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RESUMEN

La paramfistomosis es una parasitosis ocasionada por trematodos pertenecientes
a la familia Paramphistomidae, localizados principalmente en el rumen y reticulo de
rumiantes, los bovinos y bufalos son los hospedadores definitivos mas importantes,
seguidos de ovejas y cabras. Estda ampliamente distribuido tanto en regiones tropicales,
subtropicales y templadas en donde las condiciones de humedad y la presencia del
hospedador intermediario adecuado permiten que su ciclo evolutivo se desarrolle
completamente. En este trabajo se presenta el hallazgo de trematodos en el reticulo-
rumen de dos bufalas de agua (Bubalus bubalis) pertenecientes al rodeo general del
establecimiento “Paso Laurel”, en la localidad de Paso Florentin del departamento de
General Paz, Corrientes, Argentina, con el proposito de clasificar el género y si es
factible especie de los parasitos. Se realizaron observaciones del aspecto general con
lupa estereoscopica, para luego clasificarlos en dos grupos, los que presentaban bolsa de
Cirro y los que no, (Grupo 1 y Grupo 2). Mediante microscopia electronica de barrido,
se identificaron estructuras propias del género de los trematodos y por cortes
histologicos se pudieron observar estructuras internas, que permitieron orientar la
identificacion de los anfistomas. Se llegd a la conclusion de que se trataba de una
infestacion conjunta en ambas bufalas, con la presencia de los trematodos clasificados
como Paramphistomum sp. y Balanorchis anastrophus. A partir de estudios
morfologicos e histologicos que se pudieron obtener, nos permite generar una nueva
fuente de informacion sobre estos parasitos presentes en bufalos de nuestra region, que
afectan de manera directa al sector ganadero.



INTRODUCCION

Algunas especies domésticas y el hombre, son susceptibles a padecer
infestaciones producidas por parasitos trematodes. Dentro de las mas frecuentes y de
distribucion mundial emergente se nombra a la fasciolosis y paramphistomosis. Se
conoce genéricamente como paramphistomosis a la parasitosis producida en rumiantes
por trematodes pertenecientes, en su mayoria, a la familia Paramphistomidae, pudiendo
hallarse otras familias involucradas (Gastrothylacidae y Balanorchiidae) de acuerdo a la
distribucion geografica. Como en los demas digeneos, el ciclo vital requiere de un
molusco gasteropodo como hospedador intermediario. Estos parasitos, en sus estadios
inmaduros se ubican en el intestino delgado proximal y migran en forma anterograda,
alcanzando finalmente el rumen, donde permanecen como adultos. La
paramphistomosis ha sido descrita en habitats de tierras bajas y frecuentemente
inundadas, alrededor de lagos y lagunas (Sanabria y Romero, 2008). Los bovinos y
bufalos son los hospedadores definitivos (HD) mas importantes, seguidos de ovejas y
cabras (Cordero del Campillo et al., 1999).

Originalmente se pensaba que la enfermedad se limitaba a los tropicos y
subtropicos (Taylor ef al.,, 2007), pero estudios recientes lo han detectado en regiones
templadas (Nikander y Saari, 2007).

Los rumiantes se infectan por via oral al ingerir las formas infectivas,
denominadas metacercarias, que al llegar al abomaso se desenquistan para liberar los
parasitos jovenes que migran hacia el intestino delgado y posteriormente al rumen,
donde alcanzan la madurez sexual e inician la liberacion de huevos (Soulsby, 1987).

La paramfistomosis tiende a desarrollar dos tipos de infestacion en el tracto
digestivo del animal: la intestinal, provocada por trematodos inmaduros migratorios, y
la ruminal producida por trematodos maduros (Dirksen ez al., 2005).

El cuadro clinico se presenta solo cuando hay gran cantidad de formas
inmaduras y se manifiesta como un sindrome de mala digestion que en casos extremos
produce anorexia y muerte. Los dafios causados a los rumiantes provocan desnutricion,
pérdida de peso, decrecimiento en la produccion de leche y disminucion en la capacidad
reproductiva, lo que se traduce en pérdidas cuantiosas para la economia del renglon
ganadero (Muro y Ramajo, 2002).

En casos graves pueden desarrollar anemia, hipoproteinemia, edemas y
emaciacién. Por el contrario, los trematodos adultos fijados a la mucosa del rumen
originan trastornos clinicos menores que las fases juveniles migrantes (Borchert, 1981).

