equi, Theileria equi, Ba-
besia caballi, Tripanosoma evansi, Tripanosoma
equi. La piroplasmosis o babesiosis es una enfer-
medad producida por protozoos 7. equi 'y B. caballi,
que afecta a los équidos ya que parasita a los glo-
bulos rojos en el tejidos sanguineo y es transmitido
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es mundial. La presentacion clinica varia desde un
cuadro hiperagudo, agudo y cronico (Jubb et al,
1984; Donald 1996: De Vera et al., 20006). La sig-
nologia esté caracterizada por fiebre, anorexia, con-
gestion/hemorragia petequial e ictericia, hematuria,
pelo hirsuto, emaciacion, trombocitopenia, anemia,
leucopenia, hemolisis e intolerancia al ejercicio
(Jubb et al., 1984; Hailat et al., 1997; De Vera et
al., 2006). Un nimero de agentes quimioterapéu-
ticos se han probado para eliminar el riesgo de
transmision de los caballos infectados. Gran parte
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de la investigacion se ha centrado en relacion con
el tratamiento de parasitemia aguda y la enferme-
dad clinica. Existe cierta polémica sobre la eficacia
de identificacion en su capacidad para eliminar por
completo (claro) riesgo de infeccion y transmision
de los équidos, parte de la controversia es proba-
blemente debido a la anterior el uso de la LFT para
definir aclaramiento de la infeccion. Debido a la
falta de sensibilidad de la negativa LFT, resultados
de la prueba después del tratamiento de identifica-
cion, en algunos casos, puede haber sido causado
por la falta de esta prueba para detectar infeccion
persistente. En segundo lugar, se ha sugerido que
diferentes dosis y regimenes de tratamiento con ID
puede haber llevado a ID cepas de 7. equi tanto y B.
caballi. La evaluacion de la resistencia ID entre los
agentes patogenos del PE es un objetivo importante
de la actual la investigacién de quimioterapia. La
terapéutica para el tratamiento de las hemoparasito-
sis se basa en el uso de oxitetraciclina, diminaceno
y sulfato de imidocard. La Oxitetraciclina es una
tetraciclinas capaz de inhibir la sintesis de proteinas
de las bacterias al ligarse al ribosoma bacteriano
30S e impedir la llegada del ARNt aminoaacicli-
co receptor (A) en el complejo ARNm - ribosoma
(Botama et al., 2002). El Diminaceno una amina
aromatica, actia sobre las membranas citoplasma-
ticas y nucleares del hemoparasito (Botama et al.,
2002). El Imidocarb directamente sobre el parasito
causando una alteracion en el nimero y el tamafio
del nucleo y en la morfologia del citoplasma (va-
cuolizacion, degeneracion del espacio en el proto-
plasma de la célula, al cual se le atribuyen funcio-
nes digestivas y excretorias) (Botama et al., 2002;
Meyer et al., 2005). La inmunomodulacién se re-
fiere a la accion que ejerce la medicacion sobre los
procesos de autorregulacion que dirigen el sistema
de defensa inmunitario. Muchos medicamentos an-
tihomotoxicos intervienen y son sumamente utiles
por su accion terapéutica demostrada. Durante el
funcionamiento de la defensa celular o humoral se
activan diferentes inmunocitos. En ambas vias la
actividad de la célula final de la cadena influye so-
bre la entrada de la via. Los macréfagos estimulan
la actividad TH1 mediante la liberacion de 1L-12,
aunque ellos mismos se activan por la liberacion
de I[FN- y TNF-p, que son liberados por el linfocito
THI1. En virtud de esta importante area se plantea
describir el efecto de inmunomoduladores en com-
binacién con oxitetraciclina, imidocarb y dimina-
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zeno en el tratamiento de piroplasmosis en equinos
Pura Sangre de Carrera.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron un total de 80 equinos (Eqqus ca-
ballus), de raza Pura Sangre de Carrera, todos de
2 afios de edad, durante el periodo de cuarentena
enero-mayo 2012. Todos los ejemplares fueron
evaluados mediante un examen clinico exhausti-
vo. Se tomaron muestras de sangre para un estudio
hematologico y frotis sanguineo para el descarte
de hematozoarios (Banks 1996; Aluja y Constan-
tino 2002). Los equinos positivos a la presencia de
hematozoarios fueron medicados con dosis unica
intramuscular (IM) de la siguiente manera Dimina-
ceno 20/80 (3,5 mg/kg) (Pyroject 100 ml); Oxite-
traciclina 20/80 (10 mg/kg) (Oxitetraciclina Calox
50 mg/ml) e Imidocard 20/80 (2,4 mg/kg) (Imizol),
y se mantuvo a 20 ejemplares sélo con tratamiento
basado en inmunomodulador. A las 24 horas pos-
tratamiento se le aplico una dosis intramuscular de
5 ml y se repitid a las 72 horas, de un producto co-
mercial INFERVAC (Composicion: Células inacti-
vadas de P. granulosum 25 mg Lipopolisacaridos
de células de E. coli. 2 mg. Excipiente c.s.p. Labo-
ratorios CALIER de Argentina, S.A. A los 07 dias
fueron tomadas muestras de sangre para hematolo-
gia completa y frotis sanguineo para determinar la
presencia de hematozoarios (Banks 1996; Aluja y
Constantino 2002). Se realizo un estudio de ELI-
SA Competitivo para la deteccion de anticuerpos
contra B. caballiy T. equi (Katz et al., 2000). Se
considero Positivo (+) en los casos en los cuales
los niveles de anticuerpos fueron superiores > 40%.
Se realizo una mediciéon de Inmunoglobulinas en
plasma mediante inmunodifusion radial. Se realizo
un analisis estadistico mediante la prueba de Mc-
Nemar de los equinos medicados con diminaceno,
oxitetraciclina, imidocarb e infervac.

