CATEDRA DE PARASITOLOGIA Y ENFERMEDADES PARASITARIAS
(Prof. Dr. M. CORDERO DEL CAMPILLO)

INFESTACION EXPERIMENTAL DE TRES Cernuella spp.
(MOLLUSCA, STYLOMMATOPHORA) CON LARVAS DE
Muellerius capillaris y Neostrongylus linearis (NEMATODA,
PROTOSTRONGYLINAE)

Por M.@ P. Morrondo Pelayo
M. Cordero del Campillo
P. Diez Baiios
M.aY. Manga Gonzdlez

INTRODUCCION

Las bronconeumonias ovinas por Protostrongylinae estan ligadas al pasto-
reo extensivo y alcanzan elevada prevalencia en la regién leo-
nesa'd 14 17 18 1920 21 Aunque se trata de parasitosis de evolucién crénica,
con baja mortalidad, se va adquiriendo conciencia de su efecto negativo en la
produccién ovina, por lo que abundan los trabajos sobre la epizootiologia,

particularmente los relativos a los helicidos como hospedadores intermedia-
rios3 11 12 13 15 16 17 19 23 24 25

En la presente investigacién se ha estudiado la receptividad a la infesta-
cién por Muellerius capillaris (MUELLER, 1889) y Neostrongylus linearis (MARO-
TEL, 1913) GEBAUER, 1932, de las tres tnicas especies del género Cernuella
SCHLUTER, 1838, que, segiin MANGA® 10 existen en la provincia de Leon. Dos de
ellas ya habian sido utilizadas como hospedadoras intermediarias experimen-
talmente'3 19 20 pero faltaba una investigacioén sistematica.

MATERIAL Y METODOS

Nematodos

Las larvas I (L-I) se obtuvieron a partir de sendas ovejas mantenidas con
infestacién pura de M. capillaris y N. linearis, respectivamente. Ambas cepas
proceden de Villacete (Leén). La recogida se hizo diariamente a partir de las
heces, por el método de BAERMANN-WETZEL. El material se conservé en frigori-
fico (ca. + 5°C) durante 4-5 horas como méximo, hasta el momento de la
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infestacion de los moluscos, dado que el poder infestante es tanto mayor
cuanto mas recientes sean las larvas3.

Moluscos

Los ejemplares de Cernuella (Cernuella) virgata (Da Costa, 1778), Cer-
nuella (Xeromagna) cespitum arigonis (SCHMIDT, 1853) y Cernuella (Microxero-
magna) vestita (RAMBOUR, 1868), se recogieron en uno de los lugares citados
para cada especie® '°. La ausencia de infestacién natural se comprobé exami-
nando un 10 % de los especimenes recogidos. En total se infestaron 435
moluscos, distribuidos del modo que se indica en el Cuadro 1.

Infestacién y trabajos posteriores

Seguimos el método de Kassal®, manteniendo el contacto larvas/moluscos
durante tres horas y media, periodo que garantiza porcentajes de penetracién
superiores al 87 %23, El nimero de larvas que penetraron en el pie se calculé
por diferencia entre la cifra inicial y las recuperadas en la placa una vez
concluido el plazo citado. La dosis infestante vari6 entre 150-280 L-I por
caracol. Se anoté la temperatura media de mantenimiento en el laboratorio
tras la infestacién.

Una vez infestados, los caracoles pasaron a cajas de madera cuyo fondo se
recubrié con papel de filtro, que se humedecia con un pulverizador cada 2-3
dias. Se alimentaron con trébol y hojas de lechuga, previamente lavadas con
agua corriente. El papel de filtro y el alimento se renovaron semanalmente.

La evolucién de los nematodos se estudié sacrificando seriadamente los
moluscos, desde el dia 6.° hasta el 37.°-41.° p.i., segiin los casos. La eutanasia
se realizé siguiendo el método de WRiGHT?8.

