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RESUMEN GENERAL

El trematodo Paragonimus mexicanus es el agente etioldgico de la paragonimiasis, una
enfermedad zoondtica de transmision alimentaria en Costa Rica. En nuestro pais se ha reportado
una segunda especie, Paragonimus caliensis, sin embargo, se desconoce si se trata de una
especie diferente o0 sinénima de P. mexicanus. Resultados de estudios morfoldgicos vy
moleculares han reconocido hasta la fecha nicamente dos especies de Paragonimus presentes en
el continente americano: P. mexicanus en Centroamérica y Suramérica, y Paragonimus kellicotti
en Norteamérica. El presente estudio tuvo como objetivo establecer las especies de Paragonimus
presentes en cangrejos de agua dulce mediante analisis morfologico (microscopia de luz y
microscopia electronica de barrido) y analisis molecular (amplificacion de las regiones 28S,
ITS2 y CO1). De un total de 347 cangrejos pseudotelfusidos recolectados en diferentes zonas de
las vertientes Atlantica y Pacifica, y en el Valle Central, 44 (12.6%) individuos se determinaron
como infectados con metacercarias de Paragonimus spp., las cuales se encontraron sobre todo en
hepatopancreas (56.7%) y en tejido muscular (43.0%). Los cangrejos pertenecieron a cinco
especies, tres especies reportadas previamente como hospedadores intermediarios de
Paragonimus spp. (Potamocarcinus magnus y Ptychophallus tristani) y tres especies no
reportadas hasta la fecha (Ptychophallus uncinatus, Achlidon agrestis y Allacanthos yawi).
Mediante microscopia de luz la metacercaria de P. mexicanus se mostré sin membrana o quiste,
con un cuerpo de color amarillo con granulos rojizos, mientras que las metacercarias de P.
caliensis se encontraron recubiertas por una membrana transparente o quiste viscoso, con cuerpo
de color rosado con granulos rojizos. Mediante microscopia electrénica de barrido se
determinaron morfotipos, basados en el nimero y la distribucién de papilas en la ventosa ventral,

tres para P. mexicanus y dos para P. caliensis. El analisis molecular determind a las dos especies,



P. mexicanus y P. caliensis, separadas entre si y con distanciamiento genético de las especies
asiaticas. Esto representa el primer reporte de una tercera especie de Paragonimus presente en el
continente americano. La comparacion de los resultados obtenidos en el andlisis morfoldgico y
molecular indican que las dos especies P. mexicanus y P. caliensis son polimorficas. Cangrejos
infectados con P. caliensis y P. mexicanus se encontraron sobe todo en zonas peri-urbanas y
selvéticas de Costa Rica. La confirmacién de P. caliensis como especie separada de P.
mexicanus dirige varios cuestionamientos sobre la ecologia, diversidad biologica y

epidemiologia del género Paragonimus en Costa Rica.

En la segunda parte de este estudio se realizd la infeccién experimental de siete ratas
Wistar (Rattus novergicus), las cuales fueron infectadas con metacercarias de P. mexicanus,
extraidas de organos Yy tejidos de cangrejos de agua dulce Ptychophallus uncinatus recolectados
en el Caribe costarricense. Cuatro roedores fueron infectados por via oral y tres por via
intraperitoneal. En uno de los roedores infectados por via intraperitoneal se pudo detectar la
presencia de huevos en heces a los cinco meses post-infeccion. Cinco de siete roedores
desarrollaron formas inmaduras (3) y adultas (2), los gusanos adultos extraidos de ratas
infectadas por via intraperitoneal presentaron desarrollo de génadas, demostrandose asi, que es
posible producir gusanos adultos de P. mexicanus en ratas Wistar. Aunque la tasa de
recuperacion de gusanos fue muy baja (2.29%), se demostrd la susceptibilidad de estos roedores
hacia este parasito. Se recomienda el uso de la rata Wistar como modelo animal para infecciones

experimentales en futuras investigaciones.
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Introduccion General

Historia y descripcion del parasito

El género Paragonimus del filo Platyhelminthes estd representado por los parésitos
conocidos como duelas pulmonares de la clase Trematoda de la familia Troglotrematidae.
Paragonimus westermani es la especie mas conocida e importante a nivel mundial y fue
descubierta en 1878 durante la necropsia de un tigre de bengala en el zooldgico de Amsterdam
en Holanda (Kagawa, 1997). Los parésitos fueron enviados al zo6logo Kerbert, quien describid
los organismos y los compar6 con otras especies de trematodos. Otras duelas similares se habian
observado en nutrias y mangostas de la India, Kerbert la denomind Distoma westermani en

honor al director del zool6gico, Westerman (Kagawa, 1997).

El primer caso de paragonimiasis humana se registro en la isla de Formosa, actualmente
Taiwan, en un residente de origen portugués (Kawaga, 1997). El paciente murié de un aneurisma
adrtico y durante la autopsia se encontraron los parasitos en los pulmones. Posteriormente se
establecid el género Paragonimus en 1899, el nombre deriva de dos palabras griegas “para” (al
lado de) y “gonimos” (gonadas o genitales) (Kagawa, 1997). En 1850 Diesing descubrié un
parasito trematodo en los pulmones de una nutria de Brasil, al cual denomin6 Distoma rude.
Desde entonces en América han sido descritas las especies: P. mexicanus, P. caliensis, P.

amazonicus, P. ecuadoriensis, P. peruvianus y P. kellicotti (Tongu, 2001).

XV



Morfologia

El cuerpo de los parésitos adultos es ovoide, con dimensiones que pueden variar segin
las especies (Marty y Neafie, 2000). Se han reportado longitudes que varian de 7.5 mm hasta 12
mm de largo, de 4 a 6 mm de ancho y de 3.5 hasta 5 mm de grosor (Marty y Neafie, 2000). Los
individuos adultos se caracterizan por una morfologia que consiste en una ventosa oral, una
ventosa ventral conocida como acetdbulo, un sistema digestivo que consiste en una faringe y un
esdfago que se bifurca en un par de ciegos intestinales. Las especies de Paragonimus son
hermafroditas, contienen un par de testiculos lobulados y el ovario se encuentra en uno de los
lados del organismo, mientras que el Gtero fuertemente enrollado se encuentra en el lado opuesto.
La pared del parésito esta formada por una capa muscular suave y cubierta por un tegumento que
a su vez estd recubierto por espinas (Marty y Neafie, 2000). El sistema excretor es de tipo
protonefridial y estd compuesto por células flamigeras. Las células flamigeras estan distribuidas
principalmente en los margenes laterales de la region anterior y en la regién media posterior del
organismo. Se presume que su funcion es para propulsion de fluido a través de los ductos
excretores, y ademas participan en el filtrado de soluciones que provienen del fluido corporal

(Smyth y Halton, 1983).

En Latinoamérica se han descrito dos diferentes metacercarias, P. mexicanus y P.
caliensis. El descubrimiento de P. caliensis por Little (1968) y su denominacion como especie se
determind por diferencias morfoldgicas con P. mexicanus, basandose en el nimero de células
flamigeras presentes en las metacercarias de ambas especies; 60 para P. mexicanus y 90 para P.
caliensis (Tongu, 2001). Sin embargo, es muy complicado describir y contar el nGmero exacto de
células flamigeras en la metacercaria. Por otro lado las diferentes especies de Paragonimus han

sido clasificadas de acuerdo a caracteristicas morfoldgicas en diferentes estadios, principalmente

XVi



en los trematodos adultos y en las metacercarias (Blair et al., 1999; Singh et al., 2012,). Para los
adultos estas caracteristicas se basan en la organizacion de las espinas tegumentarias, nimero de
ramificaciones de los ovarios y de los testiculos, largo del cuerpo y tamafo relativo de las
ventosas oral y ventral (Miyazaki, 1991; Blair et al., 1999). Para las metacercarias las
caracteristicas distintivas incluyen presencia de ventosa oral, faringe, ventosa ventral, sistema
excretor, poro excretor y ciegos intestinales, la metacercaria de P. mexicanus se ha descrito
desnuda, sin presencia de quiste y con espinas tegumentarias individuales (Figura 2). También se
han realizado mediciones morfométricas que consisten en didmetros relativos de las ventosas
oral y ventral, presencia y longitud del estilete en la ventosa oral y otras caracteristicas como
presencia y coloracion de grénulos en el cuerpo, nimero de células flamigeras, y presencia y
namero de papilas en las ventosas oral y ventral (Blair et al., 1999). Segun el nimero de papilas
presentes 0 ausentes se puede clasificar una metacercaria como un morfotipo; que es una
metacercaria diferente en su morfologia basado Unicamente en las papilas sensoriales de la
ventosa ventral. Las papilas pueden son internas, mediales y externas (Figura 3) En
Latinoamérica se han descrito cuatro morfotipos de metacercarias procedentes de los estados
mexicanos de Chiapas, Colima, Veracruz y el departamento de Santa Rosa, Guatemala;

utilizando microscopia electronica (Lopez-Caballero et al., 2013).
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1. Ventosa oral

N\

2. Faringe

3. Ventosa ventral

4. Ciegos intestinales

5. Sistema excretor

200 um

6. Poro excretor

Figura 2. Esquema de la metacercaria de P. mexicanus, por microscopia de luz.

O , .
O O \ Papilas mediales
O

Papilas internas

Boca del acetabulo

Papilas externas

Figura 2. Diagrama de la distribucion de las papilas en la ventosa ventral o acetabulo de

Paragonimus spp. por microscopia electronica de barrido.
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Ciclo de Vida

Las diferentes especies de Paragonimus en América son parasitos comunes de mamiferos
carnivoros y marsupiales (felinos, zorros, mapaches, mustélidos y zariglieyas), pero también de
carnivoros domeésticos, y del ser humano, los cuales son hospedadores definitivos (Caballero,
1956; Montero et al., 1961; Brenes et al., 1968; Healy, 1970). Los parasitos adultos viven en
parejas, en quistes en los pulmones de los hospedadores definitivos. Se reproducen por
fertilizacion cruzada y producen 1000 a 2000 huevos diarios. Dichos huevos son expulsados por
esputo o bien debido a la accion mecénica de la tos, son deglutidos y pasan al sistema
gastrointestinal para salir por las heces. Cuando los huevos alcanzan un cuerpo de agua dulce (rio
0 lago) se desarrollan a miracidios y penetran a su primer hospedador intermediario, que son
diversas especies de caracoles de agua dulce (Acha y Szyfres, 2003). Se desarrollan y se
reproducen asexualmente dando lugar a redias y cercarias (larvas). La cercaria sale del caracol y
libre en el agua, nada o es arrastrada por corrientes de agua para penetrar al hospedador
intermediario secundario, un crustaceo de agua dulce (Acha y Szyfres, 2003). En los decapodos
el pardsito se encuentra en branquias, hepatopancreas, tejido muscular y  corazon.
Posteriormente pasa a su estadio infectivo la metacercaria (Brenes et al., 1968, Acha y Szyfres,
2003). Cuando los hospedadores definitivos ingieren los crustaceos infectados, las metacercarias
deglutidas pasan por el tracto gastrointestinal hacia duodeno y se desarrollan a gusanos juveniles,
luego penetran la pared intestinal y el peritoneo, y migran a través de la pared abdominal del
diafragma, hasta llegar a los pulmones, completando asi el ciclo (Acha y Szyfres, 2003) . El

ciclo bioldgico de Paragonimus spp. se puede apreciar en la Figura 1.
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Hospedador definitivo

Huevo no embrionado

Metacercaria

Huevo embrionado

Hospedador intermediario
primario

Hospedador intermediario Miracidio

secundario

Esporocisto

Cercaria

Figura 1. Ciclo bioldgico de Paragonimus spp., (Livingstone, ©BIODIDAC, 1999)
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Epidemiologia

La paragonimiasis humana es una de las zoonosis mas importantes transmitidas por
trematodos en América Tropical (Arambulo y Thakur, 1992; Acha y Szyfres, 2003). La
prevalencia de la paragonimiasis a nivel mundial es muy dificil de determinar, debido a la
dificultad de su diagnostico, sin embargo se estima que 293 millones de personas en areas
tropicales y subtropicales estan en riesgo de contraer la enfermedad (Procop, 2009). De acuerdo
con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) actualmente existen al menos 23 millones de
casos de paragonimiasis (Fuerst et al., 2012). El nimero de casos confirmados son en su mayoria
del sudeste de Asia y China, sin embargo los casos estan subestimados, debido a la poca
investigacion, falta de reportes y desconocimiento de la enfermedad principalmente en Africa y
América (Procop, 2009). El pais del continente americano que ha reportado mayor nimero de
casos es Ecuador, en 1998 se estim6 que aproximadamente 500,000 ecuatorianos presentaban la
infeccion (Calvopifia et al., 2014). En el resto de paises americanos se sabe de infecciones
humanas en Estados Unidos, México, Costa Rica, Guatemala, Nicaragua, Honduras, Panama,

Colombia, Brasil, Pert y Venezuela (Acha y Szyfres, 2003).

Identificacion molecular

Existen méas de 50 especies descritas del género Paragonimus alrededor del mundo, la
mayoria en China y el sudeste asiatico (Nawa et al., 2014). Siete de ellas corresponden al
continente americano (Blair et al.,, 1999; Vélez et al., 2003). Estas especies han sido
diferenciadas principalmente por forma y tamafio de los ovarios y testiculos en los parasitos
adultos (Voelker y Arzube, 1979). Las especies mejor caracterizadas son P. kellicoti, P.
mexicanus, P. peruvianus, P. inca y P. ecuadorensis. Sin embargo P. peruvianus, P. inca y P.

ecuadorensis han sido consideradas recientemente sindbnimos de P. mexicanus (Tongu, 2001).
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Las relaciones taxondmicas de las especies del género Paragonimus han cambiado dréasticamente
debido a la acumulacion de informacién de andlisis filogenéticos (Blair et al., 1999). Las
especies asiaticas han sido caracterizadas tanto morfolégicamente como molecularmente y en la
actualidad se reconocen cuatro complejos de especies en el continente asidtico. Un complejo se
refiere a un grupo de organismos que pertenecen a diferentes especies pero comparten grandes
similitudes genéticas asi como morfoldgicas, fisioldgicas y asi como caracteristicas fenotipicas
(Blair et al., 1999). Recientemente los analisis filogenéticos han revelado que las especies
variantes en su morfologia pueden no diferir en su secuencia de ADN. La utilizacion de la
técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), es de gran utilidad para la identificacion
de especies utilizando los marcadores moleculares ITS2 (region espaciadora transcrita nuclear
ribosomal dos) y CO1 (subunidad genética uno citocromo ¢ oxidasa mitocondrial) (Blair et al.,
1999). Algunos estudios sugieren que las variantes morfoldgicas con poca 0 ninguna variacion
genética evidencian la presencia de especies polimorficas (Nawa et al., 2014). En Latinoamérica
pocos estudios han caracterizado molecularmente al parasito amplificando las regiones ITS2 y
CO1 (lwagami et al., 2010; Lopez-Caballero et al., 2013). Sin embargo son dos las especies
caracterizadas por analisis molecular en el continente americano, P. mexicanusy P. kellicotii

(Fisher et al., 2011).

Infeccion en el ser humano

Los seres humanos pueden infectarse al ingerir cangrejos y camarones crudos,
parcialmente cocidos o mal procesados (ceviche, sal, escabeche, vinagre, salsa de soya,
ahumados o secos) (Procop, 2009). Los signos y sintomas clinicos en las personas son
significativos cuando los gusanos llegan a los pulmones produciendo tos cronica con

expectoracion sanguinolenta, dolor de pecho, disnea, fiebre, derrame pleural y neumotdrax
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(Singh et al., 2005). El trematodo también puede migrar a otros érganos y tejidos ocasionando
una paragonimiasis erratica o ectopica. Los lugares méas frecuentes de migracion incluyen el
cerebro, la médula espinal, el pericardio, los o0jos, el Utero, el escroto y los tejidos subcutéaneos.
La paragonimiasis cerebral es una condicion grave que puede estar asociada con dolor de cabeza,
discapacidad visual, ataques epilépticos e incluso la muerte (Lamothe et al., 1996). Sin embargo,
aungue muchos de los casos reportados son severos, se pueden desarrollar casos cronicos sin
mayores complicaciones o con desarrollo de una enfermedad benigna. Incluso pueden existir
casos asintomaticos o con infeccion subclinica (Procop, 2009). Cuando se presentan
manifestaciones clinicas importantes, la paragonimiasis se divide en tres categorias: aguda,

pleuropulmonar crénica y ectdpica o erréatica.

