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RESUMEN

Fasciola hepatica tiene un ciclo biolégico complejo, que incluye un caracol
limneido como intermediario, donde acontece su multiplicacién larval partenogenética,
y un hospedador definitivo en el que acontece su reproduccion sexual. El objetivo fue
realizar un estudio experimental del ciclo de F. hepatica, en un limneido y Rattus
norvegicus, con un método alternativo para la mantencion de limneidos de infeccion
inducida, estimando el potencial bidtico (r), la potencia invasiva (PI), extension de la
invasion (EI) de F. hepatica, y determinar la eficacia de Chaetogaster limnaei como su
controlador natural en condiciones controladas de laboratorio. Los caracoles para este
estudio fueron colectados los meses de diciembre del 2010 a abril del 2011,
identificados por morfometria de sus conchas, y mantenidos en el laboratorio. Los
huevos de F. hepatica se obtuvieron del contenido de la vesicula y conductos biliares de
3 ovinos con fasciolosis, se tamizaron y lavaron en agua hervida enfriada, para
incubarlos a temperatura constante de 26°C hasta la eclosion de miracidios, con los que
se procedid a la infeccion experimental de 215 caracoles, luego cada tres dias se
diseccionaron 5 caracoles realizando el seguimiento de la cuantia de estadios de F.
hepatica. Ademas se obtuvieron metacercarias de caracoles infectados en la naturaleza,
que fueron inoculados en nimero de 20, mediante un vehiculo de administracion oral de
infeccién, a 6 ejemplares de R. norvegicus mantenidos en bioterio de condiciones
ambientales controladas. Realizdndoles su parasitoscopia mediante la técnica de
concentracion simple por sedimentacién desde los 86 hasta los 100 dias de infeccion,
sacrificdndolas seguidamente para su necropsia. Ademas se realiz6 la inoculacion de 10
miracidios en dos grupos de caracoles limneidos: 30 conteniendo al ectosimbionte C.
limnaei y 30 que no lo contenian. Resultados: La colecta de caracoles mostré una
abundancia de captura por unidad de esfuerzo entre 60 y 150. Los limneidos fueron
mantenidos in vitro con una eficacia del 75,81%. El modelo de crecimiento exponencial
es el que mejor se ajusta a la dinamica de F. hepatica, con un potencial bidtico de
6,69%, una media de 203 cercarias por miracidio y 270 cercarias por caracol. En R.
norvegicus; la produccion de huevos/adulto de F. hepatica fue de 9135,70 +2196,8; la
potencia invasiva de 6,67 a 8,33% y la extension de la invasién de 66,67%. C. limnaei
tiene una eficacia de control natural de fasciolosis del 84% en caracoles limneidos,
siendo considerado C. limnaei como depredador de miracidios de F. hepatica, teniendo

los resultados un potencial valor como medida de control contra la fasciolosis.



INTRODUCCION

La fasciolosis es una zoonosis parasitaria causada por el digeneo estenoxénico
Fasciola hepatica Linnaeus, 1758 (Wilford, 1978), trematodo que infecta el parénquima
y conductos biliares del ganado ovino, bovino, caprino, porcino, equino, otros animales
herbivoros y accidentalmente al hombre (Becerrii & Romero, 2004), mediante el
consumo de berros frescos, alfalfa, lechugas y agua de bebida (Carrada, 2007),
causando un proceso cronico que produce trastornos digestivos y de la nutricion.
(Quiroz, 2003; Euzéby, 2001).

Se estima que la poblacion humana afectada por la fasciolosis segin la OMS se
sitia entre los 2,4 (Becerra, 2000; Rim et al, 1994) y 17 millones de personas
(Hopkins, 1992) y un total de 180 millones en riesgo de contraer la enfermedad (Who,
1995). Ademas, si tenemos en cuenta la falta de conocimiento sobre la enfermedad en
humanos en muchos paises, el nimero de personas afectadas podria ser mucho mayor
(Mas-coma ef al., 1999). La fasciolosis es considerada como una importante parasitosis
veterinaria, en la actualidad, su presencia sigue provocando altas pérdidas economicas
en la industria ganadera a causa de su patogenicidad. Las pérdidas directas por muertes
o decomisos son cuantiosas para la industria carnica, aunque la mayor frecuencia de la
forma subclinica hace que las pérdidas indirectas sean superiores (Ordofiez, 2009). No
obstante, son mas dificiles de cuantificar y se refieren a la reduccién de los indices de
crecimiento y conversion, a la disminuciéon de la produccion lictea y carnica, a los
efectos adversos en la cantidad y calidad de la lana, a interferencias en la fertilidad y
fecundidad, a la mayor receptividad frente a otras infecciones, ast como costosos gastos

terapéuticos (Rojo & Ferré, 1999).

Las metacercarias ingeridas, desenquistan en la luz del intestino que migrar
hacia el higado, alimentandose de hepatocitos y causando necrosis hemorragicas
(Carrada, 2007). Dentro de los conductos biliares, desarrolla el estado adulto que suele
autofecundarse o hacer fecundacion cruzada (Carrada, 2007), generando huevos sin
embrionar que pasan al intestino y salen con la materia fecal, debiendo llegar al agua
fresca, de curso lento e incubarse para eclosionar a miracidios (Euzéby, 2001) que
buscan un caracol hospedador, multiplicindose por partenogénesis dentro de sus
tejidos, dando origen a esporocistos y de estos, a redias de primera y segunda

generacion. Cada redia produce muchas cercarias, que se enquistan sobre las plantas
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acuaticas, convirtiéndose en metacercarias, moderadamente resistentes a los cambios
ambientales. La ecologia de F. hepatica estd estrechamente relacionada con sus

intermediarios gasteropodos de la familia Lymnaeidae.

Los estudios acerca de la biologia de F. hepatica, de su caracol hospedador y
sus multiples interrelaciones con otros organismos., son necesarios para descubrir
nuevas medidas de prevenciéon y mas eficaces (Wilford, 1977). En la actualidad los
estudios sobre el cultivo de moluscos intermediarios de F. hepatica en la Region
Neotropical son escasos (Mas-coma et al., 1999), la presente investigacion esta dirigida
a realizar un disefio experimental del ciclo biologico de F. hepatica in vitro en caracoles
y ratas para deducir su potencial bidtico; potencia invasiva y extension de la invasion en
su hospedero vertebrado; y la eficacia de uno de sus controladores naturales. Para ello
se propone un método de cultivo y mantenimiento de caracoles hospedadores limneidos
inducidos experimentalmente a infeccidn con miracidios de F. hepatica, mantenidos en
suficiente numero y bajo condiciones controladas en laboratorio; valorando el desarrollo
y multiplicacién de los estadios larvales de F. hepatica, y de esta forma poder contar
con la base experimental para desarrollar parte de su ciclo biologico; y el céalculo de la
eficiencia de su controlador natural Chaetogaster limnaei Von Baer 1827, durante su
mantenimiento en acuarios en el laboratorio. Ademas se obtuvieron in vitro
metacercarias de caracoles ya infectados naturalmente que fueron inoculadas en ratas de
la especie Rattus norvegicus Berkenhout, 1769, raza Holtzmann — albus, criadas en el
bioterio de la Facultad de Medicina Humana de la UNSAAC como modelo de
hospedador vertebrado para inducir el ciclo parasitario de F. hepatica, estimando
consiguientemente su potencial bidtico mediante el andlisis de deposiciones por el
método de concentracion rapida por sedimentacion, la potencia invasiva y extension de
la invasion de F. hepatica en estas ratas de presente disefio experimental para evaluar la
factibilidad de su utilizacion en futuros estudios. Realizandose el trabajo de campo en la
comunidad de Katafiiray (distrito de Ancahuasi, Provincia de Anta) y en el Distrito de
San Jer6nimo, ambos en el departamento del Cusco, de donde fueron obtenidos los

caracoles.



JUSTIFICACION

A pesar de la alta disponibilidad de un amplio nimero de antiparasitarios, la
infeccion en humanos y animales de abasto no disminuye en nuestro medio, debido
probablemente a que el control de esta zoonosis, no son muy considerados los factores
bioldgicos, climaticos y topograficos (Carrada, 2007; Quiroz, 2003), para combatir a un
ser viviente hay que conocerlo bien (Boch & Suppered, 1978). Estos antecedentes
demuestran la necesidad de estudiar este trematodo para planificar y llevar a cabo

medidas de control de esta zoonosis, sobre todo en nuestra region.

Las investigaciones sobre F. hepatica requieren de la cria de los hospederos
intermediarios en el laboratorio con vistas a mantener el ciclo, asi como para el
desarrollo de numerosos métodos de diagnéstico y control de esta parasitosis (Cordero
del Campillo et al, 1999; Sanchez ef al, 1995). Los estudios acerca de su biologia y de
- sus multiples interrelaciones con otros organismos como C. /imnaei permiten desarrollar
métodos de prevencion y de lucha mas propicios (Boch & Suppered, 1978), y también

para obtener F. hepatica experimentalmente.

Por otra parte, los adultos de F. hepatica en hospedadores humanos y ratas
inducen una considerable reaccion tisular con calcificacion de los conductos biliares
(Boray et al., 1984). En este contexto, R. norvegicus es un modelo adecuado en
fasciolosis humana por su nivel de resistencia, similar al de los humanos (Boray ef al.,
1984). Ademas, tanto en la fasciolosis humana como en ratas, el parasito con frecuencia
suele localizarse en el canal biliar comin, que se dilata (Valero ef al., 1998), en la
fasciolosis humana, el canal biliar comin mide entre 7-30 mm, y en la fasciolosis en
ratas, dicho canal biliar oscila entre los 4-17 mm (Ordofiez, 2009). Esta coincidencia en
el tamafio del microhabitat permite considerar que el modelo rata es adecuado para
estudiar el desarrollo del trematodo adulto (Ordofiez, 2009) y extrapolar los resultados a
infecciones humanas, por ello en la presente investigacion se estima la Potencia
Invasiva y Extension de la Invasion de F. hepatica y su mecanismo para generar una
cantidad de huevos al medio externo inmediato, considerando a la rata como mejor
hospedador experimental por su baja mortalidad; facil y econémico manejo; lo cual

induce en el presente estudio a utilizarla.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el pais no se han reportado estudios sobre aspectos biologicos y ecologicos
del desarrollo de los estadios larvales de F. hepatica en limneidos intermediarios y su
continuacion en R. norvegicus para el trematodo adulto (biomodelo de hospedador
vertebrado) en CONDICIONES EXPERIMENTALES, por lo que esta investigacion
constituye un primer estudio del ciclo bioldgico de F. hepatica in vitro para estimar su
potencial bidtico; potencia invasiva y extensiéon de la invasién; y toma en cuenta la
utilizacion de C. limnaei controlador natural (existente en aguas de nuestra zona) de F.
hepatica, con gran certeza debido a su facilidad de uso, siendo necesario conocer su
eficacia de control, para aplicarlo en zonas infestadas de limneidos susceptibles a
fasciolosis. Considerando este estudio experimental factible en su utilizacién en futuras

investigaciones.

Esta investigacion constituye una primera fuente para posteriores trabajos
aplicativos, haciendo posible la disponibilidad de los 7 estados del ciclo de F. hepatica
(huevo, miracidio, esporocisto, redia, cercaria, metacercaria y adulto) obtenidos

experimentalmente en laboratorio.
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HIPOTESIS

El seguimiento de la cuantia de estadios de Fasciola hepatica observados en
caracoles limneidos mantenidos en laboratorio y Ratfus norvegicus, de infeccion
inducida, utilizados como modelo de fasciolosis en el presente estudio experimental,
permiten estimar el potencial bidtico de Fasciola hepatica, su potencia invasiva y
extension de invasién en las ratas y la eficacia de Chaetogaster limnaei como su

controlador natural al enfrentarlo a este.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Realizar un estudio experimental del ciclo de F. hepatica, proveyéndole como
hospedero intermediario a un limneido y como hospedero definitivo a R. norvegicus. Y

evaluar la eficacia de C. limnaei como su controlador natural en laboratorio.

Objetivos especificos:

1. Obtener caracoles limneidos de su medio natural, para su mantenimiento e
infeccion con miracidios de F. hepatica en laboratorio.

2. Estimar el potencial bidtico de F. hepatica observando el desarrollo y
propagacion de sus estadios larvales dentro de su hospedador intermediario
limneido y cuantificando la cantidad de huevos emitidos por parasito en su
hospedador definitivo R. norvegicus, en condiciones controladas de laboratorio.

3. Determinar la potencia invasiva (PI) y extension de la invasiéon (EI) de F.
hepatica inoculando metacercarias obtenidas in vitro procedentes de caracoles
infectados en la naturaleza en R. norvegicus.