El pie, zona de implantacién preferente?? 26 27 29 ge examiné al micros-
copio con la ayuda de placas compresoras. La extraccién de las larvas se
realiz6 mediante diseccién con agujas entomolégicas, bajo estereomicroscopio.
Las preparaciones permanentes se efectuaron siguiendo la técnica de
BERESFORD-JONES .

Los dibujos a escala se realizaron con cdmara clara (Leitz Wetzlar, mo-
delo tubular S) tomandose las medidas con ayuda del curvimetro. En cada fase
larvaria se calcularon las medidas minima, méixima y media, asi como la
relacion de cada una de las medidas de las diversas estructuras diferenciales,
respecto a la longitud total.

Se consideraron «evolucionadas» todas las larvas alojadas en el pie, que
iniciaron la diferenciacién a partir de la L-I, aunque no llegaran a L-III. Las de
este tltimo estadio, obviamente, se incluyeron en este mismo apartado, aun-
que también se contabilizaron con independencia.

El desarrollo de las larvas fue controlado anotando las medidas basicas de
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un nimero aproximado de tres larvas por cada caracol sacrificado. No obs-
tante, sélo las obtenidas los dias 11.°, 20.° y 30.° p.i. se comparan con las

proporcionadas por otros autores, que no publican datos relativos a otros
periodos.

Cdlculos estadisticos

Las rectas de regresion para la infestacién con N. linearis fueron calcula-
das en cada caso a partir de siete pares de puntos resultantes de igual nimero
de infestaciones con C. (X.) cespitum arigonis.

Para M. capillaris las rectas se calcularon a partir de las dos infestaciones
de C. (X.) cespitum arigonis.

Las distancias a las correspondientes rectas se calcularon por métodos
analiticos.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 1 (A y B) puede comprobarse que los porcentajes de
penetracién de las L-I, tanto para N. linearis como para M. capillaris, varian
segiin la especie de molusco. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
por Rojo' para N. linearis, SAUERLANDERZ® con M. capillaris y MORRONDO y
MANGA'® con ambas. MARTINEZ'® trabajando con el dltimo de los nematodos
citados, obtuvo porcentajes de penetracién muy similares con diversas espe-
cies de moluscos, superiores a los observados por nosotros y por los autores
antes citados3 16 19 23,

Como era de esperar, una parte importante de las larvas que invaden el
pie de los moluscos no prosiguié su evolucién, lo que parece corroborar la tesis
segin la cual la penetracién de las L-I es inespecifica y de ningiin modo
presupone su ulterior evolucién? 7. También los valores obtenidos por MARTI-
NEZ'® superan a los nuestros.

El periodo requerido por M. capillaris para alcanzar los estadios II y III,
en nuestra experiencia, concuerda, en general, con otras aportacio-
nes'® 22 23 24 25 Fn cambio, son mds breves que los sefalados por GERICHTER®
y MARTINEZ'3. Este dltimo con Helicella arigonus, a nuestro juicio sinénima de
C. (X.) cespitum arigonis. Los métodos de infestacién y de mantenimiento de
los moluscos seguidos por este iltimo autor difieren sustancialmente de los
seguidos por nosotros.

Tomando como base el nimero de L-I de M. capillaris empleadas en las
dos infestaciones de C. (X.) cespitum arigonis y el de las que realmente
penetraron en los moluscos, se calculé la recta de regresiéon que corresponde a
la férmula: y = 0,49 x + 26. Esta recta no se aparté de modo significativo de la
conseguida en nuestro laboratorio por REGUERA y col.’®is, con idénticos siste-
mas parésito/hospedador, diversas dosis y nimero de infestaciones. Del mismo
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Figura 1.-C. (C.) virgata infestada con M. capillaris a 18°C ‘
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Figura 2.-C. (X.) cespitum arigonis infestada con M. capillaris a 18°C.
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Figura 3.—C. (X.) cespitum arigonis infestada con M. capillaris a 22°C.
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Figura 4.-C. (M.) vestita infestada con M. capillaris a 19°C.
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Fig. 5.-C. (C.) virgata infestada con N. linearis a 18°C.
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Figura 6.-C. (X.) cespitum arigonis infestada con N. linearis a 17°C.
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Figura 7.—C. (X.) cespitum arigonis infestada con N. linearis a 24°C.
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Figura 8.-C. (M.) vestita infestada con N. linearis a 19°C.