Diversos reportes indican que existe mayor susceptibilidad en animales jovenes
que llegan a albergar un mayor niimero de parasitos, a diferencia de los adultos donde se
observa cierto grado de inmunidad, convirtiéndose en reservorios importantes de la
infestacion para los caracoles (Urquhart ez al., 2001, Radostits et al., 2002; Dirksen et
al., 2005).

El diagnostico por métodos inmunolégicos y serologicos para la deteccion de
anticuerpos no son concluyentes (Singh er al, 1983; Rieu et al, 2007). Por
consiguiente, de forma rutinaria de la paramfistomosis en animales vivos todavia
depende la observacion de huevos en el examen fecal; sin embargo, infestaciones de
baja intensidad pueden pasar desapercibidas, y se debe esperar la madurez sexual de los
parasitos para poder observar los huevos en las heces (Rieu ez al., 2007).



La observacion de ejemplares adultos en necropsias o hallazgos en frigorificos
son utiles para la determinacion taxonoémica. Muchas especies de Paramphistomidos se
describieron inicialmente basandose Gnicamente en la morfologia, principalmente la del
acetabulo, la faringe, los genitales terminales, las papilas tegumentarias y los érganos
internos. Sin embargo, el hecho de que los trematodos tienen cuerpos gruesos y
robustos, y que la mayoria de los especimenes del tracto gastrointestinal sean
sexualmente inmaduros hace que la identificacion morfologica sea menos confiable.
Como resultado, es probable que algunas de las especies previamente identificadas sean
sinonimas (Eduardo, 1983).

Morfologicamente se los distingue por su cuerpo piriforme, color rosado cuando
estan vivos, poseen una ventosa oral y una ventosa prominente en posicion terminal o
ventro terminal denominada acetdbulo, mediante la cual se fijan a la mucosa. Una
ventosa o poro genital de desarrollo variable que segun el género se presenta en la
superficie concava del cuerpo (Sanabria, 2011).

Es muy dificil identificar y diferenciar las especies de anfistomas sobre la base
de su morfologia debido a la variacion significativamente menor en el tamafio y la
forma del parasito y sus érganos internos, que varia incluso en gusanos maduros e
inmaduros de la misma especie. La morfologia no puede apreciarse muy bien en el
microscopio estereoscopico, pero puede confirmarse bien mediante el examen
histologico del parasito (Chaoudhary et al., 2015).

Son varios los géneros involucrados, no obstante la dispersion mundial de éstos
es bastante irregular y la complejidad de la sistematica morfologica de estas entidades
induce a frecuentes errores en su clasificacion. A pesar de los sucesivos cambios de
ordenamiento sistematico que presentan estas entidades, el nivel taxondémico de Familia
es el que ha permanecido més estable (Over et al., 1992).

La clasificacion esta basada en la ponderacion de criterios holomorfoldgicos
para los amphistomas en general, enmarcando en ésta, a los parasitos de mamiferos,
aves, peces, reptiles y anfibios. En lo que respecta al interés veterinario, se puede
resumir que dicha clasificacion ordena a la Superfamilia Paramphistomoidea en varias
familias, de las cuales las que involucran a parasitos de los rumiantes son
Gastrothylacidae 'y Paramphistomidae. La ultima contiene dos subfamilias:
Orthocoeliinae y Paramphistominae, y a su vez esta ultima es continente de los géneros
parasitos de rumiantes. Los miembros de la Familia Gastrothylacidae se hallan
fundamentalmente en Asia y Africa, asi como los géneros como Ugandocotyle sp.,
Gigantocotyle sp. y en parte Cotylophoron sp., originados principalmente en el ultimo
continente mencionado. Paralelamente, se encuentra la superfamilia Cladorchoidea que
contiene, entre otras, a la Familia Balanorchiidae, cuyo Gnico integrante es Balanorchis
anastrophus, parasito de rumiantes de América del Sur. Este es facilmente distinguible
del resto de los paramphistomidos por poseer tres filas de papilas en la extremidad
anterior y un anillo muscular ventral por donde protruye la bolsa del cirro, lo cual ha
dado origen al nombre del género (Sey, 1991).

Clasificacion taxonémica (Sey, 1991):
Los géneros mas importantes en referencia a la Paramphistomosis de los
rumiantes serian:

Reino: Metazoa
Phylum: Platyhelminthes
Clase: Trematoda
Subclase: Digenea



Orden: Echinostomida
Suborden: Paramphistomata
Superfamilia: Cladorchioidea
Familia: Balanorchidae:
Género/especie:
-Balanorchis anastrophus

Superfamilia: Paramphistomoidea

Familia: Gastrothylacidae:
Género:
-Carmyerius sp.
-Fischoederius sp.
-Gastrothylax sp.
-Velazquezotrema sp.