4. Determinar la eficacia de C. limnaei, controlador natural de trematodos,
inoculando miracidios en caracoles portadores y no portadores de este anélido y
cuantificando el nimero de miracidios de F. hepatica que devoran por unidad de

tiempo.
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CAPITULO I. MARCO TEORICO
1.1 Antecedentes Internacionales
Mas-Coma, S., Funatsu, R. & Bargues, M. (2001) Inglaterra

Mencionan que la ocurrencia de F. hepatica y caracoles limneidos a gran
altitud en América del Sur, en el Norte de Bolivia Altiplano (3800-4100 m),
presenta la mas alta prevalencia e intensidad de fasciolosis humana conocida
(31,2 - 38,2%). Realizaron infecciones experimentales de L. truncatula con
miracidios de F. hepdtica aislados de ganado altiplanico, estudiando los
siguientes aspectos: desarrollo del miracidio dentro del huevo, infectividad de
los miracidios, periodo pre-patente, periodo de liberacion, la cronobiologia de la
emergencia de cercarias y el nimero de cercarias liberadas por caracol. Con los
siguientes resultados en muestras de procedencia ovina a 20°C: El desarrollo de
miracidios dentro del huevo es de 58 dias, de 32 caracoles inoculados se
infectaron el 69,2%, los cuales presentaron un periodo pre-patente de 48 a 58
dias (con una media de 49,6), liberacion de cercarias de 47 a 88 dias, con 384 a
562 (con una media de 451,8) cercarias liberadas por caracol. Al comparar con
los registros europeos las caracteristicas de desarrollo de F. hepatica y L.
truncatula, observaron un periodo mas largo para la liberacién; una mayor
produccién de metacercarias, y una mayor capacidad de supervivencia de los
caracoles limneidos infectados del Altiplano. Concluyen que al parecer estas
diferencias favorecen la transmision y pueden ser interpretadas como estrategias

asociadas a la adaptacion a condiciones de altura.

Sanchez, R., Pereira G. & Sanchez, J. (1995) Cuba.

Evaluaron un método para el cultivo masivo de Fossaria cubensis (=
Lymnaea cubensis) hospedero intermediario principal de fasciolosis en Cuba.
Para ello disefiaron un algario a base de un cultivo de algas cianofitas en placas
de petri de 12 cm de diametro con sustrato fangoso y altos niveles de nitrato
(0,13 g/L) y de calcio (0,92 g/L). Luego de 15 dias de incubaciéon en luz
continua, estas placas fueron utilizadas como acuarios para la cria de los

moluscos. Obteniendo como resultado una efectividad del 95% y la disminucién
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del tiempo generacional de los caracoles garantizando el crecimiento y
reproduccion de F. cubensis que permiten su produccion masiva para

investigaciones sobre fasciolosis.

Abrous, M., Rondelaud D. & Dreyffus, G. (2001) Estados
Unidos.

En condiciones de laboratorio llevaron a cabo la infeccion de L.
truncatula con F. hepatica para determinar si el stress en el caracol justo antes
de la exposicion a los miracidios influye en la prevalencia de la infeccion,
generacion de redias, y liberacion de cercarias de F. hepatica. Utilizaron tres
métodos de estrés: exposicion de los caracoles a agua filtrada a través de
membranas de miliporos, efecto de sumergirlos en agua de entre 6 — 8 °C por 15
minutos y la inmersion de los caracoles en solucion de detergente de bajas
concentraciones. Obteniendo como resultado que los caracoles sometidos a
stress estaban notablemente mas infectados con F. hepatica (93-96% vs 48-50%
en controles). El nimero de redias no mostro variacion entre los grupos

problema y control. Ni diferencias en la produccion de cercarias.

Koie, M., Christensen, N. & Nansen, P. (1976) Alemania.

Mencionan que los huevos de F. hepatica tienen una superficie lisa con
un circulo fracturado en uno de sus extremos denominado el opérculo que se
apertura para dar paso al miracidio. El epitelio del miracidios esta cubierto por
largos cilios. Cuando el miracidio vibra a un ritmo ultrasénico los cilios de las
células epiteliales de las 4 filas posteriores se rompen dejando soélo las hileras
longitudinales de pedazos de cilios, sin embargo los cilios de las hileras
anteriores son todavia retenidas. La papila apical es un surco naciente desde las
partes dorso ventral, los cilios presentan pequefios 6rganos sensoriales. La
penetracion dentro del caracol (Lymmnaea truncatula) y su transformacion a
esporocisto estd separada en tres fases: (1) Menos de un minuto después del
ataque al caracol, el miracidio pierde sus cilios. (2) Los cilios residuales son
arrancados violentamente y después de 5 minutos son desechados y el miracidio
en 15 minutos trata de situarse lo mas interior del caracol que puede, durante

este periodo el miracidio gasta mucha energia en contracciones y relajaciones de
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su cuerpo. (3) La final penetracion del miracidio al epitelio el caracol dura 15
minutos. La superficie del miracidio es suave con una continuacion
citoplasmatica y la papila apical. Siendo el tegumento del esporocisto un sincio.
Después de pocos dias el tegumento del esporocisto presenta micro-vellos y la

papila apical y las estructuras sensoriales desaparecen.

Bouix-Busson, D., Rondelaud, & Prevost, J. (1983) Francia.

Reportaron estudios de la infeccion de Lymnaea glabra por F. hepatica
en relacion con: 1) El nimero de miracidios por caracol, 2) el tamafio del caracol
(0,5 mm, 1 mm o 2 mm) en la exposicién de miracidios. La evolucién de la
infeccion en caracoles fue observado sélo en grupos de 0,5 y 1 mm de longitud
en dias post-exposicion. En grupos de 0,5 mm de longitud, el porcentaje de
caracoles infectados mostré un méaximo en infecciones de cinco miracidios por
caracol. En el grupo de 1 mm de longitud, no hubo caracoles infectados hasta 5
miracidios por caracol, el porcentaje de caracoles infectados incrementa en
relacion con el nimero de miracidios usados por caracol. L. glabra es un

hospedador intermediario accidental de F. hepatica.

Rondelaud, D. & Barthe D. (1987). Alemania

Llevaron a cabo estudios experimentales con redias de F. hepatica
contenidas en dos poblaciones de caracoles Lymmnaea truncatula, que
individualmente fueron expuestos a un miracidio Unico y fijo, los caracoles se
cultivaron a 20 ° C. Realizando observaciones histologicas después de la muerte
de los caracoles entre los dias 74 y 81 posterior a la infeccion. El nimero de
redias y demas estadios larvales por caracol incrementa con la longitud de la
concha. Un niimero constante de redias libres se observd en los caracoles que
miden 11 mm a mas de tamafio. No hubo limite en el incremento del nimero de
los diferentes estadios larvarios, aunque fueron menores para los primeros
estadios larvales. El nimero de larvas por redia aumenta con el tamafio del
caracol, que es siempre superior en la primera generacion que en las
generaciones siguientes. El 65% a 80% de estas redias maduras que producen las
cercarias pertenecian a la primera generacion y el primer grupo de la segunda

generacion.
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Belfaiza, M., et al. (2004). Inglaterra.

Llevaron a cabo la infeccion de caracoles Galba truncatula con dos
miracidios con el proposito de determinar la influencia de la calidad de comida
en la frecuencia de infeccion de 1 o 2 esporocistos y de analizar el impacto en el
desarrollo normal, o anormal de la generacion de redias, y verificar su
consecuencia en la produccion de cercarias. Esta investigacion fue llevada a
cabo en caracoles criados a 20°C proveyéndoles de lechuga y comida comercial
de peces (Tetraphyll) como alimento hasta su muerte. La infeccién con dos
esporocisto con normal generacion de redias fue del 43.9% del total de caracoles
(N=296). Infecciones de un esporocisto se desarrollaron en los otros caracoles,
con desarrollo normal de generacién de Redias en 53.7% y anormal desarrollo
(la primera redia madre degenerada tempranamente) en 2.4%. El nimero de
cercarias liberadas en infecciones de 1 y 2 esporocistos no tuvieron diferencia
significativa. Cuando los caracoles longevos murieron, tuvieron una produccién
de cercarias de 19.8 - 20.7% por redia libre (esencialmente por Redias R2b/R3a
and R3b/R4a). El incremento en la frecuencia de la infeccion de dos esporocistos
demostrd que la calidad de la comida tiene un efecto significativo en la cantidad

de redias de F. hepatica desarrolladas dentro de G. fruncatula.

Lee, C,, Cho, H. & Lee, C. (1995). Suiza.

Utilizaron tres grupos de caracoles Lymnaea viridis cada uno infectado
con 3 - 5 miracidios de F. hepatica, para observar la producciéon de
metacercarias. En los tres grupos la liberacidon de cercarias se inicio al dia 27
post-infeccion. La duracion y tipo de liberacion de cercarias varia de caracol en
caracol a cada grupo. Caracoles infectados con tres o cinco miracidios
produjeron mas metacercarias que los infectados con un solo miracidio. La
produccidn total de metacercarias fue influenciada por la temperatura (20° C) en

la cual los caracoles fueron mantenidos durante la infeccion.

Prepelitchi, L. et al. (2003). Argentina.

Reportaron la primera evidencia de infeccion natural Lymnaea columella

con Fasciola hepatica al norte de la Provincia de Corrientes, Argentina. En una
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poblaciéon de 601 caracoles que fue colecta en mayo del 2003 del norte de la
provincia de Corrientes Argentina, de 500 caracoles examinados, 44 (8,8%)
presentaban la infeccion con F. hepatica. Parésito que fue identificado en base a
las caracteristicas morfologicas de sus cercarias y de huevos y adultos
desarrollados en ratas Wistar, que tuvieron un periodo pre-patente post infeccion
de 44 — 49 dias. Concluyen que la transmision zoonoética de la fasciolosis ha sido

recientemente establecida en L. columella en la region de Corrientes Argentina.
Prepelitchi, L. (2009). Argentina.

Menciona que la fasciolosis, es una parasitosis de gran importancia para
el ganado doméstico porque ocasiona importantes pérdidas economicas a nivel
mundial. En Argentina es endémica y la cuarta enfermedad mas importante para
el ganado vacuno. Con el objetivo de describir la dinamica de transmision de F.
hepatica en una region de Argentina con clima subtropical, realiz6 muestreos
estacionales entre la primavera de 2002 y de 2005 en un establecimiento en el
norte de la Provincia de Corrientes. Identificoé al caracol hospedador
intermediario, caracterizé su habitat y estudid su abundancia, estructura y
dinamica poblacional. Detectdé un foco de transmision de F. hepatica bien
establecido con altas prevalencias, L. columella fue el unico hospedador
intermediario hallado. Colectd en total 7.851 L. columella en Bafiados y
Malezales, dos ambientes tipicos del Macrosistema del Ibera. Concluye que la
dinamica de transmision de F. hepatica en la zona de estudio estuvo influenciada

principalmente por la disponibilidad de agua.

Olazabal, E., et al. (1999). Cuba.

Realizaron dos experimentos, el experimento I con el método de la
necropsia de caracoles para obtener metacercarias y el experimento II que fue
desarrollado para determinar la potencia invasiva de las metacercarias obtenidas
en un biotopo artificial, usando ratas Wistar, inoculados con 20 metacercarias,
obteniendo por diseccion un total de 1 442 metacercarias con una media de
12,87 por hospedero. La potencia invasiva (PI) y la extension de la invasion (EI)

en las ratas fue de PI=23%; EI= 80%. Se concluye que la potencia invasiva y
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extension de la invasion obtenida valida su uso con modelos de F. hepatica en

ratas con dosis apropiada de 20 metacercarias.

Ordoiiez, D., (2009) Espaiia.