modo, el cilculo de la recta de regresién de las L-III, respecto de las L-I que
penetraron resulta: y = 0,41 x — 45,3 (Fig. 9). Tomando como referencia las
rectas mencionadas para C. (X.) cespitum arigonis hemos calculado los datos
relativos a las otras dos especies ensayadas.

Para C. (X.) cespitum arigonis y C. (C.) virgata se obtuvieron resultados
muy préximos entre si, en lo que respecta a la penetracién de L-I y los valores
relativos a las L-III. En cambio, la penetracién de L-I se hizo en mayor
proporcion en el caso de C. (M.) vestita, pese a lo cual, el nimero de L-III fue
considerablemente inferior al logrado en las dos especies anteriores.

Los plazos requeridos por N. linearis para llegar a L-II y L-III (Cuadro 1
B), resultaron similares a los hallados por Rojo'®, coinciden con los observados
en otras especies de helicidos por MORRONDO y MANGA'® y son ligeramente
inferiores a los apuntados por CABARET?,

Siguiendo las observaciones de REGUERA y col. (ibid.), al comparar el
nimero de L-I dispuestas para la infestacién con las que realmente penetraron
en C. (X.) cespitum arigonis se obtiene la recta de férmula: y = 3,88 + 0,57 x;
(r=0,99; p < 0,001). La comparacién de las L-I que penetraron con las L-II1
formadas responde a la férmula:

y =—-41,78 + 0,46 x; (r = 0,96; p. < 0,001) (Fig. 10)

Tomando como base los datos obtenidos para C. (X.) cespitum arigonis se
han calculado los correspondientes a las otras dos especies de Cernuella
estudiadas. Las L-I invasoras y las L-III formadas, tanto para C. (X.) cespitum
arigonis como para C. (C.) virgata, fueron muy similares entre si y concordan-
tes con los datos de REGUERA y col. (ibid.) para C. (X.) cespitum arigonis. Con
C. (M.) vestita se ha observado el mismo fenémeno apreciado con M. capilla-
ris, es decir, que el alto porcentaje de penetracion no guarda relacién con el
nimero de L-III formadas.

La comparacién de las rectas de regresion de las dos especies de nemato-
dos indica que, a concentraciones de larvas inferiores a 300, M. capillaris
penetra en mayor proporcién que N. linearis, mientras que con un nimero
superior de L-I se invierte el fenémeno.

Respecto a las L-III, en las rectas correspondientes se observa que N.
linearis evoluciona mejor que M. capillaris y que la diferencia es atn mayor
cuando se aumenta el nimero de L-I penetradas. Estas observaciones corres-
ponden a C. (X.) cespitum arigonis y cabe suponer que también tengan lugar
en C. (C.) virgata, dado que, aunque infestada con distintas cantidades de
larvas, se ajusta, con muy pocas variaciones, al modelo que sigue C. (X.)
cepitum arigonis.

En cuanto a C. (M.) vestita, nada podemos afirmar en este sentido, dado
que no se ajusta a este modelo. Se aprecia mayor disparidad respecto al
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Figura 9.—Rectas de regresién: A. L-I puestas/L-I penetradas y B. L-I penetradas/L-III
halladas de M. capillaris.
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recta A. recta B.
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Figura 10.-Rectas de regresién: C
halladas de N. linearis.

. LI puestas/L-I penetradas y D. L-I penetradasIL-IIl

Distancia Distancia

recta C. recta D.
[} C. (C.) virgata 2,9 5,0
® C. (X.) cespitum arigonis 5,8 6,5
N C. (X.) cespitum arigonis 8,6 1,5
A C. (M.) vestita 35,4 15,2




conjunto C. (X.) cespitum arigonis|C. (c) virgata en el caso de N. linearis, que
en el de M. capillaris.