La paragonimiasis aguda consiste en manifestaciones clinicas que se producen luego de la
ingestion de metacercarias y su posterior migracion al espacio pleural. Dos a 15 dias después de
adquirir el parasito puede presentarse dolor abdominal, fiebre y diarrea (Zhong et al., 1981).
Dolor de pecho, fatiga y urticaria pueden aparecer posteriormente (Kagawa, 1997). Cuando las
formas inmaduras del parasito adulto se localizan en la cavidad pleural ocasionan dolor pecho y
efusiones pleurales (Uchiyama et al., 1999). La paragoonimiasis aguda gastrointestinal es muy
dificil de diferenciar de cualquier gastroenteritis infecciosa como calicivirus, salmonelosis,
shigelosis, campilobacteriosis, giardiasis, entre otras. Mientras que la infeccion en etapa aguda
con manifestaciones pleurales y eosinofilia si pueden causar mayor sospecha de la infeccion,

pero debe diferenciarse de ascariasis e infecciones bacterianas (Procop, 2009).

La pleuroneumonia cronica ocurre cuando los gusanos migran al parenquima pulmonar,
por lo general los paréasitos adultos se encuentran en parejas y fertilizan los huevos producidos

(Blair et al., 2008). La migracion de los parasitos adultos de pleura a parénquima pulmonar y la
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produccion de huevos iniciaran la sintomatologia relacionada a la enfermedad cronica. Los
huevos deben alcanzar un espacio aéreo para ser expulsados por esputo, la formacion de un
quiste cerca de las vias aéreas es la localizacion idonea y este proceso puede causar
bronquiectasia, neumonitis intersticial, hemorragias transitorias, bronconeumonia y lesiones del
parénguima relacionadas a la migracion de los parasitos adultos (Kagawa, 1997). Luego de la
produccion de huevos y la formacion de quistes, uno de los hallazgos clinicos mas comunes es
hemoptisis; generalmente cuando se presenta suele confundirse con tuberculosis. Si los quistes se
localizan cercanos a la pleura y se produce gran cantidad de huevos, estos pueden quedar
atrapados en el espacio pleural, entre la pleura parietal y pleura visceral causando asi una
respuesta inflamatoria severa. Los mediadores de inflamacién y la presencia de los huevos como
material extrafio en los tejidos causan edema y efusiones. El proceso inflamatorio culmina con

lesiones fibrosas que restringen la actividad pulmonar normal. (Procop, 2009).

La paragonimiasis ectopica o erratica es la migracion aberrante de Paragonimus spp.
puede ocurrir cuando existen cargas parasitarias muy altas. La migracién de los parasitos
juveniles puede ocurrir en una variedad de 6rganos, desafortunadamente el cerebro es el sitio
primario para paragonimiasis ectopica (Uchiyama et al., 1999). Otras paragonimiasis ectopicas
incluyen la invasion de corazon, ojo, tejido subcutaneo (incluyendo la glandula mamaria),
organos genitales, cavidad abdominal e higado. Incluso la paragonimiasis ectopica ha sido
reportada como una causa poco comun de infertilidad secundaria debido a la obstruccién de las
trompas de Falopio en mujeres y de inflamacion escrotal en hombres. (Harinasuta et al., 1993).
La paragonimiasis cerebral es mas comun en nifios que en adultos por razones desconocidas. La
edad de los pacientes parece ser un factor que contribuye a la presencia de la migracion aberrante

del paréasito (Kusner y King, 1993). Existen dos manifestaciones de paragonimiasis cerebral, una
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minoria de los pacientes presenta meningoencefalitis, mientras que la mayoria presenta lesiones
ocupantes de espacio en el cerebro que pueden producir vomitos, cambios de conducta drasticos,
convulsiones, cefalea, entre otros sintomas. (Kusner y King, 1993). La especie mejor conocida
de causar migracion aberrante es Paragonimus skrjabini; causa paragonimiasis cerebral y
ademas entre un 30 a 60% de las personas infectadas con esta especie pueden presentar nédulos
subcutaneos (Procop, 2009). Es importante tener en cuenta que los pacientes con paragonimiasis
ectopica pueden al mismo tiempo padecer de la infeccion pulmonar. Los pacientes sospechosos
de paragonimiasis cerebral o ectopica en general deben de ser examinados clinicamente por
imagenologia, estudios seroldgicos, examen de heces y esputo, hematologia y bioquimica

sanguinea para descartar la infeccion pulmonar (Otsuji, 2003).

Cuando se realiza imagenologia médica usualmente no se sospecha de paragonimiasis; se
confunde la parasitosis con otras condiciones como tuberculosis o cancer (Kim et al., 2011).
Algunos hallazgos radiol6gicos importantes son: neumotérax, efusion pleural, consolidaciones
de espacio aéreo, opacidades lineares, lesiones quisticas y nodulares de 3 a 4 centimetros de
diametro y bronquiectasia en infecciones ya establecidas (Im et al., 1997; Jeon et al., 2005). La
tomografia computarizada y resonancia magnética son comdnmente utilizadas cuando existe
paragonimiasis cerebral. En una infeccion activa se observan lesiones granulomatosas en forma
de anillo y lesiones en forma de racimos de 1 a 3 centimetros de didmetro rodeados por areas
edematosas. Estas lesiones llegan a calcificarse asemejandose a burbujas de jabén (Im et al.,

1997).
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Diagnostico

Existen tres técnicas diagndsticas que se pueden utilizar: examen parasitolégico,
serologia e inmunologia y diagndstico molecular. La demostracién de los huevos del trematodo
en heces y esputo, en lavados bronquiales o especimenes removidos quirargicamente proveen el
diagnostico definitivo de la enfermedad. Sin embargo, los huevos pueden ser muy dificiles de
encontrar, aln con paragonimiasis pulmonar, y mas dificil aun, si se trata de paragonimiasis
ectdpica. En ese caso, las pruebas inmunodiagnosticas son las mas sensibles y las mas utilizadas
(Doanh et al., 2011). La ausencia de huevos puede deberse a una toma de muestras durante el
periodo prepatente, en infecciones tempranas y paragonimiasis ectopica. Los huevos no suelen
observarse en heces, sin embargo pueden presentarse con mayor frecuencia en heces de nifios
debido a que comunmente tragan el esputo. Los huevos pueden presentarse en lavados
bronquiales, asi como en muestras de pacientes que presentan efusion pleural o bien en tejido
removido quirdrgicamente y biopsias (Toscano et al., 1995; Blair et al., 1999; Slesak et al.,

2011).

Los hallazgos generales de laboratorio, aunque no especificos, pueden sugerir una
infeccion parasitaria por helmintos. La eosinofilia puede ser un hallazgo comun en sangre,
aproximadamente dos tercios de los pacientes la manifiestan con >500X10° eosinofilos/mm?3; un
tercio de los pacientes pueden manifestar ademas leucocitosis (Uchiyama et al., 1999). Otro
hallazgo es la presencia de eosindfilos y cristales de Charcot-Leyden en secreciones respiratorias
y heces de pacientes con paragonimiasis (Choi, 1984). ElI examen de fluido pleural de pacientes
infectados con Paragonimus spp. muestra un exudado con niveles elevados de IgE. El fluido
pleural es una muestra muy valiosa para evidenciar la presencia de anticuerpos especificos contra
el parasito (Yokogawa, 1965).
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Los hallazgos patolégicos en los tejidos dependen de la etapa de la infeccion parasitaria.
La continua migracion de las formas inmaduras del parasito en los tejidos ocasiona degradacion
tisular debido a las proteasas liberadas. En las areas de migracion del parésito se observan
hemorragias focales e infiltracion de células blancas (Kagawa, 1997). La etapa tardia de la
paragonimiasis pleuropulmonar se puede presentar con nédulos en parénquima y quistes, las
lesiones pleurales que contienen los nddulos representan quistes inmaduros, las paredes de los
quistes los cuales contienen los parasitos adultos eventualmente se convierten en tejido fibrotico
(Choi, 1984). Cuando los parésitos adultos mueren, los quistes se contraen y cicatrizan
conteniendo huevos atrapados y el tejido fibrético llega a calcificarse (Nana y Bovornkitti,
1991). Cuando se observa la cépsula fibrética, es posible encontrar dos gusanos adultos, sin
embargo también puede encontrarse un solo trematodo en su variante triploide (3 juegos
completos de cromosomas) que puede habitar en un quiste y producir huevos por partenogénesis
causando la enfermedad (Blair et al., 2008). En cantidades abundantes y sin distorsiones, los
huevos tienen caracteristicas que soportan el diagnostico de la enfermedad; por ejemplo el
tamarfio, forma y presencia de opérculo. Ademas los huevos de Paragonimus son birrefringentes
cuando se exponen a luz polarizada en microscopia, esta caracteristica los diferencia de huevos
de otros trematodos como Schistosoma spp., cestodos como Spirometra spp. y otros helmintos

que tienen huevos operculados (Procop, 2009).

Con respecto al diagndstico seroldgico, el método mas utilizado ha sido la prueba
intradérmica. Consiste en la aplicacion de antigenos somaticos diluidos del trematodo via
subcutanea en el antebrazo. La lectura de la prueba se realiza inmediatamente después de su
aplicacién. Una reaccién positiva se manifestard con una roncha, la cual debe ser medida

(reaccion hipersensibilidad tipo 1), y se realiza otra lectura a las 72 horas (reaccién
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hipersensibilidad retardada). La prueba es simple, econémica y sensible (Yokogawa, 1965). Sin
embargo, tiene algunos inconvenientes para su uso ya que puede dar resultados falsos positivos
debido a las reacciones cruzadas con otras infecciones parasitarias, especificamente por otros
trematodos, mas adn si los antigenos utilizados no se encuentran purificados. Una reaccion
positiva puede persistir por varios afios, aun después de haberse superado la infeccion, por lo
tanto detecta tanto infecciones activas como infecciones pasadas. Sin embargo la prueba
intradérmica es Util, para detectar la parasitosis en poblaciones humanas donde la enfermedad es

endémica (Yokogawa, 1965; Cheng et al., 2005).

También se han utilizado muchas variantes del ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA) para el diagnostico serologico de paragonimiasis. Los antigenos del parasito
son adheridos a las superficie de una placa de poliestireno, los anticuerpos presentes en los
sueros de los pacientes infectados con Paragonimus spp. se uniran a estos antigenos adheridos.
Luego se agrega el conjugado, que es una enzima marcadora unida a un segundo anticuerpo, que
produce un cambio en la coloracion del sustrato (Lee et al., 2010). Otras variantes incluyen la
utilizacion de proteina A de origen bacteriano y proteina G en lugar del anticuerpo secundario y
varios antigenos parasitarios como antigeno Excretor-Secretor (E-S), péptidos recombinantes y
cisteinas-proteasas (lkeda et al., 1996). Algunos estudios han comparado la utilizacion del
antigeno somatico con el antigeno excretor-secretor (ES) del parasito para la prueba de ELISA;
ambos antigenos muestran buena sensibilidad pero el antigeno E-S demostr6 una mayor
especificidad (Narain et al., 2005; Ulate et al., 2015). EIl Dot-Blot (DIGFA, dot immunogold
filtration assay, por sus siglas en inglés) ha demostrado ser superior al ELISA para el
diagnostico de paragonimiasis humana. Los antigenos son adheridos a una membrana de

nitrocelulosa, luego se agrega el suero a analizar, y el conjugado (anti-anticuerpo humano unido
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a oro coloidal). En sueros positivos se formard una mancha coloreada en la membrana (Gan et
al., 2005; Qian y Sugiyama 2007; Feng et al., 2010). Este método es econémico, practico, no
requiere de equipo sofisticado para su interpretacion y ademas muestra buena sensibilidad y
especificidad. El inmunoblot se basa en la separacion previa de antigenos parasitarios mediante
electroforesis, la ventaja de esta técnica es que determina anticuerpos dirigidos contra diferentes
antigenos parasitarios. Este método ha sido utilizado para el diagnostico de paragonimiasis
humana por los Centros de Control de Enfermedades (CDC) en Atlanta a partir del afio 1988. El
antigeno generalmente utilizado es un extracto crudo de P. westermani, también se han utilizado

extractos crudos de P. kellicoti (Slemenda et al., 1988; Fisher et al., 2013).

Recientemente, se han utilizado técnicas moleculares para detectar huevos del paréasito
en esputo o en heces. Mediante la técnica Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es
posible detectar un nimero tan pequefio como 3 a 5 huevos en esputo (Chang et al., 2000) y en
muestras de heces (Nkouawa et al., 2009; Xiong et al., 2011). Esta técnica se realiza
Amplificando la region ribosomal ITS2, y seguidamente secuenciando el producto amplificado
para determinar la especie de Paragonimus. El diagndstico de paragonimiasis en humanos
utilizando PCR y secuenciacion se ha realizado Gnicamente en Asia, Cameran y Estados Unidos

(Chang et al., 2000).

Tratamiento

Actualmente se utilizan dos drogas antiparasitarias efectivas para la paragonimiasis a
nivel mundial; praziquantel y triclabendazol (First et al., 2012, Chai, 2013). El praziquantel debe
administrarse a una dosis de 25 mg/kg tres veces al dia por 3 dias. EI medicamento es muy
efectivo, sin embargo en casos de infecciones severas la dosis debe repetirse especialmente si el
paciente sufre de efusion pleural o paragonimiasis cerebral activa (Vidamaly et al., 2009; Cho et
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al., 2011). La utilizacion de triclabendazol tiene ventaja sobre el praziquantel, ya que solo
requiere de dos dosis de 10 mg/kg o bien a 20 mg/kg en infecciones severas. Esta dosis es mejor
tolerada por el paciente y ademas es mas féacil de controlar para los médicos. La cirugia se
practica principalmente en casos de paragonimiasis ectopica, principalmente en la cerebral y
subcutdnea. El tratamiento de paragonimiasis cerebral activa puede resolverse con drogas
antiparasitarias (Cha et al., 1994), sin embargo en casos de paragonimiasis cerebral inactiva o
cronica se recomienda la remocion del tejido quirdrgicamente, Unicamente si este es de facil

acceso Yy su localizacion es superficial (Chen et al., 2013).

Paragonimiasis en Costa Rica

Los dos primeros casos humanos de paragonimiasis en Costa Rica se reportaron por
Morera en 1968 y correspondieron a paragonimiasis pulmonar, con derrame pleural en dos nifias
de cuatro y seis afios de edad, de las cuales una falleci6. Desde entonces han sido reportados 28
casos en el pais, distribuidos en el Valle Central: Cantén de Puriscal, Canton de Mora y Canton
de Pérez Zeleddn; Atlantico: Cantdn de Talamanca y Pacifico; Canton de Parrita, Buenos Aires y
Coto Brus (Morera 1968, Brenes et al., 1976; Duarte et al., 1976; Brenes et al., 1982; Brenes et
al., 1985; Arroyo et al., 1992; Saborio et al., 1994; Saborio et al., 1995). La paragonimiasis
humana en Costa Rica es una enfermedad que se presenta principalmente en zonas rurales. Los
casos humanos publicados demuestran que es una enfermedad mayormente diagnosticada en
nifios (90%), con 50% de la casuistica asociada a manifestaciones extrapulmonares (Ulate et al.,
2015). En el afio 2000, se realizd un estudio utilizando una prueba intradérmica en 100 nifios de
la Escuela de Alto Katsi en Talamanca, provincia de Limén, Costa Rica, y se determind un 23%
de los nifios con exposicién previa a Paragonimus spp. A finales del afio 2013, se reporto el

altimo caso de paragonimiasis, el paciente fue un nifio indigena internado en el Hospital
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Nacional de Nifios, procedente de la provincia de Bocas del Toro, Panama. La tomografia axial
computarizada detecté una masa en la region temporo-parietal derecha del cerebro, la cual se
extrajo mediante neurocirugia y se envié para analisis histopatoldgico. EI examen revel6 la

presencia de huevos de Paragonimus spp. (com. pers. Dra. York,).
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ARTICULO I

Caracterizacion morfoldgica y molecular de Paragonimus mexicanus y Paragonimus

caliensis en cangrejos de agua dulce de Costa Rica.