Indica que la patogénesis de la fasciolosis depende de la carga parasitaria
y del tamafio de los trematodos adultos. En este estudio se utiliz6 el modelo
experimental de fasciolosis en rata Wistar por ser un modelo animal util que
mimetiza la fasciolosis cronica avanzada en humanos. infectando ratas con 20
metacercarias/rata via oral, llevando a cabo el estudio de la influencia de la
intensidad individual de infecciéon por rata (entendiendo la intensidad de
infeccion como el numero de trematodos por hospedador en el canal biliar
principal) sobre: a) el desarrollo del adulto; b) el tiempo comprendido entre la
ingestion de metacercarias y la presencia de huevos en heces (el periodo
prepatente, pp) v ¢) el nimero de huevos por gramo de heces y por adulto
(hgh/adulto). Los resultados obtenidos muestran que el “crowding effect” se
manifiesta cuando las medidas corporales del trematodo adulto se aproximan a
los valores méximos alcanzados en la fase de cronicidad avanzada. En las
Gltimas fases de desarrollo, las tasas de crecimiento de las medidas corporales
son mas altas cuando menor es la carga parasitaria. El pp y los hgh/adulto se
muestran dependientes del nivel de infeccidn, disminuyendo cuando la carga
parasitaria aumenta. Esto significa que el nimero de huevos por gramo de heces
tiende a desestimar la carga parasitaria. En todas las medidas biométricas
analizadas, los valores del tiempo en el punto de inflexion en el modelo logistico
son similares a los datos empiricos sobre el pp, es decir, el momento donde
empieza la emision de huevos. La consideracion de estos factores es de interés
tanto en estudios epidemiolégicos, como en estudios experimentales in vivo
sobre la accién de farmacos antihelminticos y vacunas, patologia, inmunologia y

resistencia.

Ibrahim, M. (2007). Alemania.

Ejecuta un estudio de la dindmica de poblacion de C. limnaei en
caracoles de agua dulce y sus efectos como potencial regulador de larvas de
trematodos, asi como la prevalencia y la intensidad de C. limnaei en relacion a la
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especie y tamafio de su hospedador. De trece especies de caracoles examinados
cinco especies presentaba C. limnaei. Encontrando correlaciones positivas entre
el tamafio de acogida y la prevalencia combinada y la intensidad media en todos
los caracoles. Concluyendo que C. limnaei, es simbidticamente asociado con
caracoles vectores de enfermedades parasitarias, pudiendo tener implicaciones
importantes en relacion con el control bioldgico v / o cambios en la

epidemiologia de estos parasitos.

Rodgers, J., et al. (2005). Estados Unidos

Realizan un estudio de las interacciones inter-especificas entre un
comensal (C. limnaei limnaei), un parasito (Schistosoma mansoni), y un caracol
acuatico (Biomphalaria glabrata). Observando que la prevalencia de la
infeccién de Schistosoma fue significativamente mayor en los caracoles que
carecian de los C. limnaei limnaei en relacion con aquellos que fueron
colonizados por estos comensales, indicando que C. limnaei limnaei puede
proteger al caracol hospedero de infecciones por trematodos. Este hallazgo
parece evidenciar un resultado directo de los comensales frente a la estimulacion
indirecta del sistema inmunoldgico. El crecimiento del caracol y su reproduccion
se vieron afectados por la presencia de C. limnaei limnaei y S. mansoni. La
prueba de ANOVA reveld un efecto significativo tanto de la presencia de C.
limnaei limnaei y el parasito en el crecimiento de B. glabrata en un estudio de 5
semanas con caracoles colonizados con C. limnaei limnaei infectados con §
mansoni demostrando un mayor crecimiento. Los caracoles expuestos, pero no
infectadas, por S§. mansoni demostrando un menor crecimiento,
independientemente de los colonizacion comensales. La colonizacion de C.
limnaei limnaei no tuvo efecto sobre la produccion de huevos de su hospedador,
pero estos caracoles infectados con S. mansoni produce huevos
significativamente mas que los individuos de otros grupos de tratamiento. La
supervivencia se mantuvo por encima del 85% en todos los grupos de

tratamiento. Las consecuencias ecologicas de los estos resultados se discuten.
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Rajasekariah, G. (1978). Suiza.

Estudia la ingestion de cercarias de F. hepatica por C. limnaei en
Lymnaea tomentosa. Indica que Lymnaea tomentosa, un huésped intermediario
de F. hepdtica en condiciones naturales es muy infestado con el anélido
ectocommensal, C. limnaei. Observando en el laboratorio que estos anélidos
destruyen las fases larvarias de F. hepatica. La asociacion comensal de C
limnaei y el caracol hospedero intermedio tiene potencial valor como medida de

control contra la fasciolosis enfermedad de importancia economica.

1.2 Antecedentes Nacionales y Locales

Iturbe, P. & Muiiiz F. (2010). Cusco, Peru.

Estudiaron la eclosién de miracidios expuestos a luz y oscuridad a partir
de huevos de F. hepatica provenientes de vesiculas biliares de vacunos y ovinos
hospederos para establecer si existen diferencias significativas en el tiempo de
evolucion de los mismos. El desarrollo mas prolongado correspondi6é a los
huevos incubados en oscuridad, siendo de 404 h y 439 h en los huevos de
procedencia ovina y vacuna, respectivamente, con un valor medio de 422 h. El
periodo de desarrollo mas corto fue para los huevos incubados en presencia de
luz. En los de procedencia ovina y vacuna fue de 278 h y 279 h,
respectivamente, con un promedio de 278.5 h, al aplicar la prueba de T de
Student constataron que la luz si influye en el tiempo de eclosion de huevos de

F. hepatica, asi como la procedencia de hospedero.

Londoiie, P., et al (2009) Cusco, Peril.

El objetivo de su estudio fue determinar la presencia de formas larvarias
de F. hepatica y las especies de caracoles hospederos intermediarios de F.
hepatica en altitudes superiores a 4000 msnm. Trabajaron en tres altitudes (4000
a 4200, 4200 a 4300, y 4300 a 4500 msnm) colectandose 150 caracoles por cada
altitud en la época de lluvias (enero-marzo) del 2004. El éarea pertenece a la
Estacion Experimental de la Raya, Universidad Nacional de San Antonio Abad
del Cusco. Se utilizaron 50 caracoles para la medicion de la concha, 50 para

observar el aparato reproductor y la radula a fin de identificar las especies, y 50
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para verificar la presencia de formas larvarias de F. hepatica. Se encontrd
caracoles de a especie L. viatrix entre 4000 a 4200 msnm y de la especie
Pseudosuccinea columella entre 4200 a 4500 msnm. El porcentaje de infestacion
de los caracoles con las formas larvarias de F. hepatica fue de 48, 46 y 36% a
4000-4200, 4200-4300, y 4300-4500 msnm, respectivamente, demostrando que
el parasito puede sobrevivir sobre los 4000 msnm. La relacion entre el nivel de

infestacion y altitud fue inversamente proporcional.

Larrea, H., et al. (2007) Lima, Peri.

Demostraron la infecciébn natural y experimental de los caracoles
limneidos peruanos con estadios larvales de F. hepatica. Las investigaciones se
realizaron entre los afios 1997 y 2006, examinandose especimenes procedentes
de diez localidades del pais, reconocidas como zonas de fasciolosis. Las especies
Lymnaea columella Say 1817, Lymnaea viatrix Orbigny 1835, Lymnaea
diaphana King 1830 y Lymnaea cousini Jousseaume 1887 fueron identificadas
sobre la base de las caracteristicas morfologicas de la concha, sistema
reproductor y radula. En cada localidad, del total de especimenes colectados, la
mitad fue colocada en placas petri con la finalidad de observar la emergencia
espontanea de las cercarias; los restantes fueron diseccionados a fin de observar
la presencia de estadios inmaduros. Para la inoculacion de miracidios se
utilizaron individuos de L. viatrix y L. columella procedentes de Lima, L.
diaphana de Arequipa y L. cousini de Huanuco. Los caracoles fueron criados
bajo condiciones controladas de laboratorio. Los huevos de F. hepatica fueron
obtenidos de adultos provenientes de higados parasitados de ovinos, luego
fueron lavados con agua destilada e incubados en placas petri a 25° C. Para la
infeccion experimental, de manera individual, se colocaron caracoles en placas
petri con agua destilada usando 10 miracidios por cada uno. Los indices de
infeccion natural y experimental fueron del 12% y 28% en Lymnaea columella y
del 27% y 70% en Lymnaea viatrix, respectivamente. Lymnaea diaphana y
Lymnaea cousini no presentaron infeccion natural y demostraron no ser

susceptibles a la infeccion experimental.
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1.3 Fasciola hepatica

1.3.1 Historia del descubrimiento del ciclo de F. hepatica

Fue el primer trematodo descrito en la historia de la parasitologia, es un
helminto, trematodo, digeneo conocido como la duela hepatica en el mundo (Cordero
del Campillo ef al, 1999) causante de la fasciolosis que es una enfermedad de
importancia econémica de animales de abasto, en particular de vacunos y ovinos, y
ocasionalmente el hombre. Cominmente denominada en el Peri como K’allutaca o
Alicuya, F. hepatica se caracteriza por tener un ciclo de vida complejo en el cual se
incluye a un caracol hospedero intermediario dentro del cual ocurre la multiplicacion de

larvas. (Dalton, 1999).

Se resume en la siguiente tabla:

Tabla 1. Acontecimientos en el descubrimiento del ciclo de F. hepatica

Autor/Afio Acontecimiento

De Brie, 1379 Primero en observar a F. hepatica

Redi, 1688 * | Desaprueba la teoria de la generacion espontanea

Swammerdam, 1737 Primero en observar cercarias diseccionando un caracol

Miiller, 1773 Observa cercarias nadando en el agua

Zeder, 1803 Describe la eclosion de miracidios de huevos de F.
hepatica

Nitzsch, 1807 Observa el enquistamiento de cercarias

Bojanus, 1818 Describe a redias y el desarrollo de cercarias

Steenstrup, 1842 Publica la teoria de la alternancia de generaciones

La Valette St George, | Observa la infeccion de caracoles por miracidios

1855

Wagener, 1857 Observa la penetracion de caracoles por miracidios y el

subsecuente desarrollo de la redia

Weinland, 1875 Sugiere que el desarrollo de los estados larvales de F.

hepatica ocurren en L. truncatula




Leuckart, Thomas, | Confirman que L. truncatula es hospedadorvintermediario

1812 de F. hepatica y trabajan aisladamente el ciclo de F.
hepatica
Lutz, 1892 Confirma que los animales herbivoros adquieren adultos

por la ingestion de metacercarias de F. hepatica

Sinitsin, 1914 Confirma la ruta de migracion de F. hepatica en direccioén

al higado

Dalton, 1999
1.3.2 Posicion Taxondmica de Fasciola hepatica

Reino: Animal
Phylum: Plathyhelminthes
Clase: Trematoda
Sub clase: Digenea
Orden: Schinostomida
Familia: Fasciolidae
Género: Fasciola

Especie: Fasciola hepatica (Linneo, 1758).

Quiroz, 2003

1.3.3 Caracterizacion morfoldgica

La fase adulta de F. hepatica viene caracterizada fundamentalmente por
presentar un cuerpo foliaceo, aplanado dorso-ventralmente, con una longitud que se
encuentra comprendida entre 20 y 30 mm y una anchura variable entre 6 y 13 mm (Mas-
coma, 2001). En el extremo anterior presenta una proyeccion conica bien definida
denominada cono cefélico de unos 3 6 4 mm de longitud, el cual se ensancha en su parte
inferior para formar una especie de hombros a partir de los cuales el cuerpo se estrecha

progresivamente hasta el extremo posterior redondeado. Las ventosas son relativamente
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pequefias, llegando a ser la ventral un poco mas grande que la oral. En la porcion apical
del cono cefalico se localiza la ventosa oral musculosa, de alrededor de 1 mm de
didmetro, la cual rodea la apertura oral del verme al exterior. Es en este punto, en la
ventosa oral, donde comienza el tubo digestivo del digénido, el cual continia con una
prominente faringe musculosa seguida de un corto esofago. Este, da lugar mediante una
serie de bifurcaciones consecutivas a los ciegos intestinales, es decir, el eséfago se
bifurca en dos ramas principales de ciegos intestinales que a su vez se ramifican en un
complejo sistema de ramas laterales secundarias y terciarias (Boray, 1984). En la zona
ventral del parasito, cercana a la ventosa oral, se encuentra la ventosa ventral o
acetdbulo, que mide alrededor de 1,6 mm de diametro (Boray, 1984; Boch & Suppered,
1978). El tegumento se encuentra recubierto de espinas que se disponen dirigidas hacia
atras, las cuales alcanzan, en general, hasta la mitad de la cara dorsal y hasta el Gltimo
tercio de la region ventral. La funcion principal del tegumento es ayudar a los
fasciolidos a mantener la homeostasia, esencial para la supervivencia del parasito dentro

del hospedador definitivo.