Sobre el papel de la temperatura (Cuadro 1), los datos obtenidos con C.
(X.) cespitum arigonis indican que no parece afectar de modo claro al porcen-
taje de penetracion, pero si influye positivamente en la aceleracién del desa-
rrollo de las larvas, lo que concuerda con otros hallazgos® € 15 16 22,

Dado que el desarrollo de las larvas en el 'molusco no es sincrénico, no
resulta extrafio hallar diversas fases de la evolucién de aquellas, en un mismo
periodo y en un mismo caracol (Figs. 1-8). También han realizado esta obser-
vacion otros autores3 5 16 23 26

En los Cuadros 2 al 4, ambos inclusive, se recogen datos métricos relati-
vos al desarrollo de las larvas de M. capillaris, desde su penetracién hasta la
fase infestante. En el Cuadro 2, figuran las medidas minimas, maximas y
medias absolutas y relativas entre los estadios de L-I/L-II. En el Cuadro 3
aparecen los correspondientes al mismo nematodo en fase de L-II neta. Pode-
mos apreciar que, en los datos en que ha sido posible la comparacién, hay una
concordancia grande, salvo en la distancia ano-extremo posterior, para la que
obtuvimos resultados inferiores a los de GERICHTER® y RosE?2. En el Cuadro 4,
lo quy més llama la atencién es la mayor longitud de las larvas III estudiadas
Por nosotros.

Para N. linearis los resultados métricos aparecen en los Cuadros 5 (L-II) y
6 (L-11I), en los que hay que sefialar mayor desarrollo de nuestras larvas que el
observado por R0jo'?, y concordancia con las observaciones de EL-Moukpap*
para las L-III. Por supuesto, existen siempre variaciones individuales incluso
en poblaciones de la misma procedencia, como sucede en nuestro caso y enla
observacién de Rojo1®.

En ambos nematodos, las medidas de ejemplares en un mismo estadio de
desarrollo, incluso en idéntico dia post-infestacién, presentan una variabilidad
evidente. Ninguna de las medidas aumenta progresivamente en el trascurso de
los dias, de modo ostensible. Por otro lado, la generalidad de los autores no
menciona el nimero de larvas en que han basado sus estimaciones métricas,
factor que es importante, como indica la amplitud de variacién observada. De
otra parte, es de suponer que la especie de molusco implicada también tenga
interés.

Analizando los diversos pardmetros considerados, podemos concluir que
C. (C.)virgata y C. (X.) cespitum arigonis fueron los hospedadores intermedia-
rios mds adecuados, en nuestra experiencia, para M. capillaris y N. linearis,
respectivamente, en tanto que C. (M.) vestita ha sido el menos idéneo, pese a
que las L-I de ambos nematodos han penetrado en ella con la mayor facilidad.

Aunque MANGA y col." habian encontrado ejemplares de C. (M.) vestita
naturalmente infestados por N. linearis, es ésta la primera vez que se com-
prueba experimentalmente su receptividad a este helminto y a M. capillaris.
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CUADRO 2
Medidas absolutas y relativas efectuadas sobre 4 ejemplares de estadio larvario inter-
medio entre L-I y L-II de Muellerius capillaris (*)

Minimo Maximo Media

Longitud total 3%,3 4714
Longitud del es6fago 157,1 185,7 167,8
Distancia poro excretor-extremo anterior 1.4 714 714
Distancia ano-extremo posterior 31,4 51,4 40,0
Distancia primordio genital-ext. posterior 171,4 17,7
Longitud total/long. eséfago 2,3 2,9 2,6
Longitud total poro/extr. anterior 5:5 6,2 5,8
Longitud total anofextr. posterior 9,1 14,1 11,4
Longitud total primordio/extr. posterior . 2,6 2,8

(*) Todas las medidas, en éste y sucesivos cuadros, en jtm.