Resumen

El trematodo Paragonimus mexicanus es el agente etiolégico de la paragonimiasis,
una enfermedad zoonotica de transmision alimentaria en Costa Rica. En nuestro pais se ha
reportado una segunda especie, Paragonimus caliensis, sin embargo, se desconoce si se trata
de una especie diferente o sinénima de P. mexicanus. Resultados de estudios morfolégicos y
moleculares han reconocido hasta la fecha Unicamente dos especies de Paragonimus
presentes en el continente americano: P. mexicanus en Centroamérica y Suramérica, y
Paragonimus kellicotti en Norteamérica. El presente estudio tuvo como objetivo establecer
las especies de Paragonimus presentes en cangrejos de agua dulce mediante analisis
morfolégico (microscopia de luz y microscopia electrénica de barrido) y analisis molecular
(amplificacion de las regiones 28S, ITS2 y CO1). De un total de 347 cangrejos
pseudotelfusidos recolectados en diferentes zonas de las vertientes Atlantica y Pacifica, y en
el Valle Central, 44 (12.6%) individuos se determinaron como infectados con metacercarias
de Paragonimus spp., las cuales se encontraron sobre todo en hepatopancreas (56.7%) y en
tejido muscular (43.0%). Los cangrejos pertenecieron a cinco especies, tres especies
reportadas previamente como hospedadores intermediarios de Paragonimus spp.
(Potamocarcinus magnus y Ptychophallus tristani) y tres especies no reportadas hasta la
fecha (Ptychophallus uncinatus, Achlidon agrestis y Allacanthos yawi). Mediante
microscopia de luz la metacercaria de P. mexicanus se mostro sin membrana o quiste, con un
cuerpo de color amarillo con granulos rojizos, mientras que las metacercarias de P. caliensis

se encontraron recubiertas por una membrana transparente o quiste viscoso, con cuerpo de



color rosado con grénulos rojizos. Mediante microscopia electronica de barrido se
determinaron morfotipos, basados en el nimero y la distribucion de papilas en la ventosa
ventral, tres para P. mexicanus y dos para P. caliensis. El analisis molecular determiné a las
dos especies, P. mexicanus y P. caliensis, separadas entre si y con distanciamiento genético
de las especies asiaticas. Esto representa el primer reporte molecular de una tercera especie
de Paragonimus presente en el continente americano. La comparacion de los resultados
obtenidos en el analisis morfolégico y molecular indican que las dos especies P. mexicanus y
P. caliensis son polimdrficas. Cangrejos infectados con P. caliensis y P. mexicanus se
encontraron sobe todo en zonas peri-urbanas y selvéticas de Costa Rica. La confirmacién de
P. caliensis como especie separada de P. mexicanus dirige varios cuestionamientos sobre la

ecologia, diversidad bioldgica y epidemiologia del género Paragonimus en Costa Rica.

Palabras clave: Paragonimus mexicanus, Paragonimus caliensis, caracterizacion

morfoldgica, caracterizacion molecular, Costa Rica.

Abstract

The trematode, Paragonimus mexicanus is the etiological agent of human
paragonimiasis, a foodborne zoonotic disease in Latin America. In Costa Rica a second
species, Paragonimus caliensis has been reported, however it is unknown whether it is a
different species or a synonym of P. mexicanus. Results of morphological and molecular
studies have recognized so far only two species of Paragonimus in the American continent,
P. mexicanus in South and Central America and Paragonimus kellicotti in North America.
The objective of the present study was to determine the species of Paragonimus present in
freshwater crabs through morphological (light microscopy and scanning electron
microscopy), and molecular and phylogenetic analyses (amplification of 28S, ITS2 and CO1

regions). Of a total of 347 pseudotelphusid crabs collected in different areas in the Atlantic



and Pacific slopes, and the Central Valley, 44 crabs (12.6%) were determined infected with
metacercariae of Paragonimus spp., they were found primarily in the hepatopancreas (56.7%)
and the muscle tissue (43.0%).

Five species of crabs were found as intermediate hosts of Paragonimus spp., of which
three have been reported previously (Potamocarcinus magnus and Ptychophallus tristani)
and three are described for the first time (Ptychophallus uncinatus, Achlidon agrestis y
Allacanthos yawi). Light microscopy showed the metacercariae of P. mexicanus excysted,
with a yellow body, and red granules; whereas the metacercariae of P. caliensis was
encysted, with a pink body and red granules. Scanning electron microscopy determined three
morphotypes of P. mexicanus metacercariae and two of P. caliensis, based on the number and
distribution of papillae in the ventral sucker. Molecular analysis established the presence of
two species in the country, P. mexicanus and P. caliensis, with genetic distance between each
other and also with the Asian Paragonimus species. This is the first report of a third species
of Paragonimus in the American continent. Comparison of the morphological and molecular
results revealed that P. mexicanus and P. caliensis are polymorphic species. The confirmation
of P. caliensis as a different species from P. mexicanus raises several questions regarding the

biological diversity, ecology and epidemiology of the genus Paragonimus in Costa Rica.

Key words: Paragonimus mexicanus, Paragonimus caliensis, morphological characterization,

molecular characterization, Costa Rica.



1. Introduccion

La paragonimiasis es una enfermedad parasitaria de transmision alimentaria, la cual se
encuentra listada entre las trematodiasis mas importantes en Asia, Africa y América Tropical.
Es ocasionada por varias especies del género Paragonimus y desde la denominacién de este
género por Braun en 1899, se han descrito alrededor de 50 especies (Blair, 2014). La mayoria
de estas especies se encuentran en el sudeste de Asia y China; cuya especie mas importante es
P. westermani, sin embargo, también existen especies en Africa; Paragonimus africanus y
Paragonimus uterobilateralis, y en el continente Americano; Paragonimus kellicotti y
Paragonimus mexicanus. De todas las especies descritas, diez son patdgenas para el ser
humano, entre las cuales se encuentran las Gnicas dos especies reportadas en el continente

Americano (Procop, 2009).

El género Paragonimus presenta gran dificultad de clasificacion taxondmica, lo cual
es importante resolver, ya que la biologia, ecologia, patogenia y manifestaciones clinicas
pueden diferir entre las especies (Miyazaki 1991). La clasificacion de especies de este
trematodo se ha basado en el pasado en caracteristicas morfoldgicas de diferentes estadios del
parasito, principalmente de los gusanos adultos y de las metacercarias (Blair et al., 1999;
Singh et al., 2012). Sin embargo, estudios moleculares recientes han determinado algunas
especies de Paragonimus como sinonimas de otras, como ocurridé con Paragonimus
ecuadoriensis en Ecuador, la cual se determiné después de andlisis moleculares y
filogenéticos, como sindnima de P. mexicanus (Iwagami et al., 2003; Calvopifia, 2014). Hasta
la fecha solamente se reconocen dos especies presentes en el continente americano: P.
kelicotti en Norteamérica y P. mexicanus en Centroamérica y Suramérica. Estudios con
técnicas moleculares han confirmado la presencia de P. mexicanus en México, Guatemala y

Ecuador (lwagami et al., 2003; Lopez-Caballero et al., 2013; Vargas-Arzola et al., 2014).



En Costa Rica se han reportado dos especies de Paragonimus: P. mexicanus y
Paragonimus caliensis (Brenes et al., 1980), sin embargo, esta Gltima ain no es aceptada
como especie, debido a que su caracterizacion morfoldgica es insuficiente para separarla de
P. mexicanus, por lo que se considera también como una posible variante morfologica de P.
mexicanus (Vélez et al., 2011). Los estudios sobre paragonimiasis en Costa Rica se han
concentrado principalmente en la caracterizacion morfologica de Paragonimus spp., en la
determinacion de especies de hospedadores intermediarios y definitivos, y en reportes de

casos clinicos en humanos ocasionados por este parasito.

El uso de técnicas moleculares para amplificar segmentos del marcador nuclear CO1
y del marcador mitocondrial ITS2 se consideran indispensables, para clasificar las especies
de Paragonimus presentes en Latinoamérica (Iwagami et al., 2003; Lopez-Caballero et al.,

2013).

Hasta la fecha se han determinado cuatro complejos de especies en la clasificacion
taxondmica de especies de Paragonimus en Asia, sin embargo, no ha sido posible establecer
si P. mexicanus conformaria un complejo de especies, por falta de evidencia molecular. En
este sentido, Lépez-Caballero et al. (2013) propusieron que P. mexicanus encontrada en
México se clasificara como especie criptica, debido a las variaciones genéticas determinadas
en sus dos genes (CO1 e ITS2), ademas por las diferencias morfoldgicas encontradas por
microscopia electrénica de barrido en la distribucion y el namero de papilas en el acetabulo

de las metacercarias, clasificandolas en diferentes morfotipos.

Actualmente no existe ningun estudio sobre la caracterizacion molecular del género
Paragonimus en Costa Rica, ademas no existe evidencia molecular en el continente
americano para clasificar a P. caliensis como especie separada. Estudios moleculares,

filogenéticos y con microscopia electronica complementarian la informacion que existe en el



pais sobre estos parésitos, y permitirian determinar y caracterizar la(s) especie(s) de
Paragonimus presentes en Costa Rica. Es por eso que en el presente trabajo se propuso
determinar las especies de Paragonimus presentes en cangrejos mediante andlisis
morfoldgico (por microscopia de luz y microscopia electronica de barrido), anélisis molecular
y filogenético (por amplificacion de las regiones 28S, ITS2 y CO1) e identificar (y

caracterizar) las quebradas con cangrejos positivos a Paragonimus spp.

2.  Materiales y Métodos

2.1 Disefo de estudio

Se realiz6 un estudio transversal descriptivo para establecer la presencia/ausencia de
Paragonimus spp. y determinar las especies existentes en cangrejos de agua dulce de Costa
Rica. Se recolectaron cangrejos de agua dulce capturados in situ en las giras programadas.
Ante la ausencia de datos fehacientes sobre el tamafio poblacional de las especies de
cangrejos de agua dulce en las vertientes de Costa Rica, no se realizé un célculo de tamafio de
muestra. Se procesaron en el laboratorio los cangrejos recolectados machos, hembras, adultos

y juveniles.

2.2  Areas de Estudio

Se seleccionaron 11 sitios de estudio de acuerdo a reportes sobre avistamientos de
cangrejos de agua dulce (com. pers. Ingo Wehrtmann). También se consideraron areas con
reporte de casos de paragonimiasis humana segun los expedientes médicos disponibles en el
Hospital Nacional de Nifios y los casos reportados en la literatura. Los nombres de los sitios y

coordenadas se muestran en el Cuadro 1.



Cuadro 1. Sitios de recoleccion de cangrejos de agua dulce en quebradas de Costa Rica.

Sitio Provincia Cantén Coordenadas N Coordenadas W Altura msnm
Limon Limon 9.9258 -83.1909 400
2 Limén Guécimo 10.2442 -83.6483 332
Heredia Sarapiqui 10.2442 -83.9693 373
3 Limon Talamanca 9.5586 -82.9113 200
4 Alajuela Upala 10.7262 -85.0562 700
5 Guanacaste Nicoya 10.0964 -85.4595 500
6 Puntarenas Parrita 9.6048 -84.2323 231
7 Puntarenas Buenos Aires 9.2501 -83.3883 916
8 Puntarenas Coto Brus 9.2815 -83.3707 1,109
9 San José Puriscal 9.8846 -84.2224 815
10 San José Moravia 9.2310 -83.4029 1,422
11 Limon Parismina 10.1438 -83.6769 365
2.3  Recolecta de cangrejos

Fueron recolectados cangrejos psudotelfusidos en sitios distribuidos en la vertiente

Atlantica, vertiente Pacifica y Valle Central de Costa Rica, durante los meses de marzo a

noviembre de 2015. Los cangrejos se recolectaron mediante levantamiento de rocas y materia

organica en las orillas de las quebradas, posteriormente fueron introducidos en bolsas de

cierre hermético y mantenidos en refrigeracion a 4°C hasta su procesamiento en el

laboratorio.



2.4  Determinacion de especies de cangrejos y extraccion de metacercarias

Los cangrejos se sacrificaron por choque térmico a -20°C por 10 minutos. Se
realizaron mediciones del largo y ancho del cefalotérax de cada uno de los individuos
recolectados. Posteriormente se separaron los gonopodios de los individuos machos, para la
determinacion de las especies de cangrejos mediante analisis morfolégico. Los gonopodios
fueron examinados en la Universidad de Costa Rica, Centro de investigacion de Ciencias
Marinas y Limnologia (CIMAR) por el Dr. Ingo Wehrtmann y Lic. Fresia Villalobos. Una
extremidad de cada individuo de ambos sexos fue almacenada en alcohol 70%, para
confirmar las especies de cangrejos por analisis molecular y secuenciacion. Este analisis se
estd llevando a cabo en el Instituto Tecnoldgico de Costa Rica por parte de M.Sc. Johnny
Peraza y se utilizara en una publicacion cientifica para complementar la biodiversidad de

cangrejos de agua dulce encontrada en este estudio.

Para la diseccion de los cangrejos se realizd un corte medio a lo largo del cefalotérax
y se separ6 del cuerpo, dejando expuestos los tejidos blandos, se identificd cada uno de los
6rganos (falso pulmén, branquias, corazon y hepatopancreas). Los o6rganos y el tejido
muscular fueron colocados individualmente en platos de Petri de vidrio con solucion salina
0.9%. Las quelas y extremidades se colocaron en un mortero con solucion salina 0.9% y se
trituraron con un pistilo. ElI contenido se trasladd a platos de Petri y fue observado
directamente en estereoscopio (Nikon, ECLIPSE E200, objetivos 10X y 40X), las
metacercarias visibles se recolectaron con un gotero y se almacenaron en tubos con solucion

salina 0.9% hasta su procesamiento.



25 Analisis Estadistico

Se realizaron tablas de 2X2 mediante la prueba de chi-cuadrado para determinar las
diferencias estadisticas entre porcentaje de infeccion de las especies de cangrejos, sitios de
muestreo y el sexo de los cangrejos. Para este propoésito se utilizé el programa Statistical

Package for the Social Sciences V.21 (SPSS).

2.6 ldentificacion morfoldgica de Paragonimus spp.

2.6.1 Microscopia de luz

Las metacercarias fueron lavadas 2 veces con solucién salina 0.9%, se colocaron en
una lamina portaobjetos, con cubreobjetos y se fijaron con etanol 70%. Los especimenes se
observaron en microscopio de luz (Nikon Eclipse E200, objetivos 10X y 40X). Ademas se
realizaron medidas morfométricas del largo y ancho del cuerpo, largo y ancho de la ventosa

oral y largo y ancho de la ventosa ventral.

2.6.2 Microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés)

Las metacercarias lavadas se fijaron con glutaraldehido 80%, paraformaldehido 10%
y Tampdn de fosfato 10%, pH 7.2 por 2 minutos. Posteriormente se dejaron secar a
temperatura ambiente por 5 minutos. Las muestras se introdujeron al microscopio electrénico
de barrido (Hitachi TM 3000) y se localizo la ventosa ventral, determinandose la presencia de
papilas. En base al nUmero de papilas y su distribucién en esta estructura se determind el

morfotipo de metacercaria.

2.7  Extraccion de ADN, amplificacion por PCR y secuenciacion

Las metacercarias seleccionadas se lavaron 2 veces con solucion salina 0.9%, se

extrajo ADN individualmente de cada una con el ensayo Dneasy® Blood & Tissue



(QIAGEN 2006), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Luego se sometieron a la

técnica de PCR. Se amplificaron tres regiones, una correspondiente a un marcador

mitocondrial: CO1 (citocromo ¢ oxidasa subunidad 1) y dos correspondientes a marcadores

nucleares: un segmento del gen ITS2 (region espaciadora interna transcrita del ADN

ribosomal subunidad dos) y un segmento del gen 28S. Las secuencias de los iniciadores se

detallan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Cebadores utilizados para las regiones 28S, ITS2 y CO1

Region amplificada

Cebadores Tamarfio (pb)

Referencia

28S

ITS2

Co1

TSD2 (5GTACCGTGAGGGAAAGTTG-3’)

554
D4AR (5’-GTCCGTGTTTCAAGAC- GGG-3°)
3S (5"-CGG TGG ATC ACT CGG CTC GT-3") 285
A28 (5"-CCT GGT TAG TTTCTT TTC CTC CGC-3")
FH5 (5-TTT TTT GGG CAT CCT GAG GTT TA-3") 383

FH3 (5-TAA AGA AAG AAC ATA ATG AAA ATG-3')

Littlewood y

Johnston (1995)

Bowles et al.

(1995)

Bowles et al.

(1995)

Cada una de las muestras se prepard de la siguiente manera: 12.5 pl de Dream Tagq™

PCR Master Mix (Fermentas®), 2.25 pl (10 pmol/ul) de cada cebador, 3 pl de ADN

gendmico y 5 ul de agua libre de nucleasas, para un volumen final de 25 pl. EI ADN de un

gusano adulto de la especie Paragonimus heterotremus se utiliz6 como control positivo

(gentilmente donado por el Dr. Paron Dekumyoy, Mahidol University, Bangkok, Tailandia).