El adulto de F. hepatica es hermafrodita. Si bien la autofecundaciéon es
obviamente posible, parece ser que la fertilizacion cruzada es el modo mas comun de
reproduccion sexual. Los dos testiculos se disponen en tindem, en la zona media
posterior del cuerpo y se encuentran muy ramificados. De estos testiculos emergen dos
conductos deferentes que se unen formando la vesicula seminal. En la bolsa del cirro,
situada en la ventosa ventral, se encuentran la vesicula seminal posterior, una region
prostatica media y un cirro anterior musculoso. Dicha bolsa se abre al exterior a través
de un delicado conducto precirral en el atrio genital, situado frente a la ventosa ventral,
en posicion preacetabular. Las glandulas vitelogenas también presentan una gran
ramificacion y contienen los foliculos vitelinos que llenan la mayor parte de las
porciones laterales del cuerpo y convergen justo debajo de los testiculos. El ovario
adopta una forma dendritica y se halla situado en el lado derecho, frente al testiculo
anterior. Existe un corto canal de Laurer. El ootipo, de estructura esférica, que no es
funcional, se encuentra en la linea media, detras del ovario y est4 rodeado por una masa
esférica de glandulas de Mehlis. El ttero describe una trayectoria tortuosa entre el

ootipo y el poro genital, en el que se abre el conducto precirral. Los diversos
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componentes del huevo fértil se retinen en el segmento proximal del Gtero. La cubierta
de los huevos del parasito, procede fundamentalmente de los granulos contenidos en las
denominadas células vitelinas; dichas células albergan dos componentes necesarios para
la esclerotizacion de la cubierta: los polifenoles y las proteinas que dan lugar a la
esclerotina. El papel de las glandulas de Mehlis en la formacion de la cubierta del huevo
es secundario, siendo su principal funciéon la de secretar un liquido que aumenta la
actividad de las glandulas prostaticas que mantienen activos a los espermatozoides

(Cardozo, 2009).

1.3.4 Ciclo bioldgico de F. hepatica

F. hepatica sigue un ciclo bioldgico diheteroxeno, es decir, alterna entre un
hospedador intermediario (respecto al cual presenta una alta especificidad de tipo
estenoxeno) y un hospedador definitivo (respecto al cual no es tan especifico). El
hospedador intermediario es un invertebrado (molusco gasterépodo) y el hospedador
definitivo es un mamifero (Boray, 1984).

El ciclo posee 5 fases bien definidas (Duménigo & Espino, 1999; Dalton, 1999)
(i) salida de los huevos del hospedero definitivo al medio ambiente y su subsecuente
desarrollo; (ii) eclosion de miracidios, su busqueda y penetracion a un caracol
hospedador intermediario, (iii) desarrollo y multiplicaciéon de los estadios larvales
dentro el caracol; (iv) emergencia de cercarias del caracol y su enquistamiento; (v)
ingestion de metacercarias infectivas por el hospedero definitivo y desarrollo a su forma

adulta (Fig. 2).
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Fig. 1: Esquema del ciclo biolégico de F. hepatica

A. F. hepatica adulta en conductos biliares; B. Huevos en heces; C. Huevo en un
medio hidrico; D. Huevo embrionado; E. Miracidio; F. Esporoquiste; G. Redia; H.
Caracol huésped intermediario; I. Cercaria; J. Metacercaria;, K. infestacioén por via oral,;
L. Metacercaria en tracto digestivo, M. Adolescaria; N. Forma juvenil en migracion
hepatica.
Quiroz, 2003 .

1.3.4.1 Salida de los huevos desde el hospedero definitivo al medio y su
desarrollo embrionario

El adulto de Fasciola hepatica surge después de 10 a 12 semanas de la ingestion
de las metacercarias (Duménigo & Espino, 1999) ,una Fasciola adulta vive para
perpetuar su especie, liberando por el poro genital un huevo cada 4 segundos hasta 20
mil huevos por dia (Llop, et al., 2001), los huevos pasan al duodeno con la bilis (Athias,
1999) , y salen al medio ambiente con la materia fecal (Quiroz, 2003), y un ovino con
importante carga parasitaria llega a eliminar entre 2 a 2,5 millones de huevos en materia

27



fecal al suelo, los huevos pueden permanecer viables hasta por 9 meses dependiendo de
las condicionantes del entorno (Sunamo & Ocampo, 2003). Para desarrollarse, los
huevos requieren un medio hidfico, como potreros inundables, charcos, canales de curso
lento, etc (Euzéby, 2001; Quiroz, 2003) y temperaturas entre 10 y 30 °C (Carrada, 2007,
Athias, 1999) y, los huevos eclosionan a miracidios a las 2 6 3 semanas (Athias, 1999)
aunque el grado de maduracion del huevo varia dependiendo del hospedador (Cordero
del Campillo, 1999), estos no se desarrollan a menores temperaturas de 10°C (Quiroz,
2003). La incubacion y eclosion de los huevos de F. hepatica es controlada por diversos
factores, siendo los mas importantes el agua o la humedad, la temperatura, la luz y la
salinidad y otros como el oxigeno disuelto, el pH y la carga i6nica del agua (Euzéby,
2001).

1.3.4.2 Ruptura de los huevos y salida del miracidio

En el laboratorio a temperatura constante de 26°C y en presencia de luz, la
eclosion de miracidios ha ocurrido en 12 dias y en oscuridad en 18 dias. (Tturbe &
Muiiiz 2010). La emergencia del miracidio después de la apertura del opérculo del
huevo es guiada por el fototropismo positivo, geotropismo negativo y quimiotactismo
(Rojo & Ferre, 1999). Los miracidios poseen una forma ovoide y alargada, de unos 130
a 180 micrones de largo (Athias, 1999), posee una papila moévil también llamado
organo perforador (Euzéby, 2001) que mide aproximadamente 128 x 25 nm (Thomas y
Leuckart, 1986) y una glandula apical, cuya secrecion colabora en la dilucién de los
tejidos en el proceso de penetracion mediante el depodsito de enzimas histoliticas
(Cordero del Campillo, 1999). Poseen un par de placas fotosencibles en forma de X,
llamadas placas oculares o manchas oculares, las cuales son de color marrén, que se
encuentran en el tercio anterior del cuerpo, y son un organo fotoreceptor. (Thomas y
Leuckart, 1986). En la parte posterior del miracidio hay células germinales
indiferenciadas, que formaran elementos larvales posteriores. (Quiroz, 2003). Los
miracidios contienen solamente un intestino rudimentario, y ya que no se alimentan,
deben depender completamente para su actividad de las reservas alimenticias
enddgenas. Estas rara vez duran mas de 24 horas, lo cual limita la basqueda de un
caracol huésped a este periodo de tiempo, después del cual mueren (Cordero del

Campillo, et al, 1999; Sunamo & Ocampo, 2003), sin embargo la capacidad dptima del
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miracidio de F. hepatica para invadir a su hospedero intermediario exitosamente es de
1,5 a 2 horas después de su eclosion, después su capacidad declina lentamente.
(Ginetsinskaya, 1988). Aunque los miracidios intentan penetrar la superficie del caracol
casi ninguno lo logra, la penetracion es mas exitosa en el area de la cavidad pulmonar,
probablemente porque la proboscide del miracidio es mas larga que el epitelio de la
cavidad pulmonar del caracol. (Ginetsinskaya, 1988) Después de encontrar el caracol,
el miracidio se sujeta por su papila apical y toda su parte anterior empezando a tener

movimientos ritmicos regulares con contracciones y elongaciones de su cuerpo.

1.3.4.3 Desarrollo y multiplicacion dentro del hospedero
intermediario.

El miracidio, penetra hasta el hepatopancreas con acciones histoliticas y
mecanicas (Carrada, 2007). La secrecion de enzimas proteoliticas de la glandula apical
y cuatro glandulas unilaterales durante la migracion del miracidio a través de los tejidos
del caracol, contintia (Koie ef al., 1976). Los tejidos del caracol son disueltos solo en
las proximidades directas de la region apical del miracidio que migra, no es visible el
dafio del tejido detras del miracidio. (Dalton, 1999) El miracidio se despoja de sus
placas epiteliales durante la migracion y se transforma en esporocisto madre de 500 pm
(Carrada, 2007) que tiene forma de saco filiforme (Koie e al., 1976). En una
temperatura Optima de 18 °C, la metamorfosis toma aproximadamente 12 horas
(Ginetsinskaya, 1988). Cuando la penetracion del miracidio ocurre en el manto, la
madre esporocisto se localiza en la zona alrededor del rifién y corazon del caracol. Si la
penetracion del miracidio ocurre por el pie, el esporocisto se localiza en el pie, manto o
alrededor de la zona entre el rifién y corazéon (Dalton, 1999), generalmente en el manto
(Carrada, 2007). La madre esporocisto contiene un nimero fijo de células germinales
(Ginetsinskaya, 1988) la glandula apical y las glandulas laterales son visibles en el
temprano desarrollo de la madre esporocisto que se reproduce asexualmente por
division mitdtica a la primera generacién de redias, las cuales se liberan por
rompimiento de las paredes del cuerpo de la madre esporocisto que inmediatamente
muere (Ginetsinskaya, 1988), a partir de su pared se forman de 5 a 10 masas
germinativas que se convierten en redias germinales, éstas fuerzan la pared del

esporoquiste y contindan creciendo en las glandulas intestinales del caracol (Quiroz,
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2003). La productividad de la madre esporocisto, medido por el nimero de redias y el
namero de cercarias en una redia, es relativo al tamafio de los caracoles infectados
(Rondelaud & Barthe, 1987). Cada generacion de Redias estd compuesta de cohortes
por ejemplo: primera, segunda, tercera, etc. (Dalton, 1999). Sin embargo el proceso de
poliembrionia suele tener generalmente dos generaciones que duran de 25 a 35 dias,
regulado por la temperatura ambiental (Carrada, 2007). En promedio, las redias maduras
miden 3 mm (Carrada, 2007). Puede ocurrir un periodo de hibernacién si las
condiciones medioambientales son desfavorables, estando el caracol en diapausa
prolongandose el periodo de emergencia de las cercarias (Rojo y Ferre, 1999). Ademas
de la temperatura y la humedad la evolucion de la descendencia de F. hepatica también
tiene relacion con el estado de nutriciéon y edad del caracol que es mejor cuando se
encuentra en depositos acuaticos ricos en algas que en medios secos, frios y en arroyos
claros (Quiroz, 2003). Los trabajos realizados al respecto indican la existencia de hasta
cuatro generaciones de redias, siendo las tres primeras bipotenciales: redidgenas y
cercariogena (con capacidad de produccion de redias y cercarias respectivamente) y la

cuarta generacion unipotencial cercaridgena (Ordoiiez, 2009).

1.3.4.4 Emision de cercarias y formacion de metacercarias.

La cercaria de F. hepatica es leptocerca (cola simple) y gymocephala (Nasir,
1988; Fried, 1997), La parte anterior, mas ancha y piriforme, remata en el cono bien
diferenciado; los dos tercios posteriores forman la cola mévil y granulosa, que remata
en una estructura digitiforme (Carrada, 2007), ya existe evidencia de una estructura del
trematodo adulto, como las ventosas y el aparato digestivo, miden de 260 a 340 por 200
a 270 pum, sin considerar la cola propulsora que mide 600um de longitud (Carrada,
2007; Quiroz, 2003). Las cercarias de F. hepatica que salen de la redia no estan aun
maduras por lo que entran al hemocele del caracol (Ginetsinskaya, 1988) para acumular
glicogeno de este tejido (Dalton, 1999). Las cercarias emergen después de que el
proceso de acumulacion de glicogeno se completa en 11 dias (Ginetsinskaya, 1988). Las
cercarias abandonan a las redias a partir de su apertura tocolégica y al caracol por su
aparato respiratorio (Quiroz, 2003). La intensidad de la liberacién de cercarias depende
de la cantidad de glicogeno en los tejidos del caracol. La emergencia de cercarias esta

influenciada por factores ambientales. La Optima temperatura para la emergencia de
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cercarias coincide con la temperatura que necesitan los caracoles para su Optima
actividad; condiciones ambientales adversas inhiben el desarrollo del parasito y también
la actividad de los caracoles. (Dalton, 1999) El numero de cercarias liberadas
diariamente depende de la edad y nimero de redias (carga de redias, = intensidad de
infeccién), y el nimero de miracidios que infecta al caracol (Lee er al., 1995).
Regularmente, las cercarias emergen entre los 38 a 45 dias segun Becerril (2004),
después de 42 a 56 dias de infeccion segiin Quiroz (2003), y segun Lee ef al. (1995) la
emergencia de cercarias puede ocurrir a los 27 dias post-infeccion. El nimero de
cercarias liberadas diariamente (ritmo diario) no tiene una distribucién uniforme durante
el dia. La periodicidad de la liberacion de cercarias estd controlada por la sucesion de
temperaturas del dia y la noche y el fotoperiodo (Ginetsinskaya, 1988). El
mantenimiento de caracoles infectados en oscuridad total o en luz continua resulta la
interrupcidn del ritmo diario y la periodicidad de la liberacion de cercarias. (Dalton,
1999). Durante el verano, es frecuentemente observado una masa de cercarias

emergentes, 1 — 2 h antes de que en caracol muera (Ginetsinskaya, 1988).