CUADRO 3
Medidas absolutas y relativas efectuadas sobre 23 larvas II de Muellerius capillaris

Minimo  Maximo Media GERICHTER (1951) ROSE (1957)*

Longitud total con la vaina 485,7 628,6 553,7 550-560 51,1
Longitud total de la larva 422.8 585,7 505,0 529.4
Longitud del eséfago 142,8 214,3 164,2 132,3
Distancia anillo nervioso-

extremo anterior 51,7 100,0 74,3 64,7
Distancia poro excretor-extremo

anterior ) 57,1  108,0 80,7 735
Distancia ano-extremo posterior 34,3 45,7 41,0 52,9
Distancia primordio genital-

extremo posterior 157;1 242,8 198,1 205,9
Longitud total/long. eséfago 2,8 3,8 34
Longitud total/poro-extremo

anterior 53 7,8 6,5
Longitud total/ano-extremo

posterior 9.4 12,6 11,9
Longitud total/primordio-extremo

posterior 2,1 2.8 2,6

* Las medidas de este autor las realizamos sobre el dibujo esquemitico hecho a escala.




CUADRO 4
Medidas absolutas y relativas efectuadas sobre 63 larvas III de Muellerius capillaris
Minimo Maéximo Media GERICHTER (1951) ROSE (1957)*
|
Longitud total con las vainas 614,3 800,0 678.,6 600-620 600,0
. Longitud total de la larva 557,1 7714 641,3 5%4,3
Longitud del eséfago 128,0 228,6 182,1 191,2
Distancia anillo nervioso-extremo
anterior 714 111,5 96,0 73,5
Distancia poro excretor-extremo
! anterior 80,0 142,8 109,0 1214
[ Distancia poro excretor-extremo
{ anterior vaina I 11,4 1514 130,6 132,3
i Distancia ano-extremo posterior 37,1 54,3 43,4 50,0 47,0
Distancia primordio genital-
extremo posterior 152,0 268,6 238,3 161,8
Longitud total/long. eséfago 3,1 5,1 3,7
Longitud total/anillo-extr.
anterior 6,0 9.8 7,0
Longitud total/poro-extremo
anterior 5,2 7,6 6,1
Longitud total/ano-extremo
posterior 12,6 17,0 14,9
Longitud total/primordio-extremo
posterior 2,5 4,5 2,9

|
:
! * Las medidas de este autor las realizamos sobre un dibujo esquemaitico a escala.

CUADRO 5
’ Medidas absolutas y relativas efectuadas sobre 20 larvas II de Neostrongylus linearis
Minimo Miximo Media ROJO (1973)
‘ Longitud total con la vaina 442.8 528,6 496,6 360-380
u Longitud total de la larva 357,1 485,7 397,7 320
| Longitud del eséfago 71,4 182,0 151,6 140
Distancia anillo nervioso-extremo
v anterior 62,8 77,1 68,6 80
Distancia poro excretor-extremo
i anterior 62,8 117,1 76,7 90-100
‘ Distancia ano-extremo posterior 17,1 22,8 20,2 20
t Distancia primordio genital-
| extremo posterior 120,0 200,0 164,0 100
| Longitud total/long. eséfago 2,6 3,4 3,0
Longitud total/anillo extremo
| anterior 5,2 6,7 6,2
‘ Longitud total/poro extremo
| anterior 35 6,6 5,6
Longitud total/ano-extremo

‘ posterior 17,8 23,0 20,6
Longitud total/primordio-extremo

posterior 3,2




CUADRO 6
Medidas absolutas y relativas efectuadas sobre 76 larvas 111 de Neostrongylus linearis

Minimo ~ Maximo ~ Media  R0JO (1973) EL-MOUKDAK
(1978)