Una muestra sin ADN genomico con las mismas cantidades de los reactivos mencionados

anteriormente, se utilizd como control negativo.
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El protocolo para termiciclador de la region COL1 fue el siguiente: desnaturalizacion
de 94°C por 1 min, hibridacion de 50°C por 1 min y extension de 72°C por 2 min (35 ciclos),
con una extension final de 72°C por 10 min. Para la region ITS2 se realizd6 una
desnaturalizacion de 94°C por 1 min, hibridacion de 52°C por 1 min y extension de 72°C por
2 min (35 ciclos) con una extension final de 72°C por 10 min. Para la region 28S se realizo
una desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 minutos; 94°C por 30 segundos, hibridacion de
50°C por 30 segundos, extension de 72°C por 45 segundos (30 ciclos) y una extension final
de 72°C por 5 minutos. Los productos de PCR fueron separados por electroforesis en un gel
de agarosa 1%, en TBE 1X (Tris base, &cido borico, EDTA, pH8, 0.5M) vy tefiidos con

d™ Nucleic Acid Gel Strain. La corrida electroforética se realizé a 90 voltios

colorante GelRe
durante 45 minutos. Como marcador de peso molecular se utilizd GenRuler 100 bp DNA
Ladder Plus (Fermentas®). Los productos amplificados que mostraron tamarios de 380, 280 y
550 pb con los marcadores moleculares CO1, ITS2 y 28S respectivamente, se consideraron

positivos y fueron enviados para su purificacion y secuenciacion a Macrogen, Seoul, Korea.

2.8 Anélisis de secuencias y construccién de arboles filogenéticos

La similitud de cada secuencia fue evaluada utilizando el buscador BLAST (National
Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD) disponible en la base de datos de
NCBI (National Center for Biotechnology Information), GenBank. La edicion de las
secuencias se realiz6 manualmente utilizando el programa Bioedit 7.2 (Hall, 1999) y la
alineacion a través del programa MUSCLE (Edgar, 2004) con los parametros
predeterminados. El anélisis filogenético se realizd con el programa MEGA (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) version 6.0 y se construyeron arboles filogenéticos para los
genes 28S, ITS2 y CO1 por maxima verosimilitud (Maximum likelihood). Se empleé el
modelo de Jukes Cantor (Jukesy Cantor, 1969) para medir las distancias evolutivas y

analisis de remuestreo (bootstrap) de 1,000 réplicas para determinar la relacion de los clados.
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29 Georeferenciacién de los sitios de estudio

En cada uno de los 11 sitios del estudio se georeferenciaron las quebradas y se generaron
mapas de las quebradas mostrando la presencia de cangrejos infectados con metacercarias de
P. mexicanus y P. caliensis, asi como cangrejos no infectados. Se incluyé ademas
informacion sobre la especie de cangrejo macho encontrado en la quebrada o la presencia de
cangrejos hembras. Se generd un mapa de Costa Rica con todos los 11 sitios en los cuales se
recolectaron cangrejos. Para observar la ubicacion de las quebradas con respecto a
hidrografia de Costa Rica, se utilizo la escala cartografica 1:50,000 la cual se obtuvo del

Instituto Geogréafico Nacional. Los mapas se realizaron con el programa ArcGis 10.

3. Resultados

3.1  Especies de cangrejos y porcentajes de infeccion

Se recolectaron un total de 347 cangrejos de agua dulce, en la vertiente del Pacifico
se recolectaron 222, en la vertiente Atlantica 89 y en Valle Central 36. De acuerdo a los
resultados obtenidos en el andlisis morfoldgico de los gonopodios en los individuos machos,
se clasificaron 5 especies de cangrejos de agua dulce de la familia Pseudothelphusidae como
hospedadores de Paragonimus spp., las especies encontradas en cada sitio de muestreo vy el
porcentaje de infeccion se muestran en el Cuadro 3. Cuarenta y cuatro cangrejos de un total
347 resultaron infectados (12.9%), 137 fueron machos y 210 hembras. ElI nimero de
cangrejos recolectados por sitio segin sexo se muestra en el Cuadro 3 y Cuadro 4. La
diferencia entre el porcentaje de infeccion con metacercarias de Paragonimus spp. entre
cangrejos machos y hembras mediante la prueba de chi-cuadrado fue estadisticamente
significativa (P<0.01), siendo mayor el porcentaje de infeccion en cangrejos machos (19.7%)
que en hembras (8.0%). Las especies de cangrejos pseudotelfusidos de la cuales se extrajeron

metacercarias de P. mexicanus fueron: Ptychophallus uncinatus, Achlidon agrestis y
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Allacanthos yawi. Las metacercarias de P. caliensis se extrajeron de 3 diferentes especies de
cangrejos las cuales fueron: Ptychophallus uncinatus, Ptychophallus tristani vy

Potamocarcinus magnus.

No se determind diferencia significativa entre las especies de cangrejos
pseudotelfusidos y la presencia de metacercarias de Paragonimus spp, (P>0.05), en todos los
casos. Se tomaron los valores de Correccion de continuidad y prueba exacta de Fisher para
corregir el error entre poblaciones de especies de cangrejos, debido a que el tamafio de la
muestra por especie no fue proporcional en cada sitio de muestreo. Segun la localizacion
anatébmica de las metacercarias de Paragonimus spp. en los 6rganos y tejidos de los
cangrejos; el hepatopéancreas fue el 6rgano con mayor porcentaje de metacercarias (56.7%,

337), seguido del tejido muscular (43.0%, 258) y las branquias (0.3%, 4).

Los resultados del analisis estadistico de los sitios de muestreo con respecto al
porcentaje de infeccion de cangrejos se muestran en el Cuadro 5. En resumen se determind la
localidad de Limon (Reserva ecologica de Veragua), como el lugar con mayor probabilidad
de encontrar cangrejos infectados (porcentaje de infeccion de 56.5%) y Upala como el
segundo sitio con mayor probabilidad (porcentaje de infeccién de 33.33%), la comparacion
de estos dos sitios con otros sitios con presencia de Paragonimus spp. como Coto Brus,
Parrita y Buenos Aires, con porcentajes de infeccion méas bajos (3.8%, 3.3% y 4.6%,
respectivamente), mostrd una diferencia estadistica altamente significativa (P<0.01). Para los
demas lugares no se encontrd diferencia significativa entre el sitio y el porcentaje de

infeccion de cangrejos (P>0.05).
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Cuadro 3. Especies de cangrejos, porcentajes de infeccidn en cangrejos machos por

sitio de muestreo y distribucion de metacercarias de Paragonimus spp. en 6rganos y tejidos
de los cangrejos.

Especie de cangrejo

Cangrejos .
are) No. metacercarias

Sitio Morfoloaia Total
9 (%)infectados/ .
. Tejido .
Infectados/ Hepatopancreas Branquias
muscular
Recolectados/
1 Ptychophallus uncinatus (65.3) 17/26 247 189 4 436
2 Achlidon agrestis (25) ¥a 1 0 0 1
Ptychophallus uncinatus (0) 0/2
Ptychophallus uncinatus (28.5) 2/7
3 Potamocarcinus magnus (0) 0/6 2 0 0 2
Ptychophallus montanus (0) 011
4 Potamocarcinus magnus (100) 4/4 4 0 0 4
Ptychophallus montanus (0) 0/2
6 Ptychophallus tristani (7.14) 1/14 0 1 0 1
Ptychophallus tristani (0) 0/30
Ptychophallus montanus (0) 0/1
7 Potamocarcinus magnus (0) 0/1 4 0 0 4
Achlidon puntarenas (0) 0/2
Allacanthos yawi (20) 2/10
Ptychophallus tristani (0) 0/5
8 Allacanthos yawi (0) 0/8 0 0 0 0
Poamocarcinus magnus (994
9 : g (0) 0/1 0 0 0 0
Potamocarcinus
h - (0)0/1
nicaraguensis
Ptychophallus tumimanus (0) 0/2
10 Ptychophallus kuna (0) 0/5 0 0 0 0
11 Ptychophallus uncinatus (0)0/1 0 0 0 0
Total (19.7) 27/137 254 193 4 450
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Cuadro 4. Porcentajes de infeccién en cangrejos hembras por sitio de muestreo y
distribucion de metacercarias de Paragonimus spp. en érganos Yy tejidos de los cangrejos.

Can%rejos No. metacercarias
Sitio ] Total
(%)infectados/
Infectados/ Hepatopancreas Tejido muscular Branquias

Recolectados/

1 (45) 9/20 78 62 0 140
2 (33.3) 1/3 1 0 0 1
3 (5.5) 1/18 1 0 0 1
4 (11.1) 1/9 0 1 0 1
5 (0) 0/4 0 0 0 0
6 (2.1) 1/47 1 0 0 1
7 (4.16) 3/72 2 1 0 3
8 (7.7) 1113 1 0 0 1
9 (0) 0/16 0 0 0 0
10 (0) 0/6 0 0 0 0
11 (0) 012 0 0 0 0
Total  (8) 17/210 84 64 0 148
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Cuadro 5. Resultados de analisis estadistico para determinar diferencias estadisticas
entre los sitios de muestreo y porcentajes de infeccion de cangrejos positivos a Paragonimus

Spp.
Sitio 1 Sitio 2 Prueba de chi- Resultado 0@.de infeccion 0/'o.de infeccion
cuadrado P<0.01 sitio 1 sitio 2
Limén Talamanca Pearson 0.0023 56.5 9.4
Limén Buenos Aires Pearson 0.00000 56.5 4.3
Limén Coto Brus Pearson 0.0009 56.5 3.8
Limén Parrita Pearson 0.001 56.5 3.3
Upala Parrita Fisher 0.003 33.3 3.3
Upala Buenos Aires Fisher 0.002 33.3 4.3
Upala Coto Brus Fisher 0.01 33.3 3.8
Sitio 1 Sitio 2 Prueba de chi- Resultado 0/.o.de infeccion 0/_o.de infeccion
cuadrado P>0.05 sitio 1 sitio 2

Limén Guécimo-Sarapiqui  Fisher 0.07 56.5 22.2
Limén Upala Pearson 0.1 56.5 33.3
Guécimo-Sarapiqui  Talamanca Fisher 0.2 222 9.4
Guacimo-Sarapiqui  Upala Fisher 0.6 222 33.3
Guacimo-Sarapiqui  Parrita Fisher 0.07 222 3.3
Guécimo-Sarapiqui  Buenos Aires Fisher 0.08 222 4.3
Guéacimo-Sarapiqui  Coto Brus Fisher 0.1 222 3.8
Talamanca Upala Fisher 0.08 9.4 333
Talamanca Parrita Fisher 0.3 9.4 3.3
Talamanca Buenos Aires Fisher 0.3 9.4 4.3
Talamanca Coto Brus Fisher 0.6 9.4 3.8
Parrita Buenos Aires Fisher 1.00 3.3 4.3
Parrita Coto Brus Fisher 1.00 3.3 3.8
Buenos Aires Coto Brus Fisher 1.00 4.3 3.8

3.2 Morfologia de las metacercarias por microscopia de luz y microscopia

electronica de barrido (SEM por sus siglas en inglés).

En base a las caracteristicas morfologicas mediante microscopia de luz se
determinaron dos metacercarias, P. mexicanus y P. caliensis (Figura 1A). La metacercaria de
P. mexicanus se observo desnuda, sin membrana o quiste, con un cuerpo de color amarillo,
presencia de granulos rojizos y con movimiento (Figura 1B). Las medidas morfométricas de

un total de 20 metacercarias de P. mexicanus se detallan en el Cuadro 6.

La metacercaria de P. caliensis se mostré6 méas elongada que la metacercaria de P.
mexicanus, recubierta por una fina membrana transparente o quiste de aspecto viscoso, con

un cuerpo de color rosado y con granulos rojizos. Fuera del quiste las metacercarias se
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observaron con ciegos intestinales transparentes y presentaron movimientos (Figura 1C y
1D). Las medidas promedio de un total de 4 metacercarias de P. caliensis se detallan en el
Cuadro 6.

Cuadro 6. Mediciones morfométricas de 20 metacercarias de P. mexicanus y 4 metacercarias
de P. caliensis. Se obtuvo promedio (x) y desviacion estandar (o) para cada medicion.

Metacercaria de P. mexicanus Metacercaria de P. caliensis
Medicién X ¢ X ¢
Largo-ancho del cuerpo um 1,202 - 631 493.1-48.3 1,300 - 683 173.2-125.8
Largo-ancho de la ventosa oral pm 105112 88-12 154 -158 6.92-6.92
222 - 215 22.8-13.3 263 - 263 32.14-32.14

Largo-ancho de la ventosa ventral pm
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200 um

o SIS

Figura 1. (A) Metacercaria de P. mexicanus (amarilla), izquierda y metacercaria de P.
caliensis (rosada) derecha, vistas en estereoscopio (B) P. mexicanus, microscopia de luz
objetivo 10X. (C) Metacercaria de P. caliensis saliendo del quiste, la flecha muestra el quiste.
(D) Metacercaria de P. caliensis, microscopia de luz objetivo 10X.

Mediante microscopia electrénica de barrido se establecieron 3 morfotipos de
metacercarias de P. mexicanus. EI morfotipo 1 con 19 a 30 papilas externas en el acetabulo
(Figura 2A), el morfotipo 2 con 6 papilas mediales en el acetabulo (Figura 2B) vy el
morfotipo 3 con 6 papilas mediales y 36-38 externas (Figuras 2C y 2D). En el Cuadro 7 se

muestran los sitios donde se encontraron los diferentes morfotipos de metacercarias.
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Se identificaron 2 morfotipos de metacercarias de P. caliensis, el morfotipo 1 con 6
papilas mediales y 7 internas en el acetdbulo (Figura 2E) y el morfotipo 2 con 6 papilas
mediales en acetabulo (Figuras 2F y 2G), en el Cuadro 7 se muestran los sitios en los cuales

se encontraron morfotipos de P. caliensis.

Cuadro 7. Descripcion morfologica de metacercarias por SEM segun el nimero de papilas en
la ventosa ventral y sitio de recolecta de los decapodos.

No. de Papilas sensoriales presentes en el acetdbulo o ventosa

ventral
Sitios Especie Morfotipo
Papilas externas Papilas mediales Papilas internas
! P. mexicanus 1 19-30 0 0
7.8 P. mexicanus 2 0 6 0
2,3 P. mexicanus 3 36-38 6 0
! P. caliensis 1 0 6 7
46 P. caliensis 2 0 6 0
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2015/04/23 X250 300 um| V0013 2015/04/23
Metacercaria E V3 papilas

P. caliensis 1
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b. caliensis

P. caliensis 2
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P. caliensis 2 2015/07/15 H X500 200 um [P. caliensis ’ mm

Figura 2. Morfotipos de metacercarias visulizados por SEM. (A) P. mexicanus morfotipo 1
(B) P. mexicanus morfotipo 2 (C) P. mexicanus morfotipo 3 (D) P. mexicanus morfotipo 3
(E) P. caliensis morfotipo 1 (F) P. caliensis morfotipo 2 (G) P. caliensis morfotipo 2.
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3.3 Analisis molecular y filogenético

Un total de 17 metacercarias (11 P. mexicanus y 6 P. caliensis) se analizaron e
identificaron mediante PCR y secuenciacion. Los resultados de los analisis para la region
28S de los morfotipos 1, 2 y 3 de P. mexicanus secuenciados mostraron 99%-100% de
identidad nucleotidica con P. mexicanus de Ecuador (GenBank HM172619), y los morfotipos
1y 2 de P caliensis un 97% de identidad con P heterotremus de India (GenBank
HM172615) y 96% con P. mexicanus de Ecuador (GenBank HM172619). Las secuencias
nucleotidicas de la region ITS2 de los 11 P mexicanus fueron 100% idénticas con una
secuencia de P. mexicanus de México (GenBank KC562246), mientras que las secuencias de
P caliensis mostraron un 90% de identidad con P. heterotremus de Vietnam (GenBank
AB827365) y 89% con P. mexicanus de Guatemala (AF538946). Igualmente, al analizar
secuencias parciales del gen COI1, las metacercarias de P. mexicanus costarricenses mostraron
un porcentaje de identidad de 97%-98% con P mexicanus de Ecuador (GenBank
AF538936), y las secuencias de P. caliensis mostraron un 88% de identidad con P
westermani de India (GenBank KF781292) y 88% con P. mexicanus de México (GenBank
KC562285). En el Cuadro 8 se muestran los resultados de las 17 metacercarias seglin el

analisis molecular de las regiones secuenciadas.