Las cercarias originadas a partir de un miracidio pueden llegar a 600 segun
Quiroz (2003), entre 500 a 650 segun Becerril & Romero (2004) y por caracol entre 100
a 4000, siendo el nimero frecuente 100 (Becerril & Romero, 2004). Las cercarias
liberadas por los caracoles se dirigen rapidamente a la superficie del agua (Nasir, 1988),
presentan fototactismo positivo y geotactismo negativo (Ginetsinskaya, 1988).
Consecuentemente, las cercarias emergen de los caracoles infectados durante dias
soleados en la superficie de charcos de agua. El brillo del sol acelera el enquistamiento
de la cercaria, y la luz difusa retarda este proceso (Dalton, 1999) Aunque segiin Becerril
y Romero (2004) las cercarias presentan fototropismo negativo, por lo que generalmente
emergen a partir de las Gltimas horas de la tarde tiempo en el que nadan activamente.
Sin embargo en oscuridad las cercarias no enquistan pero pueden continuar nadando
hasta acabar con sus reservas de glucogeno (Aproximadamente 25 h) después del cual
muere (Ginetsinskaya, 1988). La mayoria del glucégeno de la cercaria es acumulada en
su cola y es la que se utiliza primero (Dalton, 1999). El movimiento de las cercarias es
muy activo pero disminuye su intensidad conforme decrece sus niveles de glucogeno y
grasa (Ginetsinskaya, 1988). El tiempo de vida de la cercaria estd determinado por la

cantidad de sus reservas de glucogeno y grasas, temperatura, condicion fisiologica de su
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hospedador intermediario y la concentracion de oxigeno en el agua (Ginetsinskaya,
1988). Las cercarias son aerobicas, bajas concentraciones de oxigeno en el agua son
letales (Dalton, 1999). Las cercarias se enquistan envolviéndose en una cubierta
polimérica de quinonas y otras sustancias mucilaginosas (Carrada, 2007), usando
secreciones de sus glandulas cistogenas (Fried, 1997) en vegetales como el berro o en
el agua donde pierden la cola y se transforman en metacercarias, forma infectante para
el vertebrado susceptible, que a las 24 horas de haber enquistado, es infectiva y puede
resistir hasta un afio en buenas condiciones de humedad y temperatura (Alcaino & Apt,
1989; Ginetsinskaya, 1988) por que son muy sensibles a la desecacion y temperaturas
altas, pero soportan temperaturas bajas, posibilitando asi la supervivencia invernal. Las
fases larvarias hibernan junto con los caracoles, fenémeno de gran interés

epidemiologico (Carrada, 2007).

1.3.4.5 Ingestion del estadio infectivo y desarrollo hasta el estadio
adulto

Los rumiantes se infectan durante el pastoreo; sin embargo, es factible también
en los animales estabulados al beber el agua contaminada, o al comer hierbas, henos y
ensilados mal realizados. Las metacercarias se desenquistan en el tubo digestivo por
accion de la bilis y otros jugos digestivos, dando salida a una adolescaria, capaz de
atravesar la pared intestinal y 3 horas después estd en la cavidad peritoneal, donde
permanece 3 a 16 dias (Alcaino y Apt, 1989) posteriormente repta por el peritoneo,
penetrar la capsula de Glisson y comienza la migracion dentro del parénquima hepético,
durante 6 a 7 semanas (periodo migratorio agudo) (Alcaino y Apt, 1989). La intensidad
de los sintomas y signos esta condicionada por la magnitud de la carga parasitaria,
pueden desarrollar una hepatitis hemorragica y necrotizante con o sin hemoperitoneo,
incluso mortal. Mas tarde, el parasito se aloja dentro de los conductos biliares,
generando esclerosis y dilatacion, e incluso a veces obstruccion aguda del colédoco y
sindrome de obstruccion biliar ictérico (periodo biliar cronico) (Carrada, 2007).
Pudiendo alcanzar una longevidad de 11 afios (Botero & Restrepo, 2004). De modo
excepcional, algunas fasciolas inmaduras se desplazaran hacia los pulmones, el tejido

subcutaneo, los ganglios linfaticos o el utero.
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1.4 Limneidos

1.4.1 Descripcion

Son moluscos gasteropodos pulmonados, algunos originario del Perd, otros
introducidos, ciertas especies consideradas agentes etiologicos de la fasciolosis (Larrea,
et al. 2007), viven en las orillas de riachuelos, abrevaderos, charcas, praderas inundadas,
etc., es decir, donde hay agua dulce de corriente lenta, poseen un potencial
sorprendente: un solo individuo suele producir hasta 25,000 caracoles nuevos, en solo
tres meses, principalmente cuando la temperatura es cercana a 22 °C, con humedad
adecuada (Carrada, 2007). En épocas secas, pueden estivar, pero las fuentes,
abrevaderos y, sobre todo, los regadios, mantienen altas concentraciones. (Carrada,
2007).

La distribucion de la fasciolosis depende de la presencia de un caracol limneido
(Rodriguez ef al, 1987) que sirve de hospedador intermediario (Wilford, 1977). En
Cusco se ha reportado la identificacion de Lymnaea viatrix, en estudios realizados en la

provincia del Cusco y Urubamba (Larrea, ef al. 1993).

1.4.2 Posicion taxonomica

Reino: Animal
Phylum: Mollusca
Clase: Gasteropoda
Subclase: Pulmonata
Orden: Basommatophora
Familia; Lymnaeidae
Especies locales:
1. Lymnaea viatrix Orbigny 1835, Sinos.. Lymnaea viator (Pilsbury 1911) y
Fosaria viatrix (Malek 1985). '
2. Lymnaea neotropica (Bargues et al. 2007).
Especies introducidas:
3. Lymnaea columella Say 1817, Sino.: Pseudosuccinea columella (Baker, 1908).
4.Galba truncatula Miiller, 1774, Sinos.: Lymnaea truncatula Miller, 1774 y
Lymnaea (Galba) truncatula (Abrous et al., 1999).

(Pointier, 2011)
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1.4.3 Morfologia externa

Los limneidos presentan una concha de carbonato calcico helicoidal, ovalada,
oblonga, de contornos conicos; la cual se enrolla en el plano vertical y hacia la derecha
durante su desarrollo ontogénico, siendo por lo tanto dextrégira (Wildford, 1977); muy
asimétrica con respecto al eje vertical, de 6 mm a 10 mm de longitud por 4,8 mm de
ancho (Storer, et al., 2003), con 6 vueltas en espira ligeramente redondeadas, presentan
peristoma simple y carecen de opérculo ( Malek & Cheng, 1974). Presentan un tinico
par de tentdculos en cuya base ancha, triangular y aplanada, se ubican sus ojos (Storer,
et al., 2003). Tienen el cuerpo blando e insegmentado, formado por una cabeza anterior,
un pie ventral y una masa visceral dorsal (Fig. 3). El cuerpo esta rodeado por un manto
fino y carnoso, que es una excrecencia de la pared del cuerpo (Storer, et al., 2003).
Poseen una radula constituye su principal 6rgano para capturar el alimento, de
importancia en taxonomia. En el lado derecho se abre el poro genital, cerca de la

cabeza, y el pequefio poro excretor y el poro respiratorio, que es mayor.

Fig. 2 Anatomia externa de un limneido

(Concha|

Pointier, 2011
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1.4.4 Morfologia interna

El manto es una membrana delgada que secreta y tapiza la concha y rodea al
viceropalio o cavidad del manto, que estan dentro de ella. Todas las partes blandas
pueden retraerse completamente dentro de la concha por la accion del rﬁusculo
columelar, que se extiende interiormente hasta la espira superior de la concha (Storer, et

al., 2003).

El sistema digestivo comprende: una boca; una faringe muscular con una
mandibula coérnea dorsal y una radula ventral; un esoéfago alargado; un gran buche de
paredes finas; un estémago redondeado; un largo intestino replegado, y el ano. Dos
glandulas salivales planas, proximas al buche, envian conductos a la faringe, y una
glandula digestiva bilobulada, situada en la parte alta de la concha, desemboca en el

estomago (Storer, ef al., 2003).

Tienen un pulmon que esta formado por una red de vasos sanguineos situada en
la pared externa del manto, en la gran cavidad del manto, dentro de la concha; el aire
entra y sale por el poro respiratorio. La sangre recogida en el cuerpo se oxigena en el
pulmén y luego es impelida por el corazén, mediante las arterias, a la cabeza, pie y
visceras. El corazon tiene una auricula y un ventriculo. Un solo rifion filtra en la cavidad
pericardica que rodea el corazon y descarga en la cavidad del manto. Los ganglios
nerviosos estan concentrados, el par cerebral ocupa una posicién dorsal respecto a la
faringe, y los pares bucal, pedio y visceral estan inmediatamente debajo; nervios
procedentes de los ganglios se dirigen a todos los 6rganos. En cada individuo hay un
sistema reproductor mixto, masculino y femenino. Hacia la parte superior de la concha
esta el ovotesticulo, que produce 6vulos y espermatozoides. Un conducto hermafrodita
comunica con la glandula del albumen del sistema femenino. Un vaso deferente
alargado conduce los espermatozoides hasta el pene, que esta situado en un saco junto al
atrio genital comun; el largo flagelo, unido al saco del pene, forma probablemente el
espermatoforo (paquete de espermatozoides) dentro del cual los espermatozoides son
transferidos en el acto de la copula. El oviducto (mayor que el vaso deferente) va de la
glandula del albumen a la vagina, la cual, a su vez, se comunica con el atrio genital. El
largo conducto del receptaculo seminal, la glandula mucosa y el saco del dardo estan

conectados con la vagina (Storer, ef al., 2003).
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Los limneidos son oviparos y depositan sus huevos envueltos en una masa
ovigera que tiene forma esférica y es de consistencia coloidal; contiene en promedio 12
huevos de 0,77x 0,65 mm; la duracién del desarrollo embrionario es de 9 dias en

promedio (Rodriguez et al ,1987).

Fig. 3 Anatomia interna de un limneido
(Pulmonado)
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Hepatopancreas

Sistema reproductor

Aparato reproductor de un limneido vista ventral: ag: gladula del albumen; sv: vesicula
seminal; ov: oviducto; mg: glandula nidamental; sp: espermateca; va: vagina, ot:
ovotestis; ps: vaina del pene; pp: prepucio; vd: vaso defrente; pr: prostata.
(Pointier, 2011)
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1.4.5 Efectos patégenos de las larvas de F. hepatica en el caracol

Las larvas de F. Aeparica dentro del caracol implican cambios histopatolégicos
que interrumpen el normal desarrollo de los caracoles: (i) Los moluscos infectados
liberar hasta tres veces mas calor que los no infectados; (ii) El consumo de oxigeno
aumenta; (iii) Se intensifica el metabolismo; y (iv) incrementa el tamafio del caracol
(gigantismo) (Wilson and Denison, 1980; Ginetsinskaya, 1988; Dalton, 1999).
Incrementa el metabolismo a causa de las reservas de glicogeno en las glandulas
digestivas y musculares del pie de el caracol se reducen. El incremento en tamafio y
biomasa del caracol infectado con F. hepatica coincide con la migracion del esporocisto
a través de los tejidos (Thompson, 1997; Dalton, 1999). Después de la infeccion el
tamafio del cuerpo del caracol (incluye tejidos, concha y parasitos) es aproximadamente
el doble de los caracoles no infectados en L. truncatula (Wilson & Denison, 1980;
Dalton, 1999).

Las larvas de F. hepatica destruyen el tejido conectivo y de las glandulas
digestivas (Preveraud-Sindou ef al., 1994). La presion de las larvas en los tejidos causa
la desaparicion de la luz de los tubulos. (Ginetsinkaya, 1988). En consecuencia, la
hemolinfa rica en oxigeno no llega a la glandula, resultando la anoxia y subsecuente
autolisis de la glandula digestiva. Esto, junto a la acumulaciéon de metabolitos de la
larva, induce a la desintegracion de la glandula digestiva y una substancial disminucion
del nivel del glicogeno (Thompson, 1997). |

La castracién parasitica puede ser por la total destruccion del sistema
reproductivo o fisiologico por ejemplo asociado con una atrofia temporal de glandulas
reproductivas. En L. truncatula, la castracion parasitica fue notada al 21 dia post
infeccion como resultado del consumo directo de ovoquistes por F. hepatica (Wilson
and Denison, 1980).