Familia: Paramphistomidae:

Subfamilia: Paramphistominae:
Género:
-Calicophoron
-Cotylophoron
-Fxplanatum
-Gigantocotyle
-Paramphistomum
-Ugandocotyle

El género Paramphistomum parece ser el de mayor dispersion mundial, no
obstante, dada la complejidad de la sistematica es frecuente que se realicen
determinaciones especificas equivocas e incluso genéricas, por cuanto los mapas de
distribucion, basados en reportes previos, no estan exentos de potenciales errores. La
biologia molecular ofrece hoy una herramienta complementaria y robusta que permite
resolver algunas de estas cuestiones (Over ef al., 1992).

Dada la gran similitud entre especies dentro de la familia Paramphistomidae, y
su compleja sistematica, las técnicas de biologia molecular podrian aportar nuevos
elementos de juicio para la diferenciacion y caracterizacion de especies. Algunos
géneros han sido estudiados mediante técnicas moleculares, Itagaki ez al. (2003)
caracterizaron tres géneros diferentes mediante el espacio interno transcripto 2 (ITS-2)
del DNA ribosomico (rDNA), mientras que Rinaldi et al. (2005) aplicaron técnicas
similares usando el ITS-2 de Calicophoron daubneyi obtenidos de diferentes HD
(Sanabria, 2011).

La paramfistomosis es una enfermedad poco descrita en el NEA, se notifico por
primera vez el hallazgo de especimenes de la Familia Paramphistomidae en bovinos
procedentes de los departamentos de Mercedes y Goya, que fueron al “Frigorifico de
Corrientes” (San Cayetano, 27°25°S, 58°39'W, Pcia. de Corrientes) clasificandolos
como Cotylophorum cotylophorum (Racioppi, 1994), pero afios mas tarde, se realizo
una revision de este hallazgo, donde se examinaron los ejemplares y se compararon con
otros ejemplares procedentes de la provincia de Buenos Aires, y con métodos mas
modernos de identificacion, se pudo determinar que eran, en realidad, Paramphistomum
leydeni (Sanabria ef al., 2009).



A la fecha, no se cuenta con informacion confiable del grado de parasitismo en

los animales de esta region, ya que es una enfermedad cominmente subdiagnosticada y
que inclusive puede ser facilmente confundida con fasciolosis. El desarrollo de este
trabajo de investigacion puede aportar nuevos conocimientos acerca de esta enfermedad
en la especie bubalina y asi poder facilitar la solucion a futuras problemaéticas del sector.

OBJETIVOS

Objetivo general

Clasificar trematodos recolectados en bubalinos del Departamento de General
Paz, Corrientes, Argentina.

Objetivos particulares

Obtener ejemplares para su posterior estudio por medio de técnicas
macroscopicas y microscopicas.

Identificar macroscopicamente con el fin de evaluar su localizaciéon y aspectos
morfologicos en fresco, durante 1a necropsia, a partir de la inspeccion.

Identificar microscopicamente las estructuras externas con el fin de especificar
la morfologia, realizar mediciones y tomar registros, utilizando microscopia
estereoscopica y microscopia electrénica de barrido.

Identificar las estructuras internas a fin de detallar los o6rganos presentes en los
parasitos mediante técnicas histologicas.

Determinar el género y si es factible de la especie encontrada con el proposito de
revelar el hallazgo de los parasitos encontrados en las bufalas por medio de este
trabajo.

MATERIALES Y METODOS

Materiales:

Ambito de estudio:

-Establecimiento “Paso Laurel”, Ruta 5 km 110, en la Localidad de Paso

Florentin (-27.747194, -57.748952), Departamento de General Paz, de la Provincia de
Corrientes, Republica Argentina.

-Laboratorio de la Catedra de Enfermedades Parasitarias-UNNE.

-Laboratorio de parasitologia del centro de diagnéstico e investigacion

veterinaria (CEDIVE) de la UNLP.

Unidad de analisis:



Dos bufalas (Bubalus bubalis) pertenecientes al rodeo general del
establecimiento. Ambas, mayores a los 5 afios de edad y de Raza Mediterranea que
fueron enviadas a faena.

Posterior a la faena de los animales y tras la inspeccién del rumen, se detectaron
estructuras parasitarias que fueron recogidas cuidadosamente con la ayuda de pinzas de
diseccion en la mucosa del reticulo y rumen de las bufalas afectadas. También se obtuvo
un recorte de la pared del rumen.