Longitud total con las vainas 500,0 671,4 585,8 540-552 488-634
Longitud total de la larva 425,7 625,7 544,1 500
Longitud del eséfago 120,0 280,0 172,4 100 120-184
Distancia anillo nervioso-

extremo anterior 60,0 100,0 81,1 70
Distancia poro excretor-

extremo anterior 571 142,8 92,5 80
Distancia poro excretor-extr.

anterior vaina II 80,0 122,8 100,1 90-100
Distancia poro excretor-extr.

anterior vaina I 9.3 137,1 122,2
Distancia ano-extremo posterior 20,0 36,8 28,1 20-30
Distancia primordio genital-

extremo posterior 151,4 254,3 190
Longitud total/long. eséfago - 38 6,0 4,7
Longitud total/anillo-extr. '

anterior 6,1 7,8 6,9
Longitud total/poro-extr.

anterior
Longitud total/ano-extr.

posterior 22,0
Longitud total/primordio-

extr. posterior 2.7
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Los mismos autores hallaron también ejemplares de C. (X.) cespitum arigonis
parasitados por M. capillaris y N. linearis, asi como C. (C.) virgata con el
primero de ellos. La frecuencia con que se encuentra C. (X.) cespitum arigonis
en las areas de Leén visitadas por el ganado ovino'' ' permite considerar que
desempefia un papel importante en la epizootiologia de estas protostrongilino-
sis.

RESUMEN

Se han llevado a cabo infestaciones experimentales monoespecificas con
larvas [ de Muellerius capillaris y Neostrongylus linearis, empleando 203
ejemplares de Cernuella (Xeromagna) cespitum arigonis, 163 de Cernuella
(Cernuella) virgata y 69 de Cernuella (Microxeromagna) vestita. En cada
sistema parasito/hospedador se determiné el porcentaje de larvas que penetra-
ron, que evolucionaron y que llegaron al estadio infestante (L-III), asi como los
dias post-infestacién en que aparecian las primeras L-II y L-IIT y el periodo en
el que ya eran L-III todas las evolucionadas. Para cada fase de desarrollo se
estudian las medidas de las estructuras que permiten su diagnéstico. Se han
calculado las rectas de regresion correspondientes a la fase de penetracion, y a
la relacién entre el nimero de L-I y L-III en los diversos sistemas parésito-
hospedador considerados.

C. (X.) cespitum arigonis, ampliamente distribuida en la regién leonesa y
muy receptiva a ambos nematodos estudiados, se considera que puede influir
considerablemente en la epizootiologia de estas protostrongilinosis. C. (M.)
vestita se ha estudiado experimentalmente por primera vez, considerindose la
menos adecuada para la evolucién de estos nematodos.

EXPERIMENTAL INFECTION OF THREE Cernuella SPP. (MOLLUSCA,
STYLOMMATOPHORA) WITH LARVAE OF Muellerius capillaris AND
Neostrongylus linearis (NEMATODA, PROTOSTRONGYLINAE)

SUMMARY

Monospecific experimental infestations were carried out with larvae I of
Muellerius capillaris and Neostrongylus linearis, using 203 spe imens of Cer-
nuella (Xeromagna) cespitum arigonis, 163 of Cernuella (Cern‘((ella) virgata
and 69 of Cernuella (Microxeromagna) vestita. In each host parasite relation-
ship the percentages of larvae which penetrated, developed and reached the
infesting stage (L-III) were established. The length of time after infestation
that it took the first L-II and L-III to appear, and the period when all the
larvae that developed reached the L-III stage were also calculated. The struc-
tures used in diagnosis during each stage of development are also analized.
The regression lines belonging to the penetration stage were calculated, as
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well as the relationship between the number of L-I and L-III in the different
host parasite systems observed.

It is believed that C. (X.) cespitum arigonis, widely distributed in the Ledn
region and very receptive to both the nematodes studied, can considerably
influence the epizootiology of these protostrongyline infestations in sheep. C.
(M.) vestita is studied for the first time under experimental conditions, al-
though it was considered to be the least favorable for the development of these
nematodes.
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