La pérdida de potencial reproductivo, debido a la castracion parasitaria es una
caracteristica comin de la interaccion de F. hepatica — caracol hospedero (Thompson,
1997). La disminucion de nimero de huevos ovipuestos por el caracol es directamente
asociado a la destruccion de sus gonadas. Interesantemente, la biomasa representada por
los huevos perdidos estd balanceada con el crecimiento de la biomasa del caracol

(Thompson, 1997).
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1.4.6 Factores ambientales que afectan la transmisiéon de F.

hepatica en hospedadores intermediarios.

Son tres: Prevalencia de infeccion (tasa de infeccidn), intensidad de infeccidén
(generacion de redias), y emergencia de cercarias; parametros cominmente usados en

epidemiologia y epizoosociologia (Roberts & Suhardono, 1996).

La transmision de F, hepatica en caracoles muestra una fuerte estacionalidad,
ocurriendo principalmente en primavera (Roberts & Suhardono, 1996). El desarrollo de
la larva continiia dentro del caracol si la temperatura es mayor a 10°C. (Quiroz, 2003) El
desarrollo de la redia es particularmente acelerado en verano (Ginetsinskaya, 1988). La
produccién de cercarias es fuertemente afectada por temperaturas bajo las cuales los
caracoles no pueden continuar activos durante el periodo pre-patente de infeccion (Lee

etal, 1995).

1.5 Rattus norvegicus albus Berkenhout, 1769
1.5.1 Descripcién

Es un roedor considerado como biomodelo experimental de laboratorio, por
tener la cualidad necesaria para dar respuesta al cuestionamiento de como estudiar las
enfermedades que afectan al hombre (Olazabal, 1999; Ministerio de la Presidencia —
Espafia, 2005), son animales cuya calidad genética y ambiental han sido controlada y
asegurada y, por tanto, es capaz de dar una respuesta fiable y reproducible la pregunta
de un estudio experimental (Cardozo, et al, 2007). Por ser de facil manejo y poseer

caracteristicas zootécnicas adecuadas. (Martinez, 2005)

Las ratas de bioterio se caracterizan por no tener buena vista ni capacidad de
distinguir colores, pero posee un gran olfato y oido, en la noche son activos y duermen
en el dia (Sharp & La Regina, 1998), para su alimentacién y defensa cuenta con dos
filosos incisivos superiores y dos inferiores que crecen durante toda su vida. No puede
vomitar, ya que se lo impide un pequefio pliegue en el eséfago. Carece de vesicula
biliar; el pulmén derecho presenta cuatro l6bulos, mientras que el izquierdo sélo uno
(Sharp & La Regina, 1998), tiene cinco pares de glandulas mamarias y unas pequeflas

glandulas lagrimales en la parte posterior del globo ocular cuya secrecion es rica en
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lipidos y porfirinas (Martinez, 2005). Mide entre 8 y 30 cm de longitud entre cabeza y
cuerpo. La cola mide entre 8 y 20 cm. Pesan 5 g los recién nacidos, 50 g los destetados
y entre 250 y 400 gramos cuando la rata es adulta (Sharp & La Regina, 1998), se
diferencian machos y hembras gracias a la observacion de la distancia ano-genital,
menor en la hembra y a que el macho (Martinez, 2005; Sharp & La Regina, 1998),
ademds de tener un caracter mas calmado es de tamafio mucho mayor. La longevidad
media es de 2,5 afios (Cardozo, et al, 2007). Su principal 6rgano regulador de la
temperatura es la cola, ademas de salivar profusamente mojandose el cuello y el pecho.
La rata tiene aproximadamente cien afios de haber sido domesticada (Martinez, 2005).
La domesticacion es una forma de evolucion. En el caso de la rata de laboratorio, los
cambios ocurren en el tamafio y el color asi como en su comportamiento, como la
disminucién de agresividad. A diferencia de lo que sucede en la vida silvestre, donde
los individuos mas agresivos y territoriales son los que copulan con las hembras
(Martinez, 2005), en la rata de laboratorio se busca seleccionar a los individuos menos
agresivos para su reproduccion, aun asi, conserva cierta agresividad (Sharp & La
Regina, 1998) otros instiﬁtos se mantienen practicamente inalterados: siguen siendo
animales de habitos nocturnos; si se les permite, construyen madrigueras y son grandes
exploradores (curiosos y destructivos); ocultan sus heridas o enfermedades con la

finalidad de no atraer la atencion de sus predadores (Martinez, 2005).

La rata albina fue el primer mamifero en ser domesticado con propositos
cientificos, es originaria del este de Asia. Llegé a Europa y a América a principios del
siglo XVIII, a través del comercio mercante maritimo, se distribuyé en toda Europa

procedente de la Peninsula Noérdica. (Sharp & La Regina, 1998).
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1.5.2 Posicion taxonémica

Reino: Animal
Phylum: Chordata
Clase: Mammalia
Orden: Rodentia
Suborden: Myamorpha
Familia; Muridae
Nombre cientifico: Rattus norvegicus Berkenhout, 1769
(Sharp & La Regina, 1998)

1.5.3 Bioterio de R. norvegicus

El cuidado, la utilizacion apropiada y el trato humanitario de los animales
empleados en investigacion, requieren de un conocimiento especializado de los
ambientes, procesos y procedimientos relacionados con su cuidado (Nail & McKay,
2003), ello también implica el establecimiento de condiciones de infraestructura y
ambientes de trabajo propios y especificos. (Cardozo, ef al, 2007). Se denomina
bioterio al lugar especialmente adecuado, donde se realiza la cria, mantenimiento y
experimentacion de los animales de laboratorio, con fines de investigacion, terapéuticos
y/o docentes. Siendo un ambiente de altas calidades de infraestructura donde se alojan
animales de calidad genética (Cardozo, ef al., 2007) y microbioldgica definida (Nail &
McKay, 2003), el principal objetivo del bioterio es producir animales de laboratorio en
la cantidad necesaria, garantizando siempre, una alta calidad de salud, para satisfacer los
requerimientos de los diferentes investigadores, brindando un buen servicio en sus
instalaciones (Cardozo, et al, 2007). En el bioterio se vigilan las restricciones de
entrada, y el desenvolvimiento del personal dentro de las instalaciones del bioterio (Nail
& McKay, 2003), protegiendo el bienestar del personal responsable, animal y ambiente.
Ademas de vigilar las garantias del suministro de alimentos y materiales para el cuidado
de los animales. Se supervisa y evalua de manera detallada la calidad de alimento y
bebida que reciban los animales (Nail & McKay, 2003; Sharp & La Regina, 1998).
Lleva un libro de registros del bioterio, utilizando medios de identificacion én cada

animal (Ministerio de la Presidencia — Espaiia, 2005) evalia el bienestar fisico y el
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comportamiento de los animales (Nail & McKay, 2003) asi como su reproduccion. El
manejo de los animales durante la gestacion, paricion, lactancia y destete de las crias. Y
velar por el cumplimiento de los aspectos éticos en la realizacion de trabajos
experimentales con el uso de animales de laboratorio y el mantenimiento de animales en

cautiverio con fines de investigacion.

El bioterio cuenta con paredes y pisos recubiertos por material de facil lavado,
resistente a desinfectantes y faciles de limpiar, y con las siguientes condiciones
ambientales controladas: climaticas (temperatura, humedad y ventilacién), fisico-
quimicos (iluminacién, ruido, contaminantes y sanitizantes), habitacionales (forma,
tamafio, tipo, poblacion de jaulas), y nutricionales (dietas y agua) (Nail & McKay,
2003; Ministerio de la Presidencia — Espafia, 2005). Las exigencias de temperatura y
humedad, son de 20 — 24°C y la humedad relativa del ambiente oscilara entre 55 +/10
% (Ministerio de la Presidencia — Espafia, 2005) La luz es artificial y provista por tubos
fluorescentes con incidencia oblicua, de forma tal que todas las jaulas,
independientemente de su ubicacion, reciban intensidades similares (Nail & McKay,
2003). Los lechos de las ratas son de materiales absorbentes y esterilizados en autoclave
a 121 °C, 15 libras de presion durante 15 minutos (Sharp & La Regina, 1998) como

viruta de eucalipto o papel picado.

1.5.4 Principios éticos basicos en la experimentacion animal como
reactivo biologico

Segun Cardozo, ef al. (2007) son 10 principales:

a. Lés progresos del conocimiento humano son necesarios, especialmente los de la
biologia, la medicina y los de animales.

b. El hombre tiene necesidad de utilizar el animal, tanto en su busqueda del
conocimiento como para nutrirse, vestirse y trabajar. De ahi el deber de respetar
al animal, entre auxiliar y ser vivo como él.

c. Toda persona que emplee animales con fines experimentales debe tener presente
que ellos estan dotados de sensibilidad y memoria y son susceptibles al dolor y

al sufrimiento.
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El experimentador es moralmente responsable de sus actos, en el marco de la
experimentacion animal.

Las experiencias que afecten a los seres vivos y las extracciones de tejidos de
sujetos vivos con fines de investigacion deben ser realizadas por un cientifico
calificado o bajo su control directo. Las condiciones de mantenimiento de los
animales de experimentacién deben ser definidas y controladas por un
veterinario o un cientifico competente.

En los ensayos que impliquen el uso de animales debe existir una probabilidad
razonable de que estos estudios contribuyan de manera importante a la
adquisicién de conocimientos que desembocaran, eventualmente, en la mejora
de la salud y del bienestar del hombre y de los animales.

Los métodos estadisticos, los modelos matematicos y los sistemas biologicos in
vitro deben ser empleados cuando sirvan para completar la experimentaciéon
animal y para reducir el nimero de sujetos utilizados.

El experimentador debera utilizar el animal mejor adaptado a su investigacion y
tener en cuenta los grados sensoriales y psiquicos propios de cada especie. Los
animales en peligro de extincion no deberan ser utilizados mas que en
circunstancias excepcionales bien definidas. Siempre que sea posible, los
animales utilizados en el laboratorio provendran de criaderos especializados que
aseguren las mejores condiciones de equilibrio biolégico.

El experimentador debe velar para que las condiciones de mantenimiento de
animal de laboratorio sean las mas adecuadas y para suministrarle los cuidados
necesarios antes, durante y después de las intervenciones.

El experimentador tiene el deber de evitar al animal todo sufrimiento fisico o
psiquico imitil. Debe llevar a cabo los métodos que permitan limitar el

sufrimiento y los dolores en el caso en que éstos sean inevitables.

1.6 Chaetogaster limnaei

Anélido que se caracteriza por poseer numerosas quetas por haz y en nimero par

en sus segmentos 2, 6, 7 y 8 (Patti, ef al, 2008), cuticula fina, no quitinosa; tubo

digestivo completo; sistema sanguineo cerrado; nefridios pares; un par de ganglios

cerebrales dorsales, conectados con el cordén nervioso ventral, medio y macizo,
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provisto de ganglios y nervios laterales en cada somito. Segmentacion aparente exterior
e interiormente; sin cabeza ni parapodos; monoicos; los gonoporos masculinos se abren
sobre el segmento del ovario; un solo par de testiculos.; con clitelo que secreta la ooteca
para los huevos; sin larvas, desarrollo directo; principalmente en las aguas dulces y en el

suelo himedo. (Storer, ef al. 2003).

Fig. 04 Anatomia de C. limnaei
Eséfago Paquete de quetas
Cémara rectal

Zonade
proliferacion

En base a Storer, et al, 2003

Como casi todos los miembros de la subfamilia Naidinae, especies Chaetogaster
normalmente se reproducen asexualmente. Ellos por lo tanto formar cadenas
caracteristicas de dos o tres gusanos que se constituyen a través de una forma de brotes.
Estas cadenas dan lugar a nuevos individuos. Sin embargo, los gusanos cambian a la
reproduccion sexual en tiempos dificiles como el invierno. C. limnaei, sale de su sede a
finales del verano o el otofio, vive y se reproduce sexualmente libremente en el agua

durante un tiempo y luego en la primavera, se adhiere a los moluscos huéspedes nuevos.