Posteriormente, se procedié a almacenar las muestras clasificandolas de acuerdo
al tamafio de los ejemplares en diferentes frascos de plastico, se colocaron con formol al
10% y otros fueron conservados en alcohol al 96%. Las muestras fueron rotuladas,

obteniendo un total de 10 frascos, 8 de ellos con ejemplares en formol y 2 frascos con
alcohol. (Ver ANEXO 1)

Métodos:
- Microscopia Estereoscépica:

Se realizo la observacion de diferentes ejemplares que fueron colocados en
Cajas de Petri para facilitar su revision, con un Microscopio estereoscopico OLYMPUS
Sz4045 Head SZ40, en diferentes aumentos y realizando mediciones milimetradas,
llevando anotaciones y registros fotograficos de los parasitos.

- Microscopia Electronica de Barrido (MEB):

Se realizo observacion y analisis de un numero de ejemplares representantes de
las muestras obtenidas de las bufalas, identificados como 1, 2, 3 y 4 MEB, segin sus
caracteristicas mas relevantes. La técnica se llevo a cabo en el Servicio de Microscopia
Electronica de Barrido de la Universidad Nacional del Nordeste (UNNE) que se
encuentra en la Facultad de Ciencias Agrarias, el servicio nos brindé un turno de 2 horas
de observacion en el MEB marca JEOL 5800 LV, incluyendo grabacion de imagenes
digitalizadas, los especimenes fueron lavados en solucion fisiologica, luego transferidos
en alcohol al 70% y sometidos a ultrasonido, fueron deshidratados en alcohol etilico al
80%, 90%, 100% y 100% durante 15 minutos en cada concentracion y luego secado de
las muestras a punto critico, se colocaron en un soporte de aluminio y se realizo el
sputtering (metalizado) con oro, oro paladio a cargo del personal técnico encargado en
este caso la Lic. Ma. Cecilia Galindez. Se tomaron registros fotograficos del cuerpo, la
ventosa oral, poro genital y acetabulo, para observar las caracteristicas y tomar
mediciones.

- Microscopia Optica-Histologia:

Se tomaron 3 ejemplares caracteristicos (1, 2 y 3 MOH) y se colocaron
cuidadosamente en celdillas histolégicas, se fijaron con etanol 70 %, luego de la
deshidratacion, fueron incluidos en parafina y cortados con micrétomo en secciones
longitudinales y sagitales de 4 — 5 um de espesor, siguiendo técnicas histologicas
estandar. Las secciones separadas se colorearon con hematoxilina — eosina (H-O). Se



llevé a cabo en el Servicio de Histopatologia y Citologia de la Universidad Nacional del
Nordeste (UNNE) en la Facultad de Ciencias Veterinarias, a cargo de todo el proceso la
Dra. Rosa Insfran. Se examinaron con un Microscopio Binocular ARCANO XSP-100,
en basqueda de las estructuras musculares de importancia para la clasificacion
taxondmica como ser: acetabulo, faringe y genitalia (ovario y testiculos) de las cuales se
tomaron fotografias.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el establecimiento “Paso Laurel”, las bdfalas son criadas en los potreros con
bafiados y lagunas, ya que es el hébitat donde se desarrollan con mayor confort y
productividad (Imagen N°I).

Imagen Nal: Establecimiento “Paso Laurel”, con caracteristicas propiciaspara el desarrollo del ciclo
de los trematodos.

Las dos bufalas fueron enviadas a faena (Imagen N° 2), durante la misma, se
pudo examinar la mucosa del rumen y redecilla donde se observaron los ejemplares de
treméatodos adheridos y agrupados en colonias en forma de “racimos”, situados en las
paredes del reticulo y entre las papilas del rumen (Imagen N° 3)



Imagen N° 2: Unidad de analisis.

Imagen N°3: ejemplares adheridos al epitelioy a las papilas ruminales.

Se recolectaron mas de 300 ejemplares y se tomd una muestra de las papilas
ruminales. Observando que existen diferencias en formas y tamarios entre ellos. Se
aprecio el color de los parasitos frescos, los cuales presentaban un color rosado. Estos
fueron conservados y almacenados segun protocolos ya estandarizados de la necropsia
dirigida a trematodos (ANEXO 1).