En la Figura 3 se muestran los analisis filogenéticos de las regiones 28S, ITS2 y
COl, con el fin de dilucidar las relaciones entre las distintas especies de Paragonimus. Se
utiliz6 el método Bootstrap (BS) o “remuestreo” con 1000 réplicas, descrito por Efron (1979)
para calcular el error estandar del analisis de Maxima verosimilitud aplicado a las secuencias.
Los valores de remuestreo (BS, por sus siglas en inglés) al inicio de cada brazo muestran las
estimaciones de la confianza con que las secuencias se separan y asocian dentro del arbol.
Para la region 28S, ITS2 y COl se determinaron valores de BS de 100, 36 y 37,

respectivamente.
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De acuerdo con estos valores, la region 28S es la mas confiable (BS=100) para separar las
metacercarias de P. mexicanus y P. caliensis, comparada con la regiones ITS2 (BS=36) y
CO1 (BS=37). Igualmente, la region 28S separa con un BS=100 a las especies de
Paragonimus americanas de las asiaticas. Ademas, se puede observar en los tres arboles, que
los especimenes de P. mexicanus de Costa Rica se encuentran en el mismo grupo con otras
metacercarias P. mexicanus de Latinoamérica (BS=90, 99 y 89, respectivamente); mientras
que las metacercarias P. caliensis costarricenses forman un grupo claro y sin mayor

distanciamiento genético.
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P. mexicanus “eragua CR1 P. mexicanus Weragua CR1
P. mexicanus Yeragua CR2 P. mexicanus Yeragua CR2
A. 28S P mexicanus Yeragua CR3 B. ITS2 P. mexicanus Yeragua CR3
P. mexicanus Yeragua CR4 P. mexicanus Veragua CR4
P. mexicanus Yeragua CRS P. mexicanus Yeragua CRS
» P mexicanus ECL P. mexicanus Yeragua CRG
P. mexicanus Guacimo CR1 99| P. mexicanus Guacimo CR1
P. mexicanus Talamanca CR1 P. mexicanus Talamanca CR1
S0 P. mexicanus Buenos Aires CR1 P. mexicanus Buenos Aires CR1
P. mexicanus Buenos Aires CR2 P. mexicanus Puntarenas Buenos Aires CR3
P. mexicanus Buenos Aires CR3 —— P. mexicanus Puntarenas Buenos Aires CR2
100|  LP mexicanus Veragua CRE * P. mexicanus GUA
P. caliensis Weragua CR7 F. mexicanus MEX
P. caliensis Upala CR1 — P. mexicanus ECU
P. caliensis Upala CRZ2 P. caliensis Veragua CR7
97| P. caliensis Upala CR3 14 ‘ P. caliensis Parrita CR1
F. caliensis Upala CR4 93 t P. caliensis Upala CR1
P. caliensis Partita CR1 - P. caliensis Upala CR4
g2 P. harinasutai THAI P. caliensis Upala CR3
’-I;p ahirai JPM P. caliensis Upala CR2
& P siamensis LIKA 4'79 ohirai JPM
P westermani [ND 5 P harinasitai THa)
21| P. heterotrermus IND P heteratremus IND
53l P. miyazakii JPN i P. miyazaki JPN
| P. siamensis LKA
— 33 L P, westermani IND
IT!
P. mexicanus Yeragua CR4
g5 | P. mexicanus Veragua CRS
P. mexicanus Yeragua CR2
A. CO1 P. mexicanus Yeragua CR1
B |- P. mexicanus Buenos Aires CR3
P. mexicanus Buenos Aires CR1
51 | | P mexicanus Buenos Aires CR2
P. mexicanus Buenos Aires CR4
- P. mexicanus Yeragua CR3
7 P. mexicanus Yeragua CRB
85 P. mexicanus Guacimo CR1
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0.05

Figura 3. Arboles filogenéticos generados para las secuencias amplificadas con las regiones 28S,
ITS2 y CO1 por maxima verosimilitud, modelo de sustitucion y distanciamiento evolutivo de Jukes
Cantor. El andlisis de remuestreo (con porcentaje de 1,000 replicaciones) esta representado por
nimeros en cada uno de los nodos. (CR=Costa Rica, MEX=Meéxico, ECU=Ecuador,
GUA=Guatemala, THAI=Tailandia, JPN=Japon, VNM=Vietnam, LKA=Sri Lanka, IND=India).
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Cuadro 8. Comparacion de los morfotipos de metacercarias de P. mexicanus y P. caliensis
segun microscopia electrénica con los resultados del analisis molecular de cada region

HM172615

AB827365

KF781292

amplificada.
Especie Morfotipo sitio % 28S/Especie/ % ITS2/Especie/ %CO1/Especie/ Especie de
p SEM No. GenBank No. GenBank No. GenBank cangrejo
P. mexicanus 1 1 100 /P. mexicanus ECU 100 /P. mexicanus MEX 97 /P. mexicanus ECU P uncinatus
) HM172619 KC562246 AF538936 ’
. 100 /P. mexicanus ECU 100 /P. mexicanus MEX 97 /P. mexicanus ECU .
P. mexicanus ! ! HM172619 KC562246 AF538936 P. uncinatus
P. mexicanus 1 1 100 /P. mexicanus ECU 100 /P. mexicanus MEX 97 /P. mexicanus ECU P. uncinatus
’ HM172619 KC562246 AF538936 '
P. mexicanus 1 1 100 /P. mexicanus ECU 100 /P. mexicanus MEX 97 /P. mexicanus ECU P. uncinatus
’ HM172619 KC562246 AF538936 '
P. mexicanus 1 1 100 /P. mexicanus ECU 100 /P. mexicanus MEX 97 /P. mexicanus ECU P. uncinatus
’ HM172619 KC562246 AF538936 '
P. mexicanus 1 1 100 /P. mexicanus ECU 100 /P. mexicanus MEX 97 /P. mexicanus ECU P. uncinatus
’ HM172619 KC562246 AF538936 '
P. mexicanus 2 7 99 /P. mexicanus ECU 100 /P. mexicanus MEX 98 /P. mexicanus ECU P. tristani
’ HM172619 KC562246 AF538936 '
P. mexicanus 2 7 99 /P. mexicanus ECU 100 /P. mexicanus MEX 98 /P. mexicanus ECU P.tristani
’ HM172619 KC562246 AF538936 '
P. mexicanus 2 7 99 /P. mexicanus ECU 100 /P. mexicanus MEX 98 /P. mexicanus ECU P.tristani
: HM172619 KC562246 AF538936 '
P. mexicanus 3 P 100 /P. mexicanus ECU 100 /P. mexicanus MEX 97 /P. mexicanus ECU A, agrestis
: HM172619 KC562246 AF538936 -89
P. mexicanus 3 3 100 /P. mexicanus ECU 100 /P. mexicanus MEX 98 /P. mexicanus ECU P. uncinatus
: HM172619 KC562246 AF538936 '
P. caliensis 1 1 97 /P. heterotremus IND 90 /P. heterotremus VNM 88 /P. westermani IND P. uncinatus
’ HM172615 ABB827365 KF781292 '
P. caliensis 2 4 97 /P. heterotremus IND 90 /P. heterotremus VNM 88 /P. westermani IND P. maonus
' HM172615 ABB827365 KF781292 -mag
P. caliensis 2 4 97 /P. heterotremus IND 90 /P. heterotremus VNM 88 /P. westermani IND P. maonus
' HM172615 ABB827365 KF781292 -mag
P. caliensis P 4 97 /P. heterotremus IND 90 /P. heterotremus VNM 88 /P. westermani IND P maonus
’ HM172615 AB827365 KF781292 -mag
P. caliensis P 4 97 /P. heterotremus IND 90 /P. heterotremus VNM 88 /P. westermani IND P maonus
’ HM172615 AB827365 KF781292 -mag
Lo 97 /P. heterotremus IND 90 /P. heterotremus VNM 88 /P. westermani IND . .
P. caliensis 2 6 P. tristani
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3.4  Sitios de muestreo con cangrejos positivos y negativos a Paragonimus spp.

En la Figura 4 se muestran las quebradas en las que se encontraron cangrejos
positivos a P. mexicanus y P. caliensis, como quebradas en las que no se encontraron
cangrejos infectados, con respecto a la elevacion de los sitios. Los cangrejos de agua dulce se

recolectaron en quebradas con elevaciones desde los 500 hasta 1500 m.s.n.m.

En las Figuras 5 a 10 se muestran en detalle las quebradas en las que se encontraron
cangrejos negativos y positivos. Cangrejos positivos con metacercarias de P. mexicanus se
encontraron en sitios donde previamente se habian reportado casos de paragonimiasis
humana (sitios 7 y 8, Figura 8, quebradas 17 y 18), Cantones de Buenos Aires y Coto Brus.
P. mexicanus se encontrd en areas ecoldgicamente conservadas (sitio 1, Reserva de Veragua,
Limén, Figura 7, quebrada 11) y en areas peri-urbanas. Asi mismo P. caliensis se encontro en
un area peri-urbana (sitio 4, Upala, Figura 5, quebrada 2) y en un area ecol6gicamente

conservada sitio 1, Reserva de Veragua, Limén, Figura 7, quebrada 11.
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Figura 8. Quebradas con cangrejos infectados y no infectados con metacercarias de Paragonimus spp.
Quebradas 16 y 18 de Coto Brus con ausencia de Paragonimus spp., quebrada 17 de Coto Brus con
presencia de P. mexicanus, quebrada 19 de Buenos Aires con ausencia de Paragonimus spp. y
quebradas 20 de Buenos con presencia de P. mexicanus.
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Figura 9. Quebradas con cangrejos infectados y no infectados con metacercarias de Paragonimus spp.
Quebradas 21 de Buenos Aires con ausencia de Paragonimus spp., quebrada 22 de Buenos Aires con
presencia de P. mexicanus y quebradas 23, 24 y 25 de Parrita con ausencia de Paragonimus spp.
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Figura 10. Quebradas con cangrejos infectados y no infectados con metacercarias de Paragonimus
spp. Quebrada 26 de Parrita con presencia de P. caliensis y quebradas 27, 28, 29 y 30 de Puriscal con
ausencia de Paragonimus spp.
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4, Discusién

Las metacercarias de Paragonimus spp. se encontraron en un 12.9% (44/347) de los
cangrejos analizados y en un 64% (7/11) de localidades muestreadas, tanto en la Vertiente
Atlantica como en la Vertiente Pacifica. El porcentaje de infeccion de cangrejos de agua
dulce machos fue estadisticamente mayor que el porcentaje de infeccion de cangrejos
hembras. Aunque es dificil explicar este resultado, ecologica- como biologicamente, se podria
hipotetizar, que los cangrejos hembras se esconden y entierran mientras son portadoras de
huevos, por lo que estarian menos expuestas a los parésitos (comunicacion personal Ingo
Wehrtmann), Sin embargo, nuestros resultados contrastan con lo reportado por Monge et al.
(1985), quienes analizaron 182 cangrejos de las especies Ptychophallus tristani y
Pseudothelphusa magna y no encontraron diferencia significativa en el porcentaje de
infeccion de cangrejos hembras y machos con P mexicanus, por lo que se necesitan mas
estudios para determinar si el sexo de los cangrejos influye en el porcentaje de infeccion con
metacercarias de Paragonimus spp. En los resultados obtenidos en el presente trabajo no se
encontrd asociaciéon entre la especie de cangrejo y la presencia de metacercarias de
Paragonimus spp., indicando que existe la misma probabilidad de encontrar metacercarias de

Paragonimus spp. en las diferentes especies de cangrejos pseudotelfusidos.

Se encontraron tres especies de cangrejos como hospedadores de las especies de
Paragonimus en Costa Rica, que no habian sido reportados con anterioridad en nuestro pais
ni en América. En P. uncinatus se encontraron metacercarias de P. mexicanus 'y P. caliensis,
mientras que en A. yawi y A. agrestis metacercarias de P. mexicanus, siendo ademas P.
uncinatus, la especie de cangrejo de la cual se extrajo el mayor nimero de metacercarias de P.

mexicanus.
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Las metacercarias de Paragonimus spp. se encontraron sobre todo en el
hepatopancreas y tejido muscular, y muy pocas en branquias de cangrejos infectados. El
6rgano con mayor numero de metacercarias fue el hepatopancreas con 56.7%, seguido del
tejido muscular con 43.0%, estos resultados son similares a lo reportado por Brenes et al.
(1980), quienes encontraron metacercarias de P. mexicanus en hepatopancreas 46.2% vy en
tejido muscular 53.8%. Estos autores también encontraron muy pocas metacercarias en
branquias. Es probable que P. mexicanus y P. caliensis se encuentren en hepatopancreas y
tejido muscular para beneficiarse de la absorcién de nutrientes, como otras especies de
Paragonimus y digeneos microfalidos (Overstreet, 1983). En este estudio se encontraron
metacercarias de P. caliensis tanto en hepatopancreas (6) como en tejido muscular (5), este
hallazgo es similar a lo reportado por Songandares-Bernal y Seed (1973), quienes reportaron
la especificidad de P. caliensis por el hepatopancreas en infecciones experimentales en
cangrejos de agua dulce, sin embargo en este estudio también se encontrd P. caliensis en

tejido muscular de cangrejos infectados naturalmente.

Los sitios que presentaron los mayores porcentajes de infeccion de cangrejos con
especies de Paragonimus fueron el sitio 1 (Limon, 56.5%) y el sitio 4 (Upala, 33.3%),
encontrandose diferencias altamente significativas con respecto a los demas sitios (Coto Brus,
Buenos Aires y Parrita). Se considera importante informar a la poblacidon que vive en estos
sitios, sobre el riesgo que supone consumir cangrejos crudos o mal o poco cocidos y realizar
investigaciones futuras, para generar informacion sobre el consumo de crustdceos de agua
dulce y aspectos culturales de las poblaciones que los consumen, ya que, aunque en las
localidades de Buenos Aires y Coto Brus no se encontraron porcentajes altos de cangrejos
infectados con Pargonimus spp., es en estas localidades, donde se han reportado en el pasado,
casos de paragonimiasis pulmonar y ectopica en nifilos (Morera 1968, Brenes et al., 1976;

Brenes et al., 1982; Brenes et al., 1985).
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En total se encontraron 588 metacercarias de P. mexicanus y 11 metacercarias de P,
caliensis. Paragonimus mexicanus se ha encontrado en zarigiieyas (Didelphis marsupialis,
Philander opossum), prociénidos y mefitidos, mientras que P. caliensis inicamente se ha
reportado en mapaches y zarigiieyas de agua (Chironectes minimus) (Rojas et al., 1976).
Estos reportes sugieren, que P. mexicanus puede infectar varias especies de mamiferos,
mientras que P. caliensis parece tener menos hospedadores definitivos, lo que podria explicar

por qué no se encontrd un nimero mayor de metacercarias de P. caliensis.

Los resultados obtenidos por microscopia de luz concuerdan con lo reportado por
Brenes et al. (1980) y Little (1968), quienes reportaron la morfologia de P. mexicanus, una
metacercaria desnuda, con coloracion amarilla del cuerpo y P. caliensis, una metacercaria
enquistada con el cuerpo de color rosado, respectivamente. Desde el descubrimiento de la
metacercaria y gusanos adultos de P. caliensis en Colombia (Little, 1968) y posterior
descripcion en Costa Rica (Rojas et al., 1976; Brenes et al., 1984), no se habia descrito una
metacercaria enquistada de Paragonimus spp. en Latinoamérica. En ese entonces, la
diferenciacion entre P. mexicanus 'y P. caliensis se baso en la variacion del nimero de células
flamigeras presentes en las metacercarias, tamafio del cuerpo, ventosa oral, ventosa ventral, y
forma y tamafio de los ovarios y testiculos de los gusanos adultos. Sin embargo, estas
caracteristicas morfologicas se consideraron insuficientes para diferenciar ambas especies
(Tongu, 2001). En ese sentido Veléz et al. (2011) propusieron la sinonimia entre P. mexicanus

y P, caliensis.

A través de microscopia electronica de barrido se caracterizaron 3 morfotipos de
metacercarias de P. mexicanus y 2 de P. caliensis. El morfotipo 3 de P mexicanus
encontrado en Costa Rica, es muy similar a los morfotipos descritos por Lopez-Caballero et
al. (2013), de Chiapas, México y Guatemala. Sin embargo, el morfotipo de Costa Rica tiene 8

papilas externas mas que el morfotipo de Guatemala y 16 mas que el de México; con el
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mismo numero de papilas mediales. Es probable, que el nimero de papilas externas pueda
variar de 20 hasta 40 en este morfotipo; sin embargo para confirmar esta hipdtesis se
requieren mas estudios morfoloégicos por microscopia electronica de barrido en

Latinoamérica.

Los morfotipos 1 y 2 de P. mexicanus y P. caliensis se describen en este trabajo por
primera vez. Resultd interesante encontrar, que tanto P. mexicanus como P. caliensis
comparten un morfotipo de metacercaria con 6 papilas mediales en el acetabulo. Esto muestra
que ambas especies pueden mantener la misma morfologia en esta estructura, pero
diferenciarse claramente por microscopia de luz, por la presencia de quiste y la coloracion del
cuerpo. Los resultados encontrados en este estudio evidencian la importancia de realizar
analisis morfoldgicos incluyendo microscopia de luz y microscopia electronica de barrido,
para determinar variaciones morfologicas del género Paragonimus, especificamente en el
acetabulo. Futuros estudios en Latinoamérica podrian aportar datos interesantes sobre las

variaciones morfoldgicas y morfotipos existentes.

