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RESUMEN. El objetivo del estudio fue evaluar la motilidad de miracidios de Fasciola hepatica a diferentes temperaturas
de incubacién y tiempo post-eclosién. Los huevos de F. hepatica se incubaron a 22 °C y 25 °C durante 14 d en oscuri-
dad. Se evaluaron siete subpoblaciones bajo los parametros de velocidad curvilinea, lineal y media por 10 h después de
la eclosion. No se observaron diferencias significativas entre la temperatura de incubacién y el porcentaje de huevos
eclosionados. El porcentaje de miracidios de la incubacién a 22 °C fue diferente estadisticamente a la de 25 °C (p <
0.01). Para la velocidad lineal y media, la mayor proporcién de subpoblaciones de miracidios eclosionados se observé a
las 0 h, en el rango de 2 190 a 2 545 um s—!; mientras que para la velocidad curvilinea se observé la mayor proporcién

1. Se observaron diferencias significativas entre el porcentaje de miracidios de las

en el rango de 1 820 a 2 190 um s~
subpoblaciones y el tiempo post-eclosion de los huevos. La velocidad lineal y media de las subpoblaciones de miracidios
mostraron diferencias en las temperaturas de incubacién (p < 0.01). Los datos sugieren que la temperatura de in-
cubacién de los huevos de F. hepatica tiene efecto en la motilidad del miracidio, lo que puede influir en la infectividad.
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ABSTRACT. The aim of this study was to evaluate the motility of Fasciola hepatica miracidia subpopulations at
different incubation temperatures and times post-hatching. Eggs were incubated at 22 °C or 25 °C for 14 d in com-
plete darkness. Three parameters of velocity (curvilinear, straight-line and average path) and seven subpopulations
were evaluated up to 10 h post-hatching. No significant differences were observed in the percentage of egg hatching
after incubation with 91.7 % and 94,2 % hatching at 22 °C and 25 °C, respectively. The percentage of miracidia
kinematic subpopulations after incubation at 22 °C was significantly different from that observed at 25 °C (p < 0.01).
The proportion of miracidia hatched for straight-line velocity (87.62 %) and average path velocity (84.95 %) were the
highest in the category of 2190-2545 um s~! at 0 h; while curvilinear velocity (49.09 %) was 1 820-2 190 um s~ 1.
Significant differences among the percentage of miracidia subpopulations and times post-hatching of parasite eggs (p <
0.01). The straight-line velocity (87.62 %) and average path velocity (84.95 %) showed significant differences between
22 °C and 25 °C for the study period (p < 0.01). The proportion of miracidia from different categories of straight-line
velocity (87.62 %) and average path velocity (84.95 %) showed significant differences between 22 °C and 25 °C for the
study period (p < 0.01). The data suggest that the incubation temperature of Fasciola hepatica eggs have an effect
on miracidium motility can influence the snail infectivity.
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INTRODUCCION

El parasito helminto de F. hepatica causa la
enfermedad conocida como fasciolosis, la cual afecta
a un amplio rango de mamiferos, particularmente a
rumiantes, sin embargo, ha emergido como un im-
portante patégeno para los humanos en Africa, Asia
y en América del sur (Mas-Coma 2005). A nivel
mundial, alrededor de 90 millones de personas es-
tan en riesgo de adquirir la infeccion y entre 2.4 y
17 millones ya estan infectados (Keiser y Utzinger
2009). Ademas de que causa importantes pérdi-
das econémicas en el sector agropecuario mundial,
estimadas en mas de 3 billones de délares al afio
(Spithill et al. 1999).

La facciolosis se adquiere con la ingesta de
vegetaciéon o agua contaminada con la fase en-
quistada o metacercaria, la cual se desenquista en
el intestino, para luego atravesar la pared intesti-
nal y migrar al tejido hepatico, donde permanece
entre 8 y 12 semanas (Mas-Coma et al. 2014).
Después de este periodo, el parasito entra en los
conductos biliares donde completa su crecimiento y
maduracién (Molina-Hernandez et al. 2015). El
adulto perfora la pared de los conductos biliares
y se alimenta de sangre, la cual le provee los nu-
trientes para la produccion de un gran nimero de
huevos, que son trasladados al intestino con los flui-
dos biliares, para luego llegar a las plantas por medio
de las heces (Rojo-Vazquez et al 2012). El estado
larvario acudtico o miracidio, eclosiona del huevo
e infecta a los moluscos del género Lymnaea, que
actlan como huéspedes intermediarios. Después de
algunos estados de desarrollo y multiplicacién dentro
del caracol, las cercarias emergen y se enquistan en
la vegetacién para continuar con el ciclo (Mas-Coma
et al. 2009). Después de eclosionar el miracidio, no
es capaz de infectar, alcanzando su capacidad de
invasién 6ptima entre 1.5 y 2 h después, la cual
se pierde entre las 3 y 6 h después de la eclosién
(Andrews 1999). Pudiendo vivir en estado libre en
el agua hasta 24 h, con temperatura éptima de in-
feccién de entre 15 y 26 °C (Rojo-Vazquez et al.
2012).