Quiroz Romero (1984), expresa que los Paramphistomidos adultos se suelen
encontrar adheridos al epitelio del rumen, y que provocan palidez en las papilas



ruminales, también destaca que la presencia de estos parésitos puede ocasionar zonas de
necrosis debido a la presién provocada por el acetabulo del trematodo al estar fijado en
la base de las papilas, las cuales se encuentran generalmente atrofiadas, y ademas
cuando se desprenden, quedan unos botones prominentes en la mucosa (Imagen N°4),
gue marca el sitio en donde estaban fijados, tal como pudimos apreciar en la muestra de

epitelio que recolectamos.

Imagen N°4: Observacién de parasitos adheridos al epitelio ruminal, el cual se encontrd alterado.

En el Laboratorio de la Catedra de Parasitologia se observaron bajo lupa
estereoscopica binocular, para comenzar con su clasificacion. Algunos presentaban
formas piriformes y otros una forma conica. La cara ventral algo concava y cara dorsal
convexa, cuerpo arqueado, y la parte anterior, mas estrecha que la posterior (Imagen N°
5). Ademas presentaban una particularidad diferencial entre si, y se decidio agruparlos
segun ello en dos grupos: los que presentaban bolsa de cirro protruyendo (Grupo 1) y
los que no presentaban bolsa de cirro protruyendo (Grupo 2).



Imagen Na5: Morfologia de los treméatodos, bajo lupa estereoscopica.

En estado fresco se observo que presentaban un color rosado claro con mayor o
menor intensidad en algunas zonas de su cuerpo y realizamos mediciones con una regla

milimetrada obteniéndose en promedio medidas que van desde los 3 a 8 milimetros de
longitud (Imagen N° 6) y 1a 3 milimetros de ancho, en nuestros ejemplares.
Imagen Na6: Mediciones milimetradas de los parasitos.

Pudimos distinguir estructuras tales como: ventosa oral en su porcion anterior,
poro genital en la porcidn posterior de su cuerpo y acetabulo. (Imagen N° 7).



Imagen N° 1: Trematodospresentes en el rumeny redecilla, donde se pueden obsen’ar el color, laforma
v algunas estructuras.. Referencias: 1-Ventosa oral; 2-Poro genitaly 3-Acetabulo.

Con las iméagenes obtenidas por MEB se pudieron distinguir con una mayor
precision las estructuras morfoldgicas. El ejemplar 1MEB, present6 el cuerpo algo
piriforme, ligeramente cénico, de 7 x 1,5 mm (Imagen N°8c). La ventosa oral con
tegumento grueso y presencia de pequefias papilas (Imagen N° 8b), acetabulo y poro
genital con presencia de bolsa del cirro protruida (Imagen N°8a), Clasificandose en el
Grupo N°l.

Imagen N° 8: Trematodo 1ATEB: (a) Poro genital con presencia de bolsa de cirro protruida (barra de
escala: 100 um). (b) Acetabulo (barra de escala: 100 um). (c) Parasito entero (barra de escala: 500 um).

El Ejemplar 2MEB, presenta el cuerpo pequefio, conico, casi redondo, de 3 mm
de largo x 1,2 mm de ancho (Imagen N°9d). En el extremo anterior alrededor de la
abertura oral presenta papilas tegumentarias (Imagen N°9a), que son estructuras largas
digitiformes de 30-60 pm, en las cuales hay estructuras mas pequefias emanando como
pequefiisimas ramas laterales que miden de 4 a 6 pm de largo, cada una con un cilio en
su punta. EI mismo tipo de pequefias estructuras ciliadas también se encuentran en las



superficies entre y alrededor de las papilas largas (Imagen N°9b), estas estructuras
tienen una funcion sensorial. El acetdbulo subterminal o casi terminal, en direccion
dorso-ventral. Presenta bolsa de Cirro protruida con la caracteristica de poseer alrededor
un anillo muscular que la recubre (Imagen N°9c). Por dicha caracteristica también lo
incluimos en el Grupo 1

Imagen N° 9: Trematodo 2MEB: (a) Acetabulo (barra de escala: 50 um). (b) Extremo anterior donde se
observan largaspapilas alrededor de la abertura oral (barra de escala: 50 um). (c) Regién delporo
genital con bolsa de cirro protruida (barra de escala: 100 um). (d) Parasito entero, vista ventral-lateral
(barra de escala: 200 um)

A diferencia del grupo anterior, los ejemplares del Grupo 2, no presentan bolsa de Cirro
(Imagen N°10c) como es el caso del ejemplar 3MEB. Cuyo tamafio es de 7 x 2 mm En
el extremo anterior se encontro la abertura oral, la cual a su alrededor presentaba papilas
(Imagen N°10a), presenta una prominencia en su superficie dorsal que Ilama la atencion
y fue el Unico ejemplar con la misma.