El andlisis molecular y filogenético confirman que P. mexicanus y P. caliensis son
dos especies separadas. La comparacion de las secuencias nucelotidicas de los morfotipos 1,
2 y 3 de P. mexicanus, para las regiones 28S, ITS2 y CO1 son 99% idénticas, lo que indica
que corresponden a la misma especie. Asi mismo la identidad de secuencia de los morfotipos
1 y2de P. caliensis es del 100% para las 3 regiones analizadas. Estos resultados demuestran

que P. mexicanus y P. caliensis son especies polimorficas.

Debido a que no existen secuencias depositadas en GenBank de P. caliensis, el
porcentaje de identidad genética se relaciond con P. westermani, P. heterotremus y P.
mexicanus. Los arboles filogenéticos generados para las tres regiones (28S, ITS2 y CO1),

demostraron la separacion de las especies encontradas en Costa Rica, y muestran la
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divergencia molecular que existe entre las especies encontradas en Costa Rica y las especies
asidticas. Ademads existe distanciamiento genético entre las especies P mexicanus y P.
caliensis, el arbol filogenético del gen 28S demostrd que la probabilidad de distanciamiento

genético entre ambas especies es del 100% y por lo tanto son especies separadas.

Es probable que las especies de Paragonimus se originaran y diversificaran
aproximadamente hace 200 millones de afios, antes de la separacion de India, Africa y
Suramérica (Blair et al., 2001). Esta hipotesis explicaria la presencia y diversidad de los
hospedadores intermediarios primarios (gasterépodos) y las especies de Paragonimus
presentes en Africa, América y Asia. P. caliensis comparte caracteristicas morfologicas
(presencia de quiste) y moleculares con algunas especies asidticas (P. heterotremus, P.
westermani) y con la especie americana P. mexicanus, probablemente es una especie
alopatrica que evoluciono de las especies asiaticas, quedando aislada, cuando se separd India,
Africa y Suramérica, limitandose su distribuciéon en Suramérica y posterior extension hasta
Centroamérica. P. mexicanus pudo haberse establecido posteriormente en Suramérica y
Centroamérica, y adaptarse a los hospedadores intermediaros primarios. Estudios de genética
poblacional y distribucion geografica podrian contribuir a dilucidar la evolucion de P
caliensis y P. mexicanus como parasitos de caracoles del género Aroapyrgus y la presencia de

ambas especies de duela pulmonar en Costa Rica.

La georeferenciacion de las quebradas con cangrejos positivos a P mexicanus y P.
caliensis mostraron que ambas especies se encontraron distribuidas tanto en lugares
ecoldgicamente conservados como en zonas peri-urbanas. Las zonas peri-urbanas en las que
se encontrd de P. mexicanus se localizaron en los cantones de Buenos Aires y Coto Brus y P
caliensis en Upala. Estos hallazgos indican, que en estos lugares estan activos los ciclos de
estos parasitos, y se debe de alertar a la poblacion del riesgo que corren al alimentarse de

cangrejos crudos o mal cocinados. La caracterizacion morfoldgica y molecular de P. caliensis
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en Costa Rica, sin duda deja varios cuestionamientos sobre su epidemiologia, ecologia y
biologia. (Es P. caliensis un patdégeno para el humano? ;Utiliza esta especie los mismos
hospedadores primarios, secundarios y definitivos que P. mexicanus?, si es un patdégeno para
el humano ;Provocaria la misma cantidad de casos de paragonimiasis ectopica como P.
mexicanus? Los resultados obtenidos en este estudio demuestran la importancia sobre la
caracterizacion de especies de Paragonimus en Latinoamérica mediante analisis morfoldgico
y molecular, y deja un precedente para que se contintie la investigacion sobre el diagnostico,
prevencion y habitos humanos relacionados a la paragonimiasis en Costa Rica y en el

continente americano.
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5. Conclusiones

1. Los sitios con mayor probabilidad de encontrar cangrejos infectados con
metacercarias de Paragonimus spp. fueron Limon y Upala, ahi se determinaron
porcentajes de infeccion de 56.5% y 33.3%, respectivamente.

2. No se determinG asociacion entre especies de cangrejos pseudotelfusidos y el
porcentaje de infeccion con metacercarias de Paragonimus spp.

3. Se determind una diferencia estadisticamente significativa en el porcentaje de
infeccion entre cangrejos machos y hembras, siendo mayor el porcentaje de infeccion
de cangrejos machos.

4. Se reporta por primera vez a P. uncinatus como hospedador intermediario de P.
mexicanus y P. caliensis y a A. yawi y A. agrestis como hospedadores de P.

mexicanus.

5. El nimero de metacercarias de P. mexicanus (588) extraidas de 6rganos y tejidos de
cangrejos fue ampliamente superior a las extraidas de P. caliensis (11).

6. Los morfotipos de P. mexicanus y P. caliensis comparten la misma identidad
genética, este resultado demuestra que ambas especies son polimorficas.

7. Se describen por primera las especies P. mexicanus y P. caliensis en Costa Rica
mediante analisis morfologico (microscopia de luz y microscopia electronica de
barrido) y andlisis molecular (amplificacion de las regiones 28S, ITS2 y CO1).

8. EIl analisis filogenético demostrd que P. caliensis es una especie separada de P.
mexicanus, reportando la presencia de una tercera especie de duela pulmonar en el

continente americano.
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Recomendaciones

Informar a las autoridades de salud publica sobre las areas con presencia de
Paragonimus spp. en cangrejos de agua dulce de Costa Rica.

Realizar estudios sobre la ecologia y biologia de P. caliensis.

Identificar otras areas geogréaficas con presencia de Paragonimus spp. en Costa Rica.
Investigar sobre el consumo e importancia de los cangrejos de agua dulce en la dieta
de poblaciones humanas, principalmente en zonas rurales de Costa Rica.

Realizar estudios sobre la distribucion de Paragonimus spp. y comparar los
porcentajes de infeccion en los hospedadores intermediarios secundarios, asi como
porcentajes de infeccidn segln el area geografica.

Divulgar informacidon en centros educativos sobre la prevencion de la paragonimiasis,
a través del involucramiento de las poblaciones humanas con obras de teatro,
conferencias, actividades recreativas y juegos interactivos. Principalmente en las areas

donde se demuestre un alto consumo de decapodos de agua dulce.
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Articulo 2

Modelo experimental para Paragonimus mexicanus a través de la infeccién de ratas

Wistar (Rattus norvergicus)

Resumen

La paragonimiasis es una enfermedad zoondtica de transmision alimentaria causada
por las duelas pulmonares del género Paragonimus. En Latinoamérica Paragonimus
mexicanus es el agente causal de la enfermedad. Este trematodo utiliza una variedad de
especies de mamiferos carnivoros silvestres los cuales son hospedadores definitivos mientras
que los roedores y cerdos actian como hospedadores paraténicos. En este estudio se realizo
la infeccion experimental de siete ratas Wistar (Rattus novergicus), las cuales fueron
infectadas con metacercarias de P. mexicanus, extraidas de érganos Yy tejidos de cangrejos de
agua dulce Ptychophallus uncinatus recolectados en el Caribe costarricense. Cuatro roedores
fueron infectados por via oral y tres por via intraperitoneal. En uno de los roedores infectados
por via intraperitoneal se pudo detectar la presencia de huevos en heces a los cinco meses
post-infeccion. Cinco de siete roedores desarrollaron formas inmaduras (3) y adultas (2), los
gusanos adultos extraidos de ratas infectadas por via intraperitoneal presentaron desarrollo de
gonadas, demostrandose asi, que es posible producir gusanos adultos de P. mexicanus en
ratas Wistar. Aunque la tasa de recuperacion de gusanos fue muy baja (2.29%), se demostro
la susceptibilidad de estos roedores hacia este parasito. Se recomienda el uso de la rata Wistar

como modelo animal para infecciones experimentales en futuras investigaciones.

Palabras clave: Infeccion experimental, Paragonimus mexicanus, ratas Wistar,

gusanos adultos.
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Abstract

Paragonimiasis is a food-borne zoonotic disease caused by lung flukes of the genus
Paragonimus. In Costa Rica the causal agent is Paragonimus mexicanus, this trematode uses
a variety of carnivores as definitive hosts, whereas rodents and hogs can play a role in the
biological cycle as paratenic hosts. In this study seven Wistar rats (Rattus norvergicus) were
experimentally infected with metarcarariae of P. mexicanus, isolated from organs and tissues
of freshwater crabs Ptychophallus uncinatus collected in the Atlantic slope of Costa Rica.
Four rodents were infected via oral and three by intraperitoneal (IP) injection. One of the
rodents infected by IP injection showed eggs of the trematode in stools five months post-
infection. Five of seven rodents developed immature (3) and adult (2) worms, adults
presented a complete development of testicles and ovary, showing that it is possible the
development of adult lung flukes of P. mexicanus in Wistar rats. Even though the recovery
rate of worms was very low (2.71%), susceptibility of these rodents to metacercariae of P.

mexicanus was demonstrated.

These findings suggest that Wistar rats are susceptible to P. mexicanus infections under
laboratory conditions. The use of Wistar rats as an animal model for further researches is

recommended.

Keywords: experimental infection, Paragonimus mexicanus, Wistar rats, adult worms.
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1. Introduccion

La duela pulmonar Paragonimus mexicanus es un trematodo de transmision
alimentaria, y es el agente causal de la paragonimiasis en Centroamérica. EI humano adquiere
la infeccion al consumir cangrejos de agua dulce crudos o insuficientemente cocidos (Procop,
2009). La infeccion en los humanos puede producir neumonia crénica y se caracteriza por
hemoptisis, fatiga y derrame pleural en su forma pulmonar. La paragonimiasis erratica es la
migracion aberrante del trematodo hacia diferentes 6rganos y su manifestacion mas grave es

la paragonimiasis cerebral (Cha et al., 1994).

La forma adulta de P. mexicanus se encuentra en quistes en pulmones de mamiferos
carnivoros (mapaches, félidos y canidos) y marsupiales (zariglieyas), los cuales actian como
hospedadores definitivos y mantienen el ciclo en forma natural. También existen
hospedadores paraténicos, como el cerdo y los roedores, los cuales albergan formas
inmaduras del parasito adulto en diferentes 6rganos y tejido muscular, y al ser consumidos
pueden llegar a infectar a los hospedadores definitivos, incluyendo al ser humano (Caballero,

1956; Montero-Gei et al., 1961; Brenes et al., 1968; Healy, 1970).

Establecer un modelo experimental animal es fundamental para producir gusanos
adultos de Paragonimus en el laboratorio, y poder utilizarlos en el desarrollo de pruebas
diagnosticas especificas 0 para investigar nuevas opciones terapéuticas. Existen varios
estudios, en los cuales se han realizado infecciones experimentales, en perros, gatos y
roedores con Paragonimus westermani y Paragonimus heterotremus (Sugiyama et al., 1990),
Hasta la fecha existe un Unico reporte sobre la infeccion experimental de ratas Wistar con P.
mexicanus, en éstas se logro recuperar gusanos juveniles del tejido muscular (Miyazaki,

1991). El desarrollo de gusanos adultos de P. mexicanus en roedores tiene la ventaja, de
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utilizar un animal de menor tamafio que puede ser mantenido en laboratorios, evitando asi,

los conflictos éticos de trabajar con perros y gatos.

Utilizar diferentes vias de inoculacion es importante en las infecciones
experimentales, ya que se ha demostrado, que el nimero de gusanos juveniles y el desarrollo
de gusanos adultos puede ser mayor, si se utilizan ciertas vias, como la intraperitoneal (Habe,

1996).

El objetivo del presente trabajo fue determinar la susceptibilidad de la rata Wistar
(Rattus novergicus) a las metacercarias de P. mexicanus a través de una infeccion

experimental y caracterizar morfolégicamente los gusanos desarrollados en los roedores.

2.  Materiales y métodos

2.1. Recolecta, procesamiento de decadpodos y extraccion de metacercarias

Se recolectaron cangrejos de agua dulce de la especie Ptychophallus uncinatus en
quebradas de la reserva ecolégica de Veragua, Provincia de Limdn, Costa Rica (N 9.92585,
W -83.19098). Los cangrejos fueron trasladados en una hielera a una temperatura de 4°C al
laboratorio y fueron sacrificados por choque térmico a una temperatura de -20°C por 10
minutos. La diseccién se realiz6 cortando y removiendo el cefalotérax; se identifico el
corazon, hepatopancreas y tejido muscular. Los 6rganos Yy tejidos se colocaron en platos de
Petri con solucion salina 0.9%, los cuales fueron examinados por observacion en
estereoscopio. Siete de las metacercarias extraidas de los tejidos de los cangrejos fueron
confirmadas como P. mexicanus, mediante analisis molecular y secuenciacion de segmentos
de los genes 28S, ITS2 y CO1, las restantes 220 metacercarias se almacenaron en tubos con

solucién salina 0.9% a una temperatura de 4°C, hasta su inoculacion en los roedores.
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2.2 Infeccion experimental

Este estudio contd con la aprobacion del Comité Cientifico de Bienestar Animal de la
Universidad Nacional, Escuela de Medicina Veterinaria (Oficio No. 03-2014). Los roedores
se mantuvieron en jaulas con agua y alimento comercial el cual fue administrado ad libitum.
Se utilizaron 7 ratas Wistar (Rattus norvegicus), 4 machos y 3 hembras de 2 meses y medio
de edad. Cuatro ratas fueron inoculadas por via oral utilizando una pipeta Pasteur, el inoculo
para cada una contenia 2 ml de solucion salina 0.9% con 30 a 35 metacercarias de P.
mexicanus. Tres de las ratas fueron infectadas por via intraperitoneal cada una con 2ml de
solucion salina 0.9% que contenia 30 a 35 metacercarias. Los roedores inoculados por via
intraperitoneal fueron sacrificados a los 5 meses post-infeccion, mientras que los inoculados
por via oral fueron sacrificados a los 7 meses (2 individuos) y 9 meses (2 individuos) post-

infeccion (Cuadro 1).

2.3 Tincion de los parasitos y microscopia electrénica de barrido

Previo al sacrificio de cada individuo se tom6 una muestra de heces y se procesé por
técnica de sedimentacion para evidenciar la presencia de huevos. El sacrificio de los roedores
se realizd por inhalacion de CO,. Posteriormente, los roedores se fijaron en una plataforma y
se realizo un corte en la linea alba para examinar los érganos abdominales (higado, estomago,
rifiones e intestinos) para la busqueda de las duelas pulmonares. Se reviso el diafragma y se
realizd un corte longitudinal por el esternon para examinar los pulmones. Previo a la
extraccion de los pulmones se buscé la presencia de quistes 0 gusanos en la pleura pulmonar.
Los pulmones fueron extraidos junto con el corazon y se lavaron 3 veces con solucion salina
0.9%, se colocaron en platos de Petri y se examinaron minuciosamente para observar quistes

0 gusanos. Los quistes fueron cortados cuidadosamente, extrayendo los gusanos que
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contenian en su interior, los cuales se lavaron 2 veces con solucion salina 0.9%. Se

determind el nimero de gusanos y la localizacion de éstos en los animales infectados.

Para determinar el desarrollo de los gusanos recuperados se utilizo el criterio de clasificacion
segun Doahn et al., (2015) para gusanos adultos de P. heterotremus, encontrando gusanos
inmaduros (sin o poco desarrollo de gonadas) o adultos completamente desarrollados (con
desarrollo de gonadas). Tres de los gusanos recuperados se utilizaron para fijacion y se
colocaron entre dos laminas portaobjetos cada uno y se refrigeraron a 4°C por 30 minutos. Se
sumergieron en AFA (95 ml de alcohol 70°, 3 ml formalina 10% y 2 ml &acido acético)
durante 12 horas. Luego fueron tefiidos y fijados con Carmin Clorhidrico (alcohol 90°-200
ml, agua destilada-5ml, &cido clorhidrico-5g carmin-5¢g) y balsamo de Canada segun Castro y

Guerrero (1961).

Se utiliz6 un gusano adulto para microscopia electrénica de barrido y fue lavado 2 veces en
solucién salina 0.9% vy fijado en glutaraldehido 80%, paraformaldehido 10%, Buffer fosfato
10% (pH de 7.2) por 2 minutos. Se sec a temperatura ambiente por 5 minutos. La muestra
fue introducida al microscopio electronico de barrido (Hitachi TM 3000) para caracterizar la

morfologia de las siguientes estructuras: ventosa oral, ventosa ventral y espinas en el

tegumento.
3. Resultados
3.1 Morfologia del gusano adulto de Paragonimus mexicanus

Se realizaron examenes coproparasitoldgicos de las heces recolectadas de cada una de
las ratas. Unicamente la muestra de heces de la rata No. 5 present6 huevos de P. mexicanus,

este individuo fue inoculado por via intraperitoneal. Los huevos se observaron de una
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coloracion café-oro, ovalados, opérculo escasamente visible y con medidas promedio: largo

70 um y ancho 44 um (Figura 1).