El analizador de semen asistido por computa-
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dora (CASA) es un dispositivo de medicién com-
putarizados para la deteccién de cambios sutiles en
el movimiento de esperma (Rijsselaere et al. 2012),
con el que pueden analizar en forma individual miles
de espermatozoides en un corto periodo de tiempo,
lo que hace que estos sistemas sean practicos en
el uso clinico diario (Amann y Waberski 2014).
Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue
investigar el efecto de diferentes temperaturas de
incubacion sobre la velocidad de movilidad de los
miriacidos de Fasciola hepatica.

MATERIALES Y METODOS

Obtencién de higados y huevos de F. hepatica

Se extrajeron parasitos adultos de los con-
ductos biliares de bovinos infectados y sacrificados
en el rastro, los cuales se lavaron por seis ocasiones
con amortiguador de fosfatos salinos (PBS) estéril
0.01 M, pH 7.2, para luego incubarlos por 16 h
a 37 °C. Los huevos de F. hepatica de la vesicula
biliar se obtuvieron con la técnica de sedimentacién,
luego se incubaron en agua y oscuridad a 22 y 25
°C, para luego examinarlos con un estereomicrosco-
pio (Zeiss Stemi DV4) durante 14 d, en los que se
verificé la embrionacién (Villa-Mancera y Méndez-
Mendoza 2012). Para luego exponer los huevos por
15 min a luz de tungsteno (100 W) para estimular
la eclosién (Villa-Mancera et al. 2008, Fairweather
et al. 2012).

Evaluacién de la motilidad del miracidio

Los parametros de movimiento del miracidio
se determinaron con el CASA (Ultimate Sperm
Analyzer, versién 12,21), acoplado al microscopio de
contraste de fase (Olympus BX41) con el programa
Ultimate™” y platina térmica con temperatura de
22 a 37 °C. Los miracidios de F. hepatica se colo-
caron en un portaobjeto precalentado a 25 °C para
luego colocar un cubre objetos y observarlos con
el objetivo Olympus 20 x 0.40 PLAN, para luego
analizar cada hora por 10 h de post-eclosién, en
las que se obtuvieron lecturas de 10 campos vi-
suales diferentes en el microscopio para examinar
como minimo 100 miracidios por muestra. La con-
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figuracién de los parametros del programa fue de
45 exposiciones a velocidad de adquisicién de 60
Hz, contraste minimo 25, tamafio de 10 y 12, in-
tensidad 50, velocidad promedio de trayectoria de
células estaticas-lentas (V,,ediq, punto de corte 20
pm s~ 1), y velocidad promedio lineal (Viinear, punto
de corte 5 um s71). Las caracteristicas de motili-
dad estudiadas mediante el CASA fueron: velocidad
curvilinea (Veurvitinea) €n um s—1; por medio de la
progresion secuencial a lo largo de una trayecto-
ria verdadera; velocidad lineal (Vijjea) en pum s™1;
por medio de la trayectoria recta del miracidio por
unidad de tiempo; y velocidad media (V,eqia) €n
pum s~1; por medio de la trayectoria promedio del
miracidio por unidad de tiempo.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos se transformaron para
agruparse en siete rangos de velocidad o subpobla-
ciones, con el programa SPSS 20. Con las medi-
ciones repetidas se realizé un un analisis de varianza
para conocer el efecto de la temperatura de in-
cubacion y el tiempo post-eclosion en las cinética
de las subpoblaciones de miracidios de Fasciola
hepatica.