Imagen N° 10: Trematodo 3MEB: (a) Extremo anterior con presencia de pequefias papilas alrededor de
la abertura oral (barra de escala: 100 um). (b) Acetabulo (barra de escala: 200 um). (c) Region delporo
genital (barra de escala: 100 um). (d) Parasito entero, vista ventral-lateral (barra de escala: 500 um)

El ejemplar 4MEB, también presenta cuerpo piriforme de 3,5 mm x 1,8 mm
(Imagen N° lid), ventosa oral con tegumento grueso y presencia de pequefias papilas
(Imagen N° 11b), acetabulo (Imagen N°1la) y poro genital sin la presencia de la Bolsa
de Cirro (Imagen N° 11c), por lo que es incluido en este grupo.



Imagen N° 13: Trematodo 4MEB: (a) Acetabulo (barra de escala: 100 um). (b) Extremo anterior con

presencia de pequefias papilas alrededor de la abertura oral (barra de escala: 100 um). (c) Region del

poro genital (barra de escala: 50 um). (d) Parasito entero, vista ventral-lateral (barra de escala: 500
umy

Eduardo (1976) y Amato et al. (1986) describen que la bolsa del cirro
sobresaliendo fuera de la superficie del cuerpo, junto con el tamafio del cuerpo, se
pueden utilizar para separar macroscopicamente B. anastrophus de Paramphistomum
sp. en infecciones asociadas.

Junquera (2007) cita que los paramfistomidos son especimenes cuyas
caracteristicas morfologicas son muy distintas, ya que no tienen la forma tipica de las
otras especies de trematodos. Estos en lugar de ser dorsoventralmente aplanados, son
conicos, cilindricos, ovales, piriformes o elipticos y miden entre 5-13 mm de longitud
X 2 - 5 mm de ancho segun la especie, tienen forma conica o piriforme y el color de los
ejemplares adultos vivos va de grisaceo a rosado.

Quiroz Romero (1984) define que el género Paramphistomum tiene forma
piriforme, ligeramente cdncavo y convexo dorsoventral, mientras que Calicophoron son
conicos, piriformes, algunas veces aplanados y curvados ventralmente, a diferencia del
género Cotylophoron que son alargados, ovales y aplanados, pero los 3 géneros a nivel
de la ventosa oral carecen de diverticulos. Las mediciones tipicas para Calicophoron
calicophorum van dellal3x5.5a7 mm, Paramphistomum cervide5al3x2a5
mm y Cotylophoron Cotylophorum de 5a 8 x 2.5 a 3.5 mm.



Mientras tanto, Balanorchis anastrophus presenta un cuerpo pequefio, cénico,
méas ancho en la region pre-acetabular que puede variar de aspecto si los ejemplares
estan o no contraidos. Fischoeder (1901) agrega que, en los ejemplares no contraidos, se
puede distinguir una proyeccion coniforme en la parte anterior, ademas de la proyeccion
de la bolsa de cirro en ventral, situada pre-ecuatorialmente. Asi mismo, Tandon y
Maitra, (1982) detallan que se caracterizan por la carencia de una armadura de espinas
en el cuerpo, que es reemplazada frecuentemente por papilas tegumentarias, que se
presentan en toda la abertura oral y alrededor de los margenes del acetabulo y que estan
constituidas por papilas ciliadas en forma de vellosidades y papilas no ciliadas, estos
ultimos asociados a estructuras sensoriales.

Algunos ejemplares fueron sometidos a cortes histologicos (Imagen N°14) para
poder distinguir estructuras internas muy importantes dentro de la morfologia de cada
individuo.

Imagen N° 14. Procedimiento para ja obtencion de cortes histologicos de losparasitos en ej Servicio de
Histopatologiay Citologia de laFCV- UNNE. Observacién bajo microscopia oOptica.

El trematodo 1MOH, presenta una estructura normal, la pared del cuerpo con
pliegues y surcos alternados como una capa superficial homogénea continua que cubre
todo el cuerpo, se identifico la ventosa oral y el acetdbulo, cerca de éste, un par de
testiculos y un ovario. Se observé vitelaria prominente en ambos lados del cuerpo. La
membrana basal del tegumento mostrd una capa clara y uniforme, con una capa
parenquimatosa distinta por debajo y células vitelinas (Imagen N°15).