En total se recuperaron 5 gusanos de P. mexicanus. Un gusano inmaduro de quiste
pulmonar, 2 inmaduros de cavidad pleural, 1 adulto de cavidad pleural y 1 adulto de quiste
pulmonar. Dos roedores no desarrollaron gusanos sin embargo si presentaron quistes
pulmonares (Cuadro 1). En la Figura 2 se muestra un quiste de 1.5 cm del cual se extrajo un

gusano adulto.

Uno de los gusanos adultos fijado y tefiido mostré las siguientes caracteristicas
morfoldgicas por microscopia de luz: largo del cuerpo 6.5 mm, ancho del cuerpo 3.75 mm,
largo de la ventosa oral 0.6 mm, ancho de la ventosa oral 0.68 mm, largo de la ventosa
ventral 0.66 mm y ancho de la ventosa ventral 0.7 mm (Figura 3A). Ovario lobulado con
algunas ramificaciones, ubicado en el lado derecho del cuerpo del trematodo y de similar
tamafio que los testiculos, testiculo izquierdo con cuatro lébulos y testiculo derecho con
cuatro l6bulos y algunas ramificaciones (Figura 3B). Uno de los gusanos inmaduros mostro
las siguientes caracteristicas por microscopia de luz: largo del cuerpo 5.6 mm, ancho del
cuerpo 3.3 mm, largo de la ventosa oral 0.6 mm, ancho de la ventosa oral 0.62 mm, largo de
la ventosa ventral 0.62 mm y ancho de la ventosa ventral 0.68 mm (Figura 3D). Este gusano

se clasifico como adulto inmaduro debido a que no desarrollé génadas.
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Figura 1. Huevo de Paragonimus mexicanus encontrado en heces de una rata infectada.

1.5cm

Figura 2. Pulmones de rata No. 6, infectada por via intraperitoneal con metacercarias de P.
mexicanus. Se observa un quiste de 1.5 cm en el I6bulo medio a los 5 meses post-infeccion,
del cual se extrajo un gusano adulto.

52
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Figura 3. (A) Duela adulta de P. mexicanus, (B) Esquema de un gusano adulto de P.
mexicanus, recuperado de una rata infectada por via intraperitoneal a los 5 meses post-
infeccion. (C) Ovario. (D) Duela inmadura de P. mexicanus.
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Cuadro 1. Infeccién experimental con ratas Wistar infectadas con metacercarias de
Paragonimus mexicanus. Porcentaje de recuperacion de gusanos adultos en diferentes

periodos de sacrificio de las ratas.

No. Rata Necropsia No. de Total de
. Via de Localizacion/ . . gusanos por % de Estado de
Wistar Sexo - meses post- 9l metacercarias A .
. Infeccion - 2 Lesion . . individuo recuperacion desarrollo
infectada infeccién ingeridas .
infectado
1 M Oral 9 Cavidad pleural 30 1 3.33 Adulto
Inmaduro
. Adulto
2 M Oral 9 Cavidad pleural 35 1 2.85 inmaduro
Quiste en
3 M Oral 7 parénquima 30 0 0
pulmonar
Quiste en
PN Adulto
4 M Oral 7 parénquima 30 1 3.33 Inmaduro
pulmonar
5 F Intraperitoneal 5 Cavidad pleural 30 1 3.33 Adulto Maduro
Quiste en
6 F Intraperitoneal 5 parénquima 30 1 3.33 Adulto Maduro
pulmonar
Quiste en
7 F Intraperitoneal 5 parénquima 35 0 0
pulmonar
Total 220 5 X 2.29
3.2 Microscopia electronica de barrido (SEM) de P. mexicanus

El gusano adulto extraido de cavidad pleural de un roedor infectado via intraperitoneal

fue analizado por microscopia electronica de barrido y se determinaron las siguientes

medidas: largo del cuerpo 4.2 mm, ancho del cuerpo 1.7 mm, ventosa oral 470 um de ancho,

480 um de largo y acetabulo 387 um de ancho y 375 um de largo.

Las caracteristicas morfoldgicas fueron: cuerpo ovalado (Figura 4A), ventosa oral (Figura
4B) de mayor tamafio que ventosa ventral, ventosa ventral con algunas papilas externas
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(Figura 4C) y las espinas tegumentarias que se observaron cémo escamas individuales y
presentes en todo el cuerpo (4D).

Adulto0020
=

Adulto0027 2015/05/15 H S %400 200 um | Adulto0024 2015/05/15 H S x500 200 um

Figura 4. Microscopia electrénica de barrido de duela adulta de P. mexicanus.
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4, Discusién

En este estudio se reporta la susceptibilidad de la rata Wistar (Rattus norvergicus) a la
infeccion con metacercarias de P. mexicanus. Hasta la fecha solamente se habian reportado
infecciones experimentales de P. mexicanus en gatos y perros domésticos para desarrollar
gusanos adultos (Brenes et al., 1980; Ulate et al., 2015) mientras que Huiza et al. (2011),
solamente lograron recuperar gusanos juveniles e inmaduros de hamsters (Mesocricetus
auratus) infectados por via oral, al igual que Miyazaki (1991), recuper6d gusanos inmaduros
de tejido muscular de ratas Wistar. Las infecciones experimentales de gatos domeésticos
reportan un porcentaje de recuperacion de gusanos adultos de 70% (186 gusanos
inoculados/131 gusanos recuperados), y en perros de 42% (159/66) (Brenes et al., 1980), en
comparacion con estos resultados, los porcentajes de recuperacion en ratas Wistar son
sumamente bajos (2.29%), sin embargo, se lograron obtener dos gusanos adultos de P.

mexicanus en cinco de siete de los animales infectados (71%).

Existe evidencia que los roedores pueden actuar como hospedadores definitivos de P.
macrorchis de Sri Lanka (Kannangara, 1969) y P. heterotremus de Vietnam (Narain, 2003;
Doahn et al., 2015), y pueden actuar como hospedadores paraténicos de P. westermani en
China (Fan et al., 1993). En este estudio fue posible evidenciar la presencia de huevos de P.
mexicanus en una muestra de heces procesada en el laboratorio de una rata infectada por via
intraperitoneal, lo cual indica, que bajo condiciones de laboratorio y por infeccion via
intraperitoneal, es probable que Rattus norvergicus pueda actuar como hospedador definitivo
de la duela pulmonar P. mexicanus. Sin embargo, no se pudo comprobar si los huevos fueron
fértiles y hubiesen podido continuar con el ciclo del paréasito, debido a que en los quistes
examinados se encontrd Unicamente un solo gusano. Es conocido, que P. mexicanus se
reproduce mediante fertilizacion cruzada dentro de quistes en parénquima pulmonar de los

hospedadores definitivos, y cuando el quiste se rompe y se encuentra en la periferia de vias
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aereas como bronquiolos y bronquios, los huevos son expulsados por el reflejo de tos hacia
traquea y posteriormente al medio ambiente. Sin embargo, se desconoce, si existen variantes

triploides capaces de reproducirse por partenogénesis como ocurre con P. westermani.

El hallazgo de gusanos adultos es de suma importancia si se desea implementar un
modelo experimental de infeccién con P. mexicanus en ratas Wistar para su utilizacion en
investigacion. Bajo condiciones naturales Rattus novergicus solamente podria ingerir
metacercarias de P. mexicanus al consumir cangrejos infectados. En los resultados obtenidos
por infeccion oral, se obtuvieron Gnicamente gusanos inmaduros, esto indica, que a traves de
esta via de infeccion, las ratas parecieran actuar como hospedadores paraténicos de P.
mexicanus, como lo demostré Miyazaki (1991), llegando a infectar hospedadores definitivos,
como perros y gatos domésticos, al consumir los tejidos infectados de los roedores

infectados.

En comparacion con los resultados obtenidos por Brenes et al. (1980), los gusanos
adultos obtenidos en este estudio fueron mas pequefios (la mitad de tamafio que los obtenidos
de gatos). Esto probablemente se debe a la adaptacion evolutiva de P. mexicanus en
carnivoros, especificamente en céanidos y félidos. También se observaron diferencias en el
desarrollo de testiculos y ovario; las gonadas fueron de menor tamafio que en los adultos

obtenidos en gatos, principalmente los testiculos.

La recuperacion de gusanos adultos de P. mexicanus fue mas eficiente en roedores
infectados por via intraperitoneal que por via oral. Los dos gusanos adultos con gonadas
completamente desarrolladas fueron recuperados de ratas infectadas por via intraperitoneal.
La migracion del parasito en los hospedadores definitivos ocurre de duodeno hacia cavidad
peritoneal, diafragma y pulmones (Singh et al., 2012). La inoculacion en cavidad peritoneal

en ratas, evita que las metacercarias pasen por el tracto digestivo, asi la migracion es mas
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corta y directa. Probablemente el paso mas directo de las metacercarias podria haber influido

en el desarrollo de gusanos adultos en los pulmones de los roedores.

En las especies P. westermani y P. macrorchis se compard la cantidad de gusanos
recuperados por via intraperitoneal vs. via oral, en ratas de laboratorio, encontrdndose que
por via intraperitoneal la cantidad de gusanos adultos era mayor (Kannangara, 1969; Habe et
al. 1996). En este estudio no se pudo demostrar un aumento en el nimero de gusanos en ratas
infectadas por via intraperitoneal, ya que en ambas vias de infeccién el maximo nimero de

gusanos recuperados por individuo infectado fue de uno.

Este estudio demostr6 la utilidad de la rata Wistar como modelo experimental para la
desarrollo de gusanos de P. mexicanus. Aunque el porcentaje de recuperacion fue muy bajo,
se recuperaron adultos y es posible utilizar este modelo para realizar investigaciones sobre la
respuesta inmune, nuevas opciones terapéuticas, caracterizar los productos antigénicos que
secreta el gusano adulto y su uso en pruebas especificas inmunodiagnésticas. Ademas este
modelo animal minimiza los costos de mantenimiento comparado con otros modelos
animales como perros y gatos. Por otro lado las ratas Wistar son animales de laboratorio, por
lo que al utilizar este modelo animal se evitan los conflictos éticos relacionados al uso de

animales de compafiia como animales de experimento.
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5.

Conclusiones

La rata Wistar (Rattus novergicus) actia como hospedador paraténico de P. mexicanus
cuando las metacercarias son inoculadas via oral.

La rata Wistar puede actuar como hospedador definitivo de P. mexicanus, bajo
condiciones de laboratorio y mediante inoculacion de la metacercaria via intarperitoneal,
llegando a expulsar huevos del trematodo en las heces.

El porcentaje de recuperacion de gusanos de P. mexicanus en ratas Wistar fue bajo
(2.29%), sin embargo es posible obtener gusanos adultos para propoésitos de
investigacion.

Los adultos recuperados de P. mexicanus en pulmones de ratas Wistar presentan
variaciones morfoldgicas en comparacion con los recuperados en gatos domésticos. Las
variaciones mas importantes son la diferencia entre el tamafio del cuerpo, forma y
tamafo de las gonadas, siendo de menor tamafio en los gusanos recuperados en ratas.

La utilizacion de ratas Wistar en un modelo experimental para la obtencion de gusanos
de P. mexicanus, reduce los costos de mantenimiento en comparacién con el uso de otros

animales (perros y gatos domésticos).
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Recomendaciones

Utilizar la rata Wistar como modelo animal experimental para la produccion de
gusanos adultos de P. mexicanus.

Infectar roedores de laboratorio por via intraperitoneal con metacercarias de P.
mexicanus, ya que demostrd ser mas efectiva que la infeccién oral.

Utilizar un ndmero mayor de metacercarias de P. mexicanus para la infeccion
intraperitoneal en ratas Wistar.

Realizar estudios sobre infecciones experimentales de ratas Wistar con metacercarias
de P. mexicanus para la obtencion de antigenos, investigacion sobre la respuesta

inmune y elaboracion de pruebas diagndsticas especificas.
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Discusién General

Las metacercarias de Paragonimus spp. se encontraron en un 12.9% (44/347) de los
cangrejos analizados y en un 64% (7/11) de localidades muestreadas, tanto en la Vertiente
Atlantica como en la Vertiente Pacifica. El porcentaje de infeccion de cangrejos de agua
dulce machos fue estadisticamente mayor que el porcentaje de infeccion de cangrejos
hembras. Aunque es dificil explicar este resultado, ecologica- como biologicamente, se podria
hipotetizar, que los cangrejos hembras se esconden y entierran mientras son portadoras de
huevos, por lo que estarian menos expuestas a los parésitos (comunicacion personal Ingo
Wehrtmann), Sin embargo, nuestros resultados contrastan con lo reportado por Monge et al.
(1985), quienes analizaron 182 cangrejos de las especies Ptychophallus tristani y
Pseudothelphusa magna y no encontraron diferencia significativa en el porcentaje de
infeccion de cangrejos hembras y machos con P mexicanus, por lo que se necesitan mas
estudios para determinar si el sexo de los cangrejos influye en el porcentaje de infeccion con
metacercarias de Paragonimus spp. En los resultados obtenidos en el presente trabajo no se
encontrd asociacion entre la especie de cangrejo y la presencia de metacercarias de
Paragonimus spp., indicando que existe la misma probabilidad de encontrar metacercarias de

Paragonimus spp. en las diferentes especies de cangrejos pseudotelfusidos.

Se encontraron tres especies de cangrejos como hospedadores de las especies de
Paragonimus en Costa Rica, que no habian sido reportados con anterioridad en nuestro pais
ni en América. En P. uncinatus se encontraron metacercarias de P. mexicanus y P. caliensis,
mientras que en A. yawi y A. agrestis metacercarias de P. mexicanus, siendo ademas P.
uncinatus, la especie de cangrejo de la cual se extrajo el mayor nimero de metacercarias de P.

mexicanus.
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Las metacercarias de Paragonimus spp. se encontraron sobre todo en el
hepatopancreas y tejido muscular, y muy pocas en branquias de cangrejos infectados. El
6rgano con mayor numero de metacercarias fue el hepatopancreas con 56.7%, seguido del
tejido muscular con 43%, estos resultados son similares a lo reportado por Brenes et al.
(1980), quienes encontraron metacercarias de P. mexicanus en hepatopancreas 46.2% y en
tejido muscular 53.8%. Estos autores también encontraron muy pocas metacercarias en
branquias. Es probable que P. mexicanus y P. caliensis se encuentren en hepatopancreas y
tejido muscular para beneficiarse con la absorcion de nutrientes, como otras especies de
Paragonimus y digeneos microfalidos (Overstreet, 1983). En este estudio se encontraron
metacercarias de P. caliensis tanto en hepatopancreas (6) como en tejido muscular (5), este
hallazgo contrasta con lo reportado por Songandares-Bernal y Seed (1973), quienes
reportaron la especificidad de P caliensis por el hepatopancreas en infecciones

experimentales en cangrejos de agua dulce.

Los sitios que presentaron los mayores porcentajes de infeccion de cangrejos con
especies de Paragonimus fueron el sitio 1 (Limon, 56.5%) vy el sitio 4 (Upala, 33.3%),
encontrandose diferencias altamente significativas con respecto a los demas sitios (Coto Brus,
Buenos Aires y Parrita). Se considera importante informar a la poblacidon que vive en estos
sitios, sobre el riesgo que supone consumir cangrejos crudos o mal o poco cocidos y realizar
investigaciones futuras, para generar informacion sobre el consumo de crustdceos de agua
dulce y aspectos culturales de las poblaciones que lo consumen, ya que, aunque en las
localidades de Buenos Aires y Coto Brus no se encontraron porcentajes altos de cangrejos
infectados con Pargonimus spp., es en estas localidades, donde se han reportado en el pasado,
casos de paragonimiasis pulmonar y ectdpica en ninos (Morera 1968, Brenes et al., 1976;

Brenes et al., 1982; Brenes et al., 1985).
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En total se encontraron 588 metacercarias de P. mexicanus y 11 metacercarias de P,
caliensis. Paragonimus mexicanus se ha encontrado en zarigiieyas (Didelphis marsupialis,
Philander opossum), prociénidos y mefitidos, mientras que P. caliensis inicamente se ha
reportado en mapaches y zarigiieyas de agua (Chironectes minimus) (Rojas et al., 1976).
Estos reportes sugieren, que P. mexicanus puede infectar varias especies de mamiferos,
mientras que P. caliensis parece tener menos hospedadores definitivos, lo que podria explicar

por qué no se encontrd un nimero mayor de metacercarias de P. caliensis.