RESULTADOS

Clinica: Los hallazgos clinicos evidenciaron
ictericia, fiebre, anorexia, depresion, pelo hirsuto
en todos los casos estudiados. Solo en 36/80 (45%),
de casos se observaron ectoparasitos (vectores), del
género Ixodes.
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Laboratorio: Los resultados hematologicos
previo al tratamiento evidenciaron en promedio:
hematies: 8,16 mm?, hemoglobina: 9,2 g/dL, pla-
quetas: 200 mm?®. Los leucocitos en promedio 5,05
mm?, neutrofilos 2,1 mm?, linfocitos 1,9 mm?, eosi-
nofilos 9,0 mm?, monocitos 0, 3 mm?. Los frotis
sanguineos permitieron la deteccion de B. caballi
30/60 y T equi 30/60. Los resultados hematold-
gicos pos-tratamiento evidenciaron en promedio:
hematies: 8,16 mm?, hemoglobina: 9,2 g/dL, pla-
quetas: 190 mm?®. Los leucocitos en promedio 7,05
mm?, neutrofilos 4,1 mm?, linfocitos 3,9 mm?, eosi-
nofilos 4,0 mm?, monocitos 0,7 mm?3. En la eva-
luacion de los frotis sanguineos no se observo la
presencia formas de B. caballiy T. equi excepto en
el grupo medicado s6lo con el inmunomodulador.

Serologia: Los resultados serologicos por ELI-
SA competitivo permitieron la deteccién de anti-
cuerpos contra B. caballi y T. equi en los equinos
medicados con diminaceno promedio 50%, oxite-
traciclina promedio 61% y promedio 65% imido-
carb post-tratamiento. En los equinos tratados solo
con el inmunomodulador, se mantuvo la presencia
de formas de B. caballi y T. equi en los frotis san-
guineos estudiados. Todos los medicamentos fue-
ron superiores al 40%. La concentracion media de
inmunoglobulinas IgG fue de 1620,44 mg/dl en los
caballos, mientras que la concentracion media de
IgM fue de 80,56 mg/dl.

Estadistica: Los tratamientos fueron efectivos
contra los hematozoarios detectados en los equinos
p < 0,001 altamente significativo, excepto en el
grupo que s6lo se le aplico el inmunomodulador.

DISCUSION

Los resultados clinicos, hematoldgicos, frotis
sanguineo y de ELISA, confirmaron la presencia de
hematozoarios especificamente: B. caballiy T. equi
en los equinos estudiados. La terapéutica basada en
oxitetraciclina, sulfato de imidocard y diminazeno
fue efectiva en todos los casos, posiblemente aso-
ciado al efecto del inmunomodulador empleado.
Los resultados serologicos parecen indicar que en
las infecciones asociadas a piroplasmosis disminu-
yen los niveles de IgG, sin embargo, la respuesta
terapéutica basada en la aplicacion de inmunomo-
duladores se incrementa notablemente los niveles
de IgG. Con respecto a la [gM también presenta un
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incremento post tratamiento. Es posible el empleo
de inmunomoduladores de manera combinada en
el tratamiento de piroplasmosis en el caballo. Los
medicamentos antihomotoxicos inmunomodulado-
res intervienen en la reaccion de defensa del cuerpo
y, por lo tanto, son muy utiles en el tratamiento de
las reacciones inadecuadas del sistema inmunita-
rio. Algunos medicamentos tienen efecto inhibidor
(inmunoinhibidores), y otros estimulan la reaccion
de defensa (inmunoestimuladores). Algunos tienen
dos efectos reguladores opuestos en funcién de la
fase de la onda de autorregulacion en la que se en-
cuentre el paciente. Este Glltimo grupo de medica-
mentos son realmente inmunomoduladores, porque
pueden corregir de ambas maneras. La persisten-
cia del patogeno es la habilidad de un organismo
infeccioso de permanecer por largo tiempo en el
hospedero, incluso de por vida, en la ausencia de
signos clinicos pero bajo condiciones de estrés e in-
munosupresion se exacerba y produce sintomatolo-
gia clinica. Actualmente las normas aprobadas para
las autoridades federales y estatales de los Estados
Unidos, para equinos diagnosticados como reacto-
res positivos a la PE en el territorio de la Unioén
Americana son la cuarentena perpetua o el sacrifi-
cio mediante eutanasia (Seroprevalence of equine
piroplasmosis, 2009), ante esta situacion es posible
el empleo de quimioterapias en combinacién con el
uso de inmunomoduladores.

En conclusion se describio el efecto de inmu-
nomoduladores en combinacion con oxitetracicli-
na, imidocarb y diminazeno en el tratamiento de
piroplasmosis en equinos Pura Sangre de Carrera,
en todos los casos fue efectivo y puede ser un tra-
tamiento de eleccion para el control de la piroplas-
mosis en el tropico.
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