A diferencia de los demas oligoquetos, C. limnaei posee un inusual estilo de vida
simbiotico: vive en la cavidad del manto de caracoles pulmonados acuticos, se
alimenta de pequefia y ectosimbidtica fauna, consume varios organismos diminutos
como rotiferos, algas, cercarias y miracidios. O vive dentro del tejido renal en caracoles
huéspedes que se alimenta de las células renales y larvas de trematodos infectantes.
(Gruffyd, 1965)

Estos diferentes estilos de vida permitieron hacer la hipotesis de la existencia de
dos diferentes subespecies de C. limnaei ocupando dos diferentes nichos en el caracol,
teniendo estas diferencias (ecto y endosimbionte) basadas en caracteristicas
morfologicas, dieta y ciclos reproductivos (Gruffyd, 1965). Basado en estas
observaciones Gruffyd en 1965 en Inglaterra establece dos subespecies C. limnaei
limnaei para la forma ectosimbiotica y C. limnaei vaghini para la forma endosimbiotica

o parasitica (Patti, et al., 2008).
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1.6.1 Posicion taxonémica

Phylum: Annelida
Clase: Oligochaeta
Orden: Clitetlata
Familia: Tubificidae
Subfamilia: Naidinae
Género: Chaetogaster
Especie: Chaetogaster limnaei (Von Baer, 1827)
Storer, et al, 2003

1.7 Definicion de algunos términos

1.7.1 Potencial Bidtico

El potencial bidtico (r) es la capacidad intrinseca de reproduccion de cada
especie, depende de propiedades fisiologicas genéticamente determinadas (Morlands,
2004), esto significa que resulta de la manifestaciéon del aumento poblacional como
consecuencia de los nacimientos que se producirian si todos los organismos o todas las
hembras, seglin sea el caso se reprodujeran, sin que hubiera procesos como muertes o
desplazamientos ni carencias ni presiones que pudieran alterar la natalidad de la
poblacion, es decir cuando el medio provee agua, alimentos, clima adecuado y ausencia

de poblaciones con efectos negativos.

Por lo que el potencial biotico de una especie no es constante sino que varia en
funcion de las condiciones del medio, los que resultan afectadas por el incremento
poblacional. (Morlands, 2004), de todos modos tiene interés conocer el potencial bidtico
maximo o potencial (obtenido en condiciones ideales de laboratorio) pues al comparario
con el potencial bidtico real (obtenido a campo, en condiciones naturales) se logra una

estimacion de la resistencia ambiental.
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1.7.2 Potencia invasiva

Se caracteriza por el nimero de adultos de F. hepatica localizados en el
parénquima y en los conductos hepaticos encontrados, comparados con el nimero de

metacercarias inoculadas en cada hospedero (Olazabal et al., 1999, Ordofiez, 2009)

1.7.3 Extension de la invasion

Es el porcentaje obtenido al comparar la cantidad de hospedadores encontrados
parasitados en una necropsia con la cantidad de animales inoculados por grupo.

(Olazabal et al., 1999)

1.7.4 Control natural

Es la utilizacién de organismos vivos, o de sus productos, para evitar o reducir
las pérdidas o dafios causados por organismos nocivos. Desde este punto de vista se
incluyen en este concepto no solo los parasitoides, depredadores y patogenos de
insectos y 4caros, sino también el de fitéfagos y Apatégenos de malezas asi como
feromonas, hormonas juveniles, técnicas autocidas y manipulaciones genéticas.

(Organizacion Internacional de Lucha Biologica OILB, en www.lobc-global.org)
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CAPITULO II. MATERIALES Y METODOS

2.1 Area geogrifica de estudio:

Fase de campo:

En la presente investigacion se colectaron las muestras de caracoles para estudio
los meses de diciembre del 2010 a abril del 2011 de cursos de agua Intico
previamente seleccionados; la primera ubicada por GPS a los 13° 32’ 21.9”
latitud sur, 71° 52° 15,6’ latitud oeste y 3324 m de altitud (+/- 8m de error) en el
arroyo llamado Rumitabla que transcurre desde un reservorio de agua para riego, a
través de una arboleda de eucaliptos del sector denominado Huayllapampa,
ubicado en el distrito de San Jeroénimo (Fig.5) de la provincia del Cusco, area que
forma parte de la ciudad de Cusco suburbano; la segunda (que contenia a C.
limnaei) ubicada segun GPS a los 13° 28’ 51.0”" latitud sur, 72° 16’ 44,9”’ latitud
oeste y 3268 m de altitud (+/- 8m de error) en el sector denominado La Joya,
cerca de las orillas del rio Pitumayo, entre el puente La Joya y una cancha de
futbol (provisional) de la comunidad de Katafiiray (Fig. 6) del distrito de
Ancahuasi en la provincia de Anta, a 38 Km de la ciudad del Cusco en la ruta
hacia Abancay. (Fig. 5); las muestras de vesicula y conductos biliar procedieron
del Camal Municipal de San Jerénimo Calle Sorama N° 43 del distrito de San
Jeronimo.

Fase de laboratorio:

Se realizé en el Bioterio de la Facultad de Medicina Humana MH 113-2 y MH
113-3, y en el Laboratorio de Parasitologia C-224 de la Facultad de Ciencias

Bioldgicas; situados en la Ciudad Universitaria de Perayoc, Av. de la Cultura 733
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2.2 Materiales:

% Material biologico

Caracoles limneidos

Contenido de la vesicula y conducto biliar de higados de 3 ovinos

infectados con F. hepatica

Huevos de F. hepatica

Miracidios de F. hepatica

Esporocistos de F. hepatica

Redias de F. hepatica

Cercarias de F. hepatica

Metacercarias de F. hepatica

Ratas de laboratorio Rattus norvegicus albus, raza Holtzmann

Anélidos de la especie Chaetogaster limnaei

% Aparatos y equipos

Incubadora

Microscopio estereoscopico Labomet CZ M6

Microscopio biologico de campo claro trinocular Olimpus CX31
Camara fotografica digital Cannon

Calefactor de aceite Focus 2000 CATA

Termohigrometro digital Radiochack

Ventilador 400K COOPER

Autoclave semiautomatica BOEKEL

Balanza digital

Hervidor de agua eléctrico

Cocinilla eléctrica

# WMaterial de vidrio

Placas petri
Probeta de 1000 mL
Matraz erlenmeyer de 250 mL
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Varilla de vidrio

Tubos de ensayo con escala volumétrica de 10 mL
Tubos de ensayo con tapa de 12 mL

Embudo de cristal

Pipetas de 1 mL 1/100, 5 mL 1/10 y 10 mL 1/10
Laminas porta y cubre objetos

Desecador de cierre hermético

% Material auxiliar

Cadena de 6 acuarios, (de 20 x 40 x 25 cm, cada uno)

2 Jaulas para rata de 30 x 60 x 30 cm

Jaula para rata de 120 x 20 x 20 c¢m, con 6 divisiones
Multiplaca de ELISA con 96 pocillos Num maxisorp
Jeringa descartable de 1 mL, con aguja de 0,40 mm x 13mm

Estuche de diseccion (bisturi enmangado, pinzas de diseccion, tijeras y

agujas de diseccion)

Coladeros de 60 hilos/pulgada
Frascos de boca ancha y tapa rosca
Copas de sedimentacion de 250 mL

Guantes descartables

% Suplemento alimenticio para caracoles:

Nitrato de potasio (KINH3)
Carbonato de calcio (CaCOs)

% Soluciones de trabajo

Agua hervida enfriada
Agua corriente desclorada
Safranina 1%

Azul de metileno 1%
Cristal violeta 2%

Solucién fisiolégica 0,85%
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e Cloroformo puro

e Formol al 10%

e Verde de malaquita 5%

o Solucion de hipoclorito de sodio al 0,05%
e Alcohol al 96%

% Materiales de campo
» GPS GARMIN
e Material de bioseguridad (guantes descartables, botas de jebe hasta las
rodillas)
e Espatula
e TFrascos de plastico con cierre hermético

e Pinzas

o Alimento para caracoles (plantulas de berro, algas)

e Alimento para rata (maiz, pienso para gato, purina, zanahoria, platano,
gelatina sin sabor y leche).

e Comederos y bebederos de ceramica para ratas

e Camas de madera para rata de 12 x30x 12 cm

e Viruta de eucalipto

¢ Bolsas de polipropileno

e Papel milimetrado

e Algodén
2.3 Métodos
2.3.1 Tipo y disefio de investigacion
El presente estudio es de tipo descriptivo transversal, y de aplicacién mediante
DISENOS EXPERIMENTALES, manipulando deliberadamente variables en

condiciones controladas para imitar el ciclo de F. hepatica y su interaccion con C.

limnaei en laboratorio.
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2.3.2 Variables de la investigacion.

Variable independiente. (Causa)

Ciclo biolégico de F. hepatica en laboratorio.

Indicadores

e El seguimiento del nimero de estadios de F. hepatica observados en caracoles
intermediarios limneidos.

e El seguimiento del nimero de estadios de F. Aepatica observados en ratas de
bioterio de la especie R. norvegicus.

Variables dependientes. (Efecto)

o Estimacion del potencial bidtico de F. hepatica

e Determinacion de la potencia invasiva y extension de la invasion en ratas

e Eficacia de C. limnaei como su controlador natural al enfrentarlo a este.

2.3.3 Determinacion del tamaiio muestral

Se tomd en cuenta un nivel de confianza del 95%, Z, = 1.96. Una precision de
3% (0.03), un valor aproximado de la proporcion que queremos medir, de acuerdo a
Larrea et al., (2007) el indice de infeccion experimental de L. viatrix por F. hepatica, es

del 70%.
4o Za*r*q
d 2
Donde:
o Z,>=1.96(ya que la seguridad es del 95%)
e p = proporcion esperada (en este caso 70% = 0.7)
e q=1-p(enestecaso1—-07=0.3)
e d=precision (en este caso deseamos un 3%)

Para este caso:

_0962x07x03 _
n= 0.032 =
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Se consideré 215 caracoles para iniciar la inoculacién experimental con

miracidios de F hepatica.

2.3.4 Colecta de caracoles

La coleccion de los moluscos se realizé mediante la busqueda visual sobre el
substrato fijo o flotante de una superficie de recoleccién de 1 m? fijada, capturando el
mayor nimero de moluscos posibles, haciendo uso de una pinza, tratando de no dafiar al
caracol y manteniendo el biotopo tan intacto como sea posible. Para estimar la
abundancia de caracoles, se utiliz6 la captura por unidad de esfuerzo (Prepelitchi, 2009),
equivalente a 60 minutos de trabajo, contando con elementos de bioseguridad, se
buscaron caracoles en las orillas, sobre la superficie (Fig. 7) y en el fondo del fango. El
fango, y la tierra seca extraida fueron revisados minuciosamente in situ, en busca de
caracoles vivos y/o conchillas vacias. También se buscaron caracoles adheridos a la
vegetacion circundante, sobre todo se encontraron caracoles en hojas, tallos y raices de
berro (Fig. 6), en piedras y algunas algas. (Las caracteristicas fisico-quimicas del agua

de los puntos de muestreo se muestran en Anexos 5 y 6).

plantulas de berro

In situ se realizé una primera verificacién de los caracoles de concha dextrégira
y sus ovisacos (Fig. 8) Los ejemplares fueron colocandolos en recipientes de plastico de
cierre hermético con agua del sitio de colecta, rotulados con la fecha y el lugar de
muestreo, siendo trasladados vivos al laboratorio de Parasitologia de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la UNSAAC, para su observacion microscopica (Fig. 9),

identificaciéon y mantencion.
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Fig. 8 Colecta de ovisacos de caracoles Fig. 9 Vista microsc

dpica de ovisacos, 40 X

En el laboratorio, se observé que en la poblacion de caracoles provenientes de
Katafiiray, contenian externamente, entre la concha y el manto, pequefios anélidos que

los caracoles colectados de San Jerénimo no poseian.

2.3.5 Reconocimiento del limneidos

La identificacion de los caracoles, se basé teniendo en cuenta patrones externos
de caracterizacion. En América del Sur las especies L. columella, L. cubensis y L.
viatrix pueden ser identificadas y son diferenciadas a partir de sus caracteristicas
morfoldgicas (Prepelitchi, 2009). Los caracteres externos de identificaciéon para la
familia Lymnaeidae tomados en cuenta fueron la orientacién de la concha dextrdgira,
de forma globosa y sin opérculo (Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri, 2006;
Pointier, 2011).

Ademads se tubo en consideracion la morfometria de las conchas midiendo sus
caracteres conquilégicos: LC=Largo de concha, AC=Ancho de concha, LA=Largo de
abertura, AA=Ancho de abertura y LE=Largo de espira (Fig. 10). (Instituto de Medicina
Tropical Pedro Kouri, 2006). Con tal fin se efectu6 la morfometria de 30 cochas
provenientes de La Joya, Katafiiray (Desde ahora denominados grupo A) y 30 caracoles
provenientes de Huayllapampa, San Jerénimo (Desde ahora denominados grupo B),
colocadas luego en placa petri forrada externamente con papel milimetrado para

examinarlos a estereoscopia y efectuar las mediciones.