RESULTADOS

Velocidad curvilinea del miracidio

La proporcién de huevos eclosionados en la
temperatura de incubacién de 22 y 25 °C fue de
91.7 y 94.2 %, respectivamente. No se observaron
diferencias significativas en el porcentaje de huevos
que eclosionaron después de la incubacién en las dos
temperaturas (p > 0.05) de incubacién; en total se
analizaron 14 783 con el CASA. La distribucién de
los siete rangos de V yrvilinea €valuados durante 10
h post-eclosién en dos temperaturas se muestra en
la Tabla 1. El mayor porcentaje de miracidios eclo-
sionados (49.09 %), se observé a las 0 h, en el rango
de 1 820 a 2 190 um s~!; mientras que el menor
porcentaje, se presenté en el rango de 0 a 365 um
s~ a las 0 h post-eclosién en las temperaturas de
incubacién de 22 y 25 °C. Se encontraron diferen-
cias entre el porcentaje de miracidios en la velocidad
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Veurvilinea Y las temperaturas de incubacién (p <
0.01).

El porcentaje mas alto de miracidios se ob-
servé en el rango de velocidad de 1 820 a 2 190
pm s~ de las 0 a las 4 h post-eclosién; seguido del
porcentaje obtenido en el rango de 2 190 a 2 545
pm s—! de las 0 a las 3 h post-eclosién, en las dos
temperaturas de incubacién. La velocidad delas 0 h
disminuyé de 49.09 al 48.66 % en el rango de 1 820
a 2190 um s~ hasta el rango de 0 a 365 um s+
que fue de 0 % de miracidios. Se observaron diferen-
cias significativas entre el porcentaje de miracidios
de los rangos de Vo vitinea Y €l tiempo post-eclosién
de los huevos de F. hepatica (p < 0.01).

En los huevos incubados a 22 y 25 °C, de
las 0 a 4 h post-eclosion, se observé el mayor por-
centaje de miracidios en el rango de V yritineq de 1
820 a 2 190 um s—!, disminuyendo esta proporcién
hasta el rango de velocidad de 0 a 365 um s~!. En
los miracidios de 6 a 9 h post-eclosién, se obtuvo
los mayores porcentajes en el rango de 1 455 a 1
820 pm s~!, disminuyendo hasta 0 % en el rango
de 0 a 365 um s~ A las 10 h post-eclosién, se
observaron los porcentajes mas altos de miracidios
de 725 a 1 090 um s~!; ocurriendo una reduccién
en el porcentaje de miracidios de 365 a 725 um s~ 1,
en las dos temperaturas de incubacién. No se ob-
servaron diferencias significativas en los porcentajes
de miracidios de los rangos de Vi vitinea de las
subpoblaciones y las temperaturas de incubacién (p
> 0.01).

Velocidad lineal del miracidio

En la Tabla 2, se muestran los diferentes
rangos de Viinear (um s~!) de las subpoblaciones
de miracidios evaluadas. El mayor porcentaje de
miracidios eclosionados (87.62 %) se observé a las
0 h, de 2 190 a 2 545 um s~! con temperatura
de incubacién de 22 °C; mientras que el menor por-
centaje (0 %) se tuvo en el rango de 0 a 365 um s~ 1,
de las 0 a 6 h post-eclosién en las dos temperatura
de incubacién. Una excepcidn en el porcentaje de
miracidios (0.32 %), dentro de este rango fue a las
3 h a la temperatura de incubacién de 22 °C.

Se observaron diferencias significativas entre
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el porcentaje de miracidios de los rangos de Viineal
y las diferentes temperaturas de incubacién (p <
0.01). El segundo porcentaje mas alto de miracidios
se observé en el rango de velocidad de 1 820 a 2
190 um s~! de las 0 a 5 h post-eclosién. En los
huevos incubados a 22 °C, las velocidades a las 0
y 1 h disminuyeron en el rango de 2 190 a 2 545
pum s~! de 87.62 a 87.51 % de miracidios, hasta el
rango de 0 a 365 um s~!. En los huevos incubados
a22y25°C, delas 0 a 4 h post-eclosién, se ob-
serv6 el mayor porcentaje de miracidios en el rango
de Viinea de 2 190 a 2 545 um s~ 1, disminuyendo
hasta la velocidad de 0 a 365 um s~!. La pro-
porcién de miracidios de las 6 a 8 h post-eclosién,
tuvieron los mayores porcentajes en el rango de 1
820 a 2 190 um s !, disminuyendo hasta el 0 %
en el rango de 0 a 365 um s~ A las 9 h post-
eclosion, se observaron los porcentajes mas altos
de miracidios en el rango de 1 455 a 1 820 um
s~!: mientras que a las 10 h se obtuvo el mayor
porcentaje de miracidios en el rango de 1 090 a 1

455 um s1, en las dos temperaturas de incubacién.