Los resultados obtenidos por microscopia de luz concuerdan con lo reportado por
Brenes et al. (1980) y Little (1968), quienes reportaron la morfologia de P. mexicanus, una
metacercaria desnuda, con coloracion amarilla del cuerpo y P. caliensis, una metacercaria
enquistada con el cuerpo de color rosado, respectivamente. Desde el descubrimiento de la
metacercaria y gusanos adultos de P. caliensis en Colombia (Little, 1968) y posterior
descripcion en Costa Rica (Rojas et al., 1976; Brenes et al., 1984), no se habia descrito una
metacercaria enquistada de Paragonimus spp. en Latinoamérica. En ese entonces, la
diferenciacion entre P. mexicanus 'y P. caliensis se baso en la variacion del nimero de células
flamigeras presentes en las metacercarias, tamafio del cuerpo, ventosa oral, ventosa ventral, y
forma y tamafio de los ovarios y testiculos de los gusanos adultos. Sin embargo, estas
caracteristicas morfologicas se consideraron insuficientes para diferenciar ambas especies
(Tongu, 2001). En ese sentido Veléz et al. (2011) propusieron la sinonimia entre P. mexicanus

y P, caliensis.

A través de microscopia electronica de barrido se caracterizaron 3 morfotipos de
metacercarias de P. mexicanus y 2 de P. caliensis. El morfotipo 3 de P mexicanus
encontrado en Costa Rica, es muy similar a los morfotipos descritos por Lopez-Caballero et
al. (2013), de Chiapas, México y Guatemala. Sin embargo, el morfotipo de Costa Rica tiene 8

papilas externas mas que el morfotipo de Guatemala y 16 mas que el de México; con el
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mismo numero de papilas mediales. Es probable, que el nimero de papilas externas pueda
variar de 20 hasta 40 en este morfotipo; sin embargo para confirmar esta hipdtesis se
requieren mas estudios morfoloégicos por microscopia electronica de barrido en

Latinoamérica.

Los morfotipos 1 y 2 de P. mexicanus y P. caliensis se describen en este trabajo por
primera vez. Resultd interesante encontrar, que tanto P. mexicanus como P caliensis
comparten un morfotipo de metacercaria con 6 papilas mediales en el acetabulo. Esto muestra
que ambas especies pueden mantener la misma morfologia en esta estructura, pero
diferenciarse claramente por microscopia de luz, por la presencia de quiste y la coloracion del
cuerpo. Los resultados encontrados en este estudio evidencian la importancia de realizar
analisis morfoldgicos incluyendo microscopia de luz y microscopia electronica de barrido,
para determinar variaciones morfologicas del género Paragonimus, especificamente en el
acetabulo. Futuros estudios en Latinoamérica podrian aportar datos interesantes sobre las

variaciones morfoldgicas y morfotipos existentes.

El andlisis molecular y filogenético confirman que P. mexicanus y P. caliensis son
dos especies de metacercarias diferentes. La comparacion de las secuencias nucelotidicas de
los morfotipos 1, 2 y 3 de P. mexicanus, para las regiones 28S, ITS2 y COl son 99%
idénticas, lo que indica que corresponden a la misma especie. Asi mismo la identidad de
secuencia de los morfotipos 1 y 2 de P. caliensis es del 100% para las 3 regiones analizadas.

Estos resultados demuestran que P. mexicanus y P. caliensis son especies polimorficas.

Debido a que no existen secuencias depositadas en GenBank de P. caliensis, el
porcentaje de identidad genética se relaciond con P. westermani, P. heterotremus y P.
mexicanus. Los arboles filogenéticos generados para las tres regiones (28S, ITS2 y CO1),

demostraron la separacion de las especies encontradas en Costa Rica, y muestran la

66



divergencia molecular que existe entre las especies encontradas en Costa Rica y las especies
asidticas. Ademads existe distanciamiento genético entre las especies P mexicanus y P.
caliensis, el arbol filogenético del gen 28S demostrd que la probabilidad de distanciamiento

genético entre ambas especies es del 100% y por lo tanto son especies separadas.

Es probable que las especies de Paragonimus se originaran y diversificaran
aproximadamente hace 200 millones de afios, antes de la separacion de India, Africa y
Suramérica (Blair et al., 2001). Esta hipotesis explicaria la presencia y diversidad de los
hospedadores intermediarios primarios (gasterépodos) y las especies de Paragonimus
presentes en Africa, América y Asia. P. caliensis comparte caracteristicas morfologicas
(presencia de quiste) y moleculares con algunas especies asidticas (P. heterotremus, P.
westermani) y con la especie americana P. mexicanus, probablemente es una especie
alopatrica que evoluciono de las especies asiaticas, quedando aislada, cuando se separd India,
Africa y Suramérica, limitandose su distribuciéon en Suramérica y posterior extension hasta
Centroamérica. Paragonimus mexicanus pudo haberse establecido posteriormente en
Suramérica y Centroamérica, y adaptarse a los hospedadores intermediaros primarios.
Estudios de genética poblacional y distribucion geografica podrian contribuir a dilucidar la
evolucion de P. caliensis y P. mexicanus como parasitos de caracoles del género Aroapyrgus'y

la presencia de ambas especies de duela pulmonar en Costa Rica.

La georeferenciacion de las quebradas con cangrejos positivos a P mexicanus y P.
caliensis indican que ambas especies estan distribuidas tanto en lugares conservados
ecoldgicamente como en zonas peri-urbanas. Las zonas peri-urbanas encontradas de P.
mexicanus se localizan en los Cantones de Buenos Aires y Coto Brus y la de P. caliensis en
Upala. Considerando estos hallazgos se puede asumir que el ciclo de Paragonimus spp., esta
ocurriendo en estos lugares debido a la presencia de hospedadores definitivos como

mapaches y zarigiieyas, los cuales han demostrado adaptarse en zonas urbanas y peri-urbanas.
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Estos hallazgos son similares a los encontrados por Velasquez et al., (2008) en un area urbana
de Colombia con presencia de P. mexicanus. De existir infecciones humanas posteriores
podrian ocurrir en zonas selvaticas como peri-urbanas, dependiendo de los habitos dietéticos
y culturales de las poblaciones que viven cerca de las quebradas muestreadas con cangrejos

positivos a Paragonimus spp.

La caracterizacion morfologica y molecular de P. caliensis en Costa Rica, sin duda
deja varios cuestionamientos sobre su epidemiologia, ecologia y biologia. ;Es P. caliensis un
patégeno para el humano? ;Utiliza esta especie los mismos hospedadores primarios,
secundarios y definitivos que P. mexicanus?, si es un patégeno para el humano ;Provocaria la
misma cantidad de casos de paragonimiasis ectopica como P. mexicanus? Los resultados
obtenidos en este estudio demuestran la importancia sobre la caracterizacion de especies de
Paragonimus en Latinoamérica mediante analisis morfologico y molecular, y deja un
precedente para que se continiie la investigacion sobre el diagnostico, prevencion y hébitos

humanos relacionados a la paragonimiasis en Costa Rica y en el continente americano.

En este estudio se reporta la susceptibilidad de la rata Wistar (Rattus norvergicus) a la
infeccion con metacercarias de P. mexicanus. Hasta la fecha solamente se habian reportado
infecciones experimentales de P. mexicanus en gatos y perros domésticos para producir
gusanos adultos (Brenes et al., 1980; Ulate et al., 2015) mientras que Huiza et al. (2011),
solamente lograron recuperar gusanos juveniles e inmaduros de hamsters (Mesocricetus
auratus) infectados por via oral, al igual que Miyazaki (1991), recuperd gusanos inmaduros
de tejido muscular de ratas Wistar. Las infecciones experimentales de gatos domesticos
reportan un porcentaje de recuperacion de gusanos adultos de 70% (186 gusanos
inoculados/131 gusanos recuperados), y en perros de 42% (159/66) (Brenes et al., 1980), en

comparacion con estos resultados, los porcentajes de recuperacion en ratas Wistar son
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sumamente bajos (2.29%), sin embargo, se lograron obtener dos gusanos adultos en cinco de

siete de los animales infectados (71%) y fue posible recuperar gusanos P. mexicanus.

Existe evidencia que los roedores pueden actuar como hospedadores definitivos de P.
macrorchis de Sri Lanka (Kannangara, 1969) y P. heterotremus de Vietnam (Narain, 2003;
Doahn et al., 2015), y pueden actuar como hospedadores paraténicos de P. westermani en
China (Fan et al., 1993). En este estudio fue posible evidenciar la presencia de huevos de P.
mexicanus en una muestra de heces procesada en el laboratorio de una rata infectada por via
intraperitoneal, lo cual indica, que bajo condiciones de laboratorio y por infeccién via
intraperitoneal, es probable que Rattus norvergicuas pueda actuar como hospedador
definitivo de la duela pulmonar P. mexicanus. Sin embargo, no se pudo comprobar si los
huevos fueron fértiles y hubiesen podido continuar con el ciclo del paréasito, debido a que en
los quistes examinados se encontrd Unicamente un solo gusano. Es conocido, que P.
mexicanus se reproduce mediante fertilizacion cruzada dentro de quistes en parénquima
pulmonar de los hospedadores definitivos, y cuando el quiste se rompe y se encuentra en la
periferia de vias aéreas como bronquiolos y bronquios, los huevos son expulsados por el
reflejo de tos hacia traquea y posteriormente al medio ambiente. Sin embargo, se desconoce,
si existen variantes triploides capaces de reproducirse por partenogénesis como ocurre con P.

westermani.

El hallazgo de gusanos adultos es de suma importancia si se desea implementar un
modelo experimental de infeccion con P. mexicanus en ratas Wistar para su utilizacion en
investigacion. Bajo condiciones naturales Rattus novergicus solamente podria ingerir
metacercarias de P. mexicanus al consumir cangrejos infectados. En los resultados obtenidos
por infeccion oral, se obtuvieron Unicamente gusanos inmaduros, esto indica, que a traves de
esta via de infeccion, las ratas parecieran actuar como hospedadores paraténicos de P.

mexicanus, como lo demostré Miyazaki (1991), llegando a infectar hospedadores definitivos,
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como perros y gatos domeésticos, al consumir los tejidos infectados de los roedores

infectados.

En comparacion con los resultados obtenidos por Brenes et al. (1980), los gusanos
adultos obtenidos en este estudio fueron méas pequefios (la mitad de tamafio que los obtenidos
de gatos). Esto probablemente se debe a la adaptacion evolutiva de P. mexicanus en
carnivoros, especificamente en canidos y félidos. También se observaron diferencias en el
desarrollo de testiculos y ovario; las gonadas fueron de menor tamafio que en los adultos

obtenidos en gatos, principalmente los testiculos.

La recuperacion de gusanos adultos de P. mexicanus fue mas eficiente en roedores
infectados por via intraperitoneal que por via oral. Los dos gusanos adultos con gdnadas
completamente desarrolladas fueron recuperados de ratas infectadas por via intraperitoneal.
La migracion del parésito en los hospedadores definitivos ocurre de duodeno hacia cavidad
peritoneal, diafragma y pulmones (Singh et al., 2012). La inoculacion en cavidad peritoneal
en ratas, evita que las metacercarias pasen por el tracto digestivo, asi la migracién es mas
corta y directa. Probablemente el paso mas directo de las metacercarias podria haber influido

en el desarrollo de gusanos adultos en los pulmones de los roedores.

En las especies P. westermani y P. macrorchis se compard la cantidad de gusanos
recuperados por via intraperitoneal vs. via oral, en ratas de laboratorio, encontrandose que
por via intraperitoneal la cantidad de gusanos adultos era mayor (Kannangara, 1969; Habe et
al. 1996). En este estudio no se pudo demostrar un aumento en el nimero de gusanos en ratas
infectadas por via intraperitoneal, ya que en ambas vias de infeccion el maximo numero de

gusanos recuperados por individuo infectado fue de uno.

Este estudio demostré la utilidad de la rata Wistar como modelo experimental para la

produccién de gusanos de P. mexicanus. Aungue el porcentaje de recuperacion fue muy
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bajo, se recuperaron adultos y es posible utilizar este modelo para realizar investigaciones
sobre la respuesta inmune, nuevas opciones terapéuticas, caracterizar los productos
antigénicos que secreta el gusano adulto y su uso en pruebas especificas inmunodiagnosticas.
Ademas este modelo animal minimiza los costos de mantenimiento comparado con otros
modelos animales como perros y gatos. Por otro lado las ratas Wistar son animales de
laboratorio, por lo que al utilizar este modelo animal se evitan los conflictos éticos

relacionados al uso de animales de compafiia como animales de experimento.
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Conclusiones Generales

1. Los sitios con mayor probabilidad de encontrar cangrejos infectados con metacercarias de
Paragonimus spp. fueron Limon y Upala, ahi se determinaron porcentajes de infeccion de
56.5% Yy 33.3%, respectivamente.

2. No se determind asociacién entre especies de cangrejos pseudotelfusidos y el porcentaje
de infeccién con metacercarias de Paragonimus spp.

3. Se determind una diferencia estadisticamente significativa en el porcentaje de infeccion
entre cangrejos machos y hembras, siendo mayor el porcentaje de infeccion de cangrejos
machos.

4. Se reporta por primera vez a P. uncinatus como hospedador intermediario de P.
mexicanus y P. caliensis, A. yawi y A. agrestis como hospedadores de P. mexicanus y P.

tristani como hospedador de P. caliensis.

5. El nimero de metacercarias de P. mexicanus (588) extraidas de érganos y tejidos de
cangrejos fue ampliamente superior a las extraidas de P. caliensis (11).

6. Los morfotipos de P. mexicanus y P. caliensis comparten la misma identidad genética,
este resultado demuestra que ambas especies son polimorficas.

7. Se describen por primera las especies P. mexicanus y P. caliensis en Costa Rica mediante
analisis morfoldgico (microscopia de luz y microscopia electronica de barrido) y analisis
molecular (amplificacion de las regiones 28S, ITS2 y CO1).

8. EIl andlisis filogenético demostrd que P. caliensis es una especie separada de P.
mexicanus, reportando la presencia de una tercera especie de duela pulmonar en el
continente americano.

9. La rata Wustar (Rattus novergicus) actia como hospedador paraténico de P. mexicanus

cuando las metacercarias son inoculadas via oral.
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10.

11.

12.

13.

La rata Wistar puede actuar como hospedador definitivo de P. mexicanus, bajo
condiciones de laboratorio y mediante inoculacion de la metacercaria via intarperitoneal,
Ilegando a expulsar huevos del trematodo en las heces.

El porcentaje de recuperacion de gusanos de P. mexicanus en ratas Wistar fue bajo
(2.71%), sin embargo es posible obtener gusanos adultos para propositos de
investigacion.

Los adultos recuperados de P. mexicanus en pulmones de ratas Wistar presentan
variaciones morfoldgicas en comparacion con los recuperados en gatos domésticos. Las
variaciones mas importantes son la diferencia entre el tamafio del cuerpo, forma y tamafio
de las génadas, siendo de menor tamarfio en los gusanos recuperados en ratas.

La utilizacion de ratas Wistar en un modelo experimental para produccion de gusanos de
P. mexicanus, reduce los costos de mantenimiento en comparaciéon con el uso de otros

animales (perros y gatos domésticos).
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Recomendaciones Generales

10.

Informar a las autoridades de salud publica sobre las areas con presencia de

Paragonimus spp. en cangrejos de agua dulce de Costa Rica.

Realizar estudios sobre la ecologia y biologia de P. caliensis.

Identificar otras areas geogréaficas con presencia de Paragonimus spp. en Costa Rica.
Investigar sobre el consumo e importancia de los cangrejos de agua dulce en la dieta
de poblaciones humanas, principalmente en zonas rurales de Costa Rica.

Realizar estudios sobre la distribucion de Paragonimus spp. y comparar los
porcentajes de infeccion en los hospedadores intermediarios secundarios, asi como
porcentajes de infeccion segun el &rea geogréfica.

Divulgar informacion en centros educativos sobre la prevencion de la paragonimiasis,
a través del involucramiento de las poblaciones humanas con obras de teatro,
conferencias, actividades recreativas y juegos interactivos. Principalmente en las areas
donde se demuestre un alto consumo de decapodos de agua dulce

Utilizar la rata Wistar como modelo animal experimental para el desarrollo de
gusanos adultos de P. mexicanus.

Infectar roedores de laboratorio por via intraperitoneal con metacercarias de P.
mexicanus, ya que demostré ser mas efectiva que la infeccion oral.

Utilizar un numero mayor de metacercarias de P. mexicanus para la infeccion
intraperitoneal en ratas Wistar.

Realizar estudios sobre infecciones experimentales de ratas Wistar con metacercarias
de P. mexicanus para la obtencion de antigenos, investigacion sobre la respuesta

inmune y elaboracion de pruebas diagndsticas especificas.
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