Imagen N 15.1MOH. (a) Cuerpo entero, seccidn longitudinal, (b) Ventosa oral. (c)Acetabulo. (d)
Region delporo genital.

El trematodo 2MOH, present6 una estructura normal, la pared del cuerpo con
pliegues pequefios y surcos alternados como una capa superficial homogénea continua
que cubre todo el cuerpo, se identificd la ventosa oral con presencia de pequefias
estructuras como papilas ciliadas y el acetabulo, cerca de éste, un par de testiculos y un
ovario. La membrana basal del tegumento mostré una capa clara y uniforme, con una
capa parenquimatosa distinta por debajo y células vitelinas (Imagen N°16).



Imagen N° 16. 2MOH: (a) Cuerpo entero de 2 parasitos con caracteristicas morfolgicas semejantes,
(b) Ventosa Oral, (c) Acetabulo, (d) Cuerpo entero de 1parasito con caracteristicas semejantes.

El corte histolégico 3MOH permitié evidenciar a los parasitos entre las papilas
ruminales, el trematodo alli evaluado, presentd una estructura normal, la pared del
cuerpo fina, con pliegues pequefios y surcos alternados como una capa superficial
homogénea continua que cubre todo el cuerpo, se identificd la ventosa oral y el
acetdbulo, cerca de éste, un par de testiculos y un ovario. La membrana basal del
tegumento mostr6 una capa clara y uniforme, con una capa parenquimatosa distinta por
debajo y células vitelinas.



Imagen N° 17. 3MOH: (a) Cuerpo entero, seccion longitudinal de un trematodo entre las papilas de!
rumen, (b) Ventosa oral. (c)Acetdbulo. (d) Pequefio trematodo ubicado entre las papilas del rumen.

La identificacion histoldgica registrada en el presente trabajo se realizé sobre la
base de la histologia de los trematodos; ventosa anterior, ventosa posterior (acetabulo),
genitales terminales, testiculos, ovario y sobre la base de las particularidades
histoldgicas de los 6rganos musculares como la faringe, la abertura genital y la ventosa
posterior (acetdbulo). De acuerdo a los criterios sefialados por Eduardo (1980) y Sey
(1991).

Se puede determinar asi, gracias a las caracteristicas presentadas por nuestros
ejemplares y comparando con los datos de bibliografia que los ejemplares del Grupo 1
pertenecen al género Bcilcmorchis especie anastrophus y los ejemplares del Grupo 2 al
género Paramphistomum spp., en este Gltimo no es posible determinar la especie
presente ya que las caracteristicas morfolégicas son muy similares dentro del mismo
género debiendo recurrir asi en un futuro a técnicas moleculares.

CONCLUSION

En base a los hallazgos, es concluyente que los bufalos en la zona estudiada son
susceptibles a padecer un tipo mas de parasitosis, diagnosticada anteriormente en
bovinos y bufalos de otros paises. Se pudieron obtener ejemplares de trematodes y
realizarles algunas de las técnicas necesarias para su identificacion taxondémica,
basandonos tanto en las estructuras externas como internas, lo cual nos ha permitido



determinar el género, siendo una infestacion mixta de Paramphistomum sp. y
Balanorchis anastrophus. principalmente en su etapa adulta en el reticulo-rumen.

La identificacion final de Paramphistomum sp. y B. anastrophus se realizo en
base a la morfologia e histologia de los trematodos; su forma, ventosa anterior (oral),
ventosa posterior (acetabulo), poro genital, presencia o ausencia de la bolsa de cirro y
papilas tegumentarias, siguiendo las pautas estandar dadas por Urquhart ez al. (2001) y
Sey (1991).

Se dificulta determinar la especie en el caso del género Paramphistomum sp, ya
que éste género es sumamente amplio y con un numero mayor de especies involucradas
dentro de €l, las cuales son muy semejantes entre si teniendo en cuenta solamente sus
aspectos morfologicos e histologicos, y la clasificacion taxondémica es una especialidad
de la que lamentablemente carecemos de profesionales en el area, por lo que nos vemos
en la necesidad de recurrir a exdmenes moleculares para poder determinarlas.

En cambio, fue mas sencillo poder determinar qué Balanorchis anastrophus, ya
que éste es un ejemplar que posee cualidades muy diferentes al resto de los otros
trematodos y hasta el momento solamente hay una especie descrita dentro de ese
género.