Velocidad media del miracidio

Los diferentes rangos de V,ueqia (m s71)
evaluados se muestran en la Tabla 3, en la que se
observan diferencias en el porcentaje de miracidios
en las diferentes temperaturas de incubacién (p
< 0.01). El mayor porcentaje de miracidios
eclosionados (84,95 %) se observé a las 0 h, en
el rango de 2 190 a 2 545 um s~ !; mientras que la
menor proporcién se tuvo en el rango de 0 a 365 um
s~!. La mayor proporcién de miracidios se observé
en el rango de velocidad de 2 190 a 2 545 yum s~ ! de
las 0 a las 3 h post-eclosién, seguida de la propor-
cién de miracidios del rango de 1 820 a 2 190 um
s~1. Se encontraron diferencias significativas entre
el porcentaje de miracidios de los rangos de V,cdia
y el tiempo post-eclosién (p < 0.01).

A las 4 h post-incubacién, los mayores por-
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centajes de miracidios se observaron en los rangos
de velocidad de 1 820 a 2 190 um s~! y de 2 190
a 2 545 pum s7!, respectivamente. En los huevos
incubados de las 5 a 7 h post-eclosidn, se observé
el mayor porcentaje de miracidios en el rango de
Vinedia de 1 820 a 2 190 pm s—!, disminuyendo
esta proporcién hasta el rango de velocidad de 0 a
365 pum s~!. La mayor proporcién de miracidios a
las 8 y 9 h post-eclosién se obtuvo en los rangos de
1 455 a 1 820 um s~ !, disminuyendo hasta el 0 %
en el rango de 0 a 365 um s~'. A las 10 h post-
eclosion, se observaron los porcentajes mas altos de
miracidios en el rango de 725 a 1 090 um s~!, en
ambas temperaturas de incubacién (p < 0.01).

DISCUSION

Los porcentajes de eclosion oscilaron entre
91.7 y 94.2 % en las dos temperaturas de eclosién
evaluadas. Al respecto Andrews (1999) reporta que
el huevo de F. hepatica a temperaturas de 23 a 26
°C los huevos se desarrollan de 2 a 3 semanas, mien-
tras que a temperatura de 16 °C se requieren de 2
a 3 meses. En condiciones de laboratorio, para el
desarrollo del huevo a 10 °C se requieren 6 meses,
mientras que a 30 °C se requieren 8 d para su de-
sarrollo (Torgerson y Claxton 1999). Mientras que
Canevari et al. (2013) reportan que huevos incuba-
dos a 25 °C por 15 d, tuvieron eclosiones de entre
67.0 y 94.8 %.

El miracidio es incapaz de infectar un caracol
durante sus primeros minutos de vida, logrando su
capacidad dptima de invasién de 1.5 a 2.0 h después
de la eclosién para luego disminuir la capacidad de
infeccién de forma lenta (Graczyk y Fried 1999).
Esto concuerda con la velocidad encontrada en el
presente trabajo que fue de 1 820 a 2 190 yum s~ !
y de 2 190 a 2 545 um s—! después de la 1 h de
post-eclosidn en las dos temperaturas de incubacién.
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El porcentaje de miracidios en los diferentes
rangos de velocidad de las subpoblaciones mues-
tran diferencias significativas a través del tiempo
post-eclosién, encontrando que después de 10 h
post-eclosion a 25 °C se tuvo un bajo porcentaje
de miracidios en el rango de 0 a 365 um s !. La
velocidad de los miracidios esta relaciona con la
infectividad, los miracidios que nadan en circulos
o que requieren 30 s para moverse 1 cm (333 um
s7!) no infectan a los caracoles, mientras que los
que se mueven de 833 a 2 500 um s~! son los mas
infectivos.

En la practica, los miracidios se limitan a
pequefios cuerpos de agua y pocos centimetros
de diametro, la mayoria de los cuales no con-
tienen caracoles (Andrews 1999). Se encontraron
diferencias estadisticas entre las dos temperaturas
de incubacién y la motilidad del miracidio de F.
hepatica.

Aunque los miracidios son capaces de recorrer
grandes distancias durante su corta vida, esta
desciende a las 10 h de edad (Villa-Mancera et
al.  2015). El porcentaje de miracidios de los
rangos de Viineal ¥ Vinedia de las subpoblaciones
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CONCLUSIONES

La temperatura de incubacién tiene efecto
sobre la velocidad lineal y media del miracidio de
Fasciola hepatica. La incubacién de los huevos
del trematodo y la supervivencia del miracidio esta
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potencialmente drasticas para sus huéspedes.
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