Es necesario continuar con los estudios de ambas parasitosis para determinar si
estas infestaciones provocan mermas productivas en la especie bubalina, reconocer sus
huéspedes intermediarios y posibles tratamientos, como asi también, y no menos
importante, poner en practica los exdmenes coproparasitologicos en busca de huevos de
ambos trematodes y poder realizar una minuciosa diferenciacion con los de Fasciola
hepatica, con quien comparten el ecosistema y similitud en los huevos al momento de la
puesta lo cual puede llevar a una confusion, en operadores no tan experimentados, del
verdadero diagnoéstico. De esta manera, se podran dar respuestas a los productores que
explotan la actividad bubalina en las zonas anegadizas de la provincia de Corrientes.
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ANEXO 1

PROTOCOLO DE NECROPSIA PARA TREMATODES (Paramphistomum sp.)

OBJETIVO:

- Tomar muestras para la obtencién de trematodes del ganado bubalino.
- Identificar los parasitos obtenidos morfologicamente y molecularmente.

LUGARES DE TRABAJO:

- Establecimiento “Paso Laurel” se ubica en el paraje Paso Florentin,

departamento de General paz, provincia de Corrientes (-27.747194, -
57.748952).

- Laboratorio de Enfermedades Parasitarias — UNNE.

- Laboratorio de parasitologia del laboratorio de diagnostico e investigacion
veterinaria (CEDIVE) de la UNLP.

ANIMALES:

- Previa confirmacion por coproparasitologia se seleccionaran 2 bufalas
adultas para realizar la necropsia (antecedente: 3 bufalas del mismo lote ya
presentaron trematodes en el tubo digestivo).

MATERIALES:

Balde de 12-15 1 graduado (en su lateral con divisiones de 10 en 10 equivalentes
al volumen del cucharén).

Cucharon de capacidad conocida (B).

Tamiz de 75 u de abertura entre hilos (200 meshes)

Abridor de intestino (o tijera punta roma).

Bandejas grandes (de aproximadamente 40 x 50 cm de lado).

Placas de Petri.

Solucién yodurada.

Hiposulfito de sodio.

METODOS:

Sacrificar el animal.

Observacion externa de las visceras

Ligar cada porcion del tubo digestivo para no perder y poder separar cada
porcion. Teniendo en cuenta que Paramphistomum sp. es un parasito que afectan
al tracto gastrointestinal y que los estadios jovenes se localizan en el intestino
delgado y las fases adultas en el rumen y reticulo, se hara la toma de muestras de
todas las porciones.

ABOMASO:

Abrir el abomaso por la curvatura menor y volcar el contenido en el balde. Lavar
intensamente la mucosa (pliegue por pliegue) bajo un chorro de agua suave,
friccionando cuidadosamente con los dedos para separar los parasitos adheridos.
Medir el pH del contenido abomasal como indicador de la funcionalidad de
dicho 6rgano. El pH nommal oscila en 1.5-3, en tanto que en animales muy
parasitados éste se eleva por encima de 5.



- Enrasar el contenido del balde agregando agua hasta la medida indicada
inmediatamente por encima del nivel del liquido acumulado durante el lavado.

- Homogeneizar el contenido con el cucharon y extraer tantas medidas
(cucharones) como sea necesario para completar una alicuota del 10% del total
del lavado.

- Trasvasar la alicuota a un recipiente plastico (preferentemente de 1 1 de
capacidad). En caso de no leer la muestra en el momento, se la puede conservar
en heladera, previo formolado al 4% (como conservador).

RUMEN, LIBRILLO Y REDECILLA: idem

INTESTINO DELGADO

- Abrir el intestino delgado con un enterotomo o con tijera, lavar la mucosa de
manera similar a la del cuajar, y tomar la muestra de igual forma para completar
una alicuota del 10%.

INTESTINO GRUESO
- Idem intestino delgado.

LECTURA

- Parala lectura de la muestra, tomar un 10% (cucharones) de la alicuota original
y volcarlo sobre el tamiz de 75 u de abertura entre hilos (200 meshes). Con una
fina lluvia de agua, limpiar y clarificar la muestra.

- Volcar el lavado en una placa de Petri y agregar unas gotas de solucion
yodurada.

- Pasados 5-10 minutos, decolorar con hiposulfito de sodio.

- Mirar la muestra en una lupa estereoscopica a 10-20X y pasar los parasitos, con
la ayuda de una aguja histoldgica, a otra placa de Petri con agua para su recuento
e identificacion.

FACTOR DE MULTIPLICACION: El namero de parasitos obtenidos debe ser
multiplicado por 100. Este valor surge de multiplicar los dos porcentajes o alicuotas del
10% que se utilizaron.