53



Fig. 10 Variables conguiolégicas:

Figs. 10. En base a Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri, 2006 y Pointier, 2011.

Con la medicién de estos parimetros se hallé un indice canénico, mediante la razdn:
LCxAC/LAxAA

Las dimensiones apreciadas en papel milimetrado fiaeron confroniadas con las
dimensiones presentadas por Ueta (1989), presentadas en la siguiente tabla.

Tabla. 2. Medidas en mm de las conchas de L. columella, L. viatrix y L.

cubensis, utilizadas como patrén comparativo. Ueta, 1989

Eepocic Largodela | Anchode | Largodelz | Anchode | Largode Indice
concha la concha abertura ) la abertmra espira CaRCIEoD

L columella | 6,4 + 1,17 | 37 0,67 | 45 20389 | 27 051 | 06 0,10 | 1o48

L viatrix 169 021 | 42 +007 1 38 009 | 25 +008 : L5 +0,10 3,056

T, cubensis | 6,6 2021 | A2 2012 | 40 20,15 | 2,6 20,08 | 1,0 1,05 | 2,665




2.3.6 Mantencion de los caracoles en laboratorio

Se dispuse de un acueario de vidrio en cadena de 6 divisiones de 20 x 40 x 23 cm,
con 3,5 L. de agua, oXigenadoresveléctricos y piedras en el inierior de cada uno, en los
cuales se adicion6 agua declorada suplementada con nitrato en una concentracién de
0,13 g/L y dé calcio a 0,92 g/L como lo indica Sanchez (1995), renovando Ia cantidad
de agua cada 4 dias, agregando algas de los gé€neros Oscillatoria (Fig. 1Y) y Spirogyra
(Fig. 12) y pléntulas de berro (Nasturtiwm officinale) (Fig. 13), que fueron coleciados
del propio biotopo de los caracoles, considerando que son su alimento en condiciones

naturales.

Fig. 12 A|gas- del gerié;o Sbirog);ra, vistas en

.. el M. estereoscdpico.
en-el M. estereoscopico. P

Los acuarios fueron mantenidos en las condiciones de temperatura y humedad
del ambiente del faboratorio, mensurando estas con termo-higrémetro digital (Fig. 14),
habiéndose mantenido a una temperatura maxima de 22,7 °C, y minima de 16,7 °C,
humedad relativa promedio de 53%, temperatura en el agua de 16,6 +/~ 1°C,
disponiendo de iluminacién natural que ingresa por las ventanas del laboratorio, con
fotoperiodo de 12 horas luz/escuridad, y exposicién a 3 horas de luz solar directa. (Las

caracteristicas fisico-quimicas del agua se muestran en el Anexo 7).
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Para el désarrolio y estandarizacién de fa cria de caracoles, se colectaron ovisacos, que
fileron cultivados independientemente de fos adultos.

.- -y » - (:;- “;.‘ wfier |

i B MO IR A2 R
Fig. 13 Mantencion de caracoles en Fig. 14 Control de temperatura y humedad
plantulas de berro yaigas en los acuarios
Distribuci6n de acuarios:

Se dispusieron los acuarios para la mantencién de los caracoles de ¥a Siguienite memeia:
Acuario 1: Caracoles provenientes de San Jeronimo (sin C. limmaei)

Acuario 2: Caracoles provenientes de Katafiiray (con C. /imnaei)

Acuario 3: 215 Caracoles provenientes de San Jer6nimo con infeccién inducida por 5
miracidios.

Acuario 4: 30 Caracoles provenientes de San Jer6nimo (no colonizados con C. Zimmazi)
con infeccién inducida por 10 miracidios.

Acuario 5: 30 Caracoles provenientes de Katafiiray (colonizados con C. fimmazi) con
infeccion indacida por 10 miracidios.

Acuario 6: Ovisacos

2.3.7 Disefio experimental del cicdlo biolégico de F. hepatica

2.3.7.1 Obtencion de miracidies

infectados fizeron reconocidos por la presencie de nbdulos quisticos que contentam
parésitos adultos bafiados en un Hauido turbie, més o menos hemomégico que comtiiene
los hueves del parisito como indica Euzéby (2001), colectando los hmevos de F.
hepatioa de vesicola y condiocto biliar de 3 ligados de ovimos com Pascivliosis,
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sacrificados en el Camal Municipal de San Jer6nimo, durante el mes de enero del 2011.
Las muestras hepato-biliares fueron transportadas en frascos de plastico con cierre
hermético al laboratorio, donde se tamizaron en 60 hilos por pulgada trasvasando a una
probeta de 1000 mL de capacidad (Fig. 15), aforando con 1000 mL de agua hervida fria
con un pH = 8,15, conductividad eléctrica = 354,00 uS.cm™, dureza = 233,60 mg.L",
de CaCOs;, y cloruros = 14,90 mg.L'1 los cuales fueron valorados en la Unidad de
Prestaciones de Servicio de Analisis Quimico del Departamento Académico de Quimica
de la Universidad Nacional de San Antonio Abad de Cusco. Se dej6 sedimentar por 3 Ih,
se elimind el sobrenadante, se afor6 nuevamente hasta los 1000 mL y se dejo
sedimentar nuevamente por 3 h. Se repiti6 este procedimiento de lavado por 5 a 6 veces,
hasta obtener un sedimento lo mas claro posible (Valenzuela, 1998). Se colocé 20 mL
de este sedimento por placa petri, fueron incubados en presencia de una lampara
eléctrica de 25 watts encendida como fuente de luz constante (Fig. 16). Se mantuvo la
temperatura de la incubadora a 26°C, compensando la pérdida hidrica. Las muestras se
examinaron diariamente al M. estereoscopico Labomet CZ M6 y al microscopio

Olimpus CX31 a 56, 160, y 640 X hasta la eclosion de los miracidios.

Fig. 16 Incubacién de huevos de F. hepatica

ig. 15 Sedimentacién de
huevos de F. hepatica

2.3.7.2 Infeccion experimental de caracoles con miracidios de F.

hepatica
A once dias de incubacién, préximo a la eclosién de miracidios, los huevos de F.

hepatica embrionados; vistos en el M. estereoscopico y con la ayuda de una jeringa
descartable de 1 mL de volumen con aguja de 0,40 mm x 13mm, fueron distribuidos en
numero de 5 por pocillo Num maxisorp de multiplacas de ELISA (Fig. 17). Observando

al dia siguiente la eclosion de los miracidios, ya distribuidos en cada pocillo. Los
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caracoles a infectar fueron procedentes de Huayllapampa - San Jerénimo (Grupo B)
(Acuario 2) debido a no estar colonizados por C. limnaei. Para facilitar la infeccion los
caracoles fueron estresados como lo indica Abrous et al. (2001), sometiéndolos a agua
fria (6°C) por 15 minutos, luego fueron distribuidos individualmente con ayuda de
pinzas de diseccion en cada pocillo Num maxisorp (Fig. 18), que contenia a los
miracidios de aproximadamente 1,5 horas de eclosion, tiempo de capacidad optima del
miracidio de F. hepatica para invadir a su hospedero intermediario exitosamente de
acuerdo a Ginetsinskaya (1988). Observando el ingreso de los miracidios a los
caracoles. Después de 2 horas se verificé la ausencia de miracidios en cada pocillo Num
maxisorp como signo inequivoco de penetracion en los caracoles, que serian

mantenidos en un nuevo acuario (acuario 3).
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Fig. 17. 5 Huevos embrionados de F. Fig.18 Ino;:ulacnon de miracidios de-F.-hepaticaven
hepatica, en pocilo Num maxisorp, limneidos distribuidos en pocillos Num maxisorp
100X. de multiplaca de ELISA

2.3.7.3 Diseccidon de caracoles de infeccion inducida

Los caracoles inoculados con miracidios de F. hepatica (acuario 3), cada tres
dias, y a la misma hora, fueron diseccionados en grupos de 5, bajo un M. estereoscdpico
binocular, utilizando el método descrito por Olazabal (1999), que consiste en situar al
caracol en una placa petri, afiadir 3 ml de agua corriente, comprimir al molusco con una
pinza de diseccion, y con ayuda de agujas de diseccion observar al M. estereoscopico y
microscopio la morfologia de esporocistos, redias, cercarias y metacercarias de F.
hepdtica, dentro de toda la anatomia interna del caracol, con especial interés en el
hepatopancreas, rifién y génadas. Durante los primeros dias de diseccion, se confirmo el

numero de miracidios exitosos en infectar a cada caracol, observando el nimero de
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esporocistos que presenta cada caracol infectado. Posteriormente se observd el

desarrollo y multiplicacién de los siguientes estados larvales de F. hepatica.

2.3.7.4 Obtencion de metacercarias

Para la obtencibn de metacercarias se utilizaron caracoles infectados
naturalmente, identificindolos por poseer mayor tamaiio (gigantismo) (Wilson &
Denison, 1980; Ginetsinskaya, 1988; Dalton, 1998), debido a que durante la migracién
del esporocisto a través de los tejidos del caracol (al inicio de la infeccion) induce
incremento del tamafio del caracol, aumentando aproximadamente el doble de los
caracoles no infectados (Thompson, 1997; Dalton, 1999), teniendo en cuenta que los
limneidos colectados provienen de zonas endémicas para fasciolosis, se diseccion6 50
caracoles de cada grupo mediante la técnica de Olazabal (1999), encontrando estadios
larvales de F. hepatica s6lo en caracoles de mas de 9 mm de longitud con el 1% de
caracoles infectados en el grupo A, y el 2 % de caracoles infectados en el grupo B.

Durante la diseccion de los caracoles infectados, se observé en el M.
estereoscopico el movimiento y la morfologia de centenares de redias y cercarias, las
cuales fueron apartadas de los restos del caracol con la ayuda de agujas de diseccién;
una hora después, las cercarias iniciaron su metamorfosis a metacercarias, perdiendo su
cola y enquistando en la superficie de cada placa petri , éstas se mantuvieron 7 dias
incubadas en agua a 26°C, en presencia de luz para cerciorar su maduracion, viabilidad

(Alcaino & Apt, 1989; Ginetsinskaya, 1988) e infeccion en ratas.
2.3.7.5 Inoculacion de metacercarias en R. norvegicus

Se empled el método alternativo para la administracion oral en ratas ideada por
Dabrowski & Herrero (2008) (Anexo 8) que consiste en la preparacién de gomitas de
gelatina con leche (Fig. 19) y su administraciéon como vehiculo aditivo oral de
infeccion, que es ventajoso por ser econémico, practico, sin stress para el investigador
ni animales, y evita lesiones de es6fago. Se transfirieron 20 metacercarias del interior de
las placas petri donde enquistaron, hacia la superficie de cada gomita (Fig. 21 y 22)
manipulando dos agujas de diseccién, de 0,40 mm de ancho x 13mm de largo y en
observacion simultinea de 2 M. estereoscopico s (Fig. 20), para luego ser transportadas

al bioterio.
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Fig. 19 Gomitas de leche en gelatina Fig. 20 Transferencia de metacercarias

i

Fig. 21 Gomita con 20 metacercarias Fig. 22 Metacercarias en la superficie de la
gomita, vista en el M. estereoscépico

Previamente en el bioterio, las ratas a infectar fueron pesadas en balanza digital,
distribuidas en jaulas individuales (Fig. 23) y mantenidas en ayunas hasta su
inoculacion, mediante su primer alimento del dia (Fig. 24). 6 ratas de la cepa
Holtzmann, de sexo masculino, de 32 a 36 g de peso y de 38 dias de nacidas, fueron
infectadas con una dosis de 20 metacercarias de F. hepatica por rata, dicha dosis es
indicada por Olazabal, ef al., (1999) y Ordoiiez, (2009). Confirmandose después de 20
minutos que cada rata terminé completamente su gomita (Fig. 25), ingiriendo asimismo

las 20 metacercarias de F. hepatica que contenian.
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Fig. 23 Disposicién de las ratas individualmente Fig. 25 Confirmacion de infeccién inducida

2.3.7.6 Mantencion y cuidado de las ratas

Las ratas inoculadas fueron cuidadas apropiada y humanitariamente en 2 jaulas
acondicionada en el bioterio de la Facultad de Medicina Humana de la UNSAAC (Fig.
26), en condiciones ambientales controladas, a una temperatura regulada por un
calefactor de aceite Focus 2000 CATA entre 20 — 24°C, una humedad relativa de 55 +/-
10% medidas por un termohigrometro digital Radioshack (Ministerio de la presidencia
— Espaiia, 2005), luz artificial mediante fluorescentes con incidencia oblicua, de forma
tal que todas las jaulas, independientemente de su ubicacién, reciban intensidades
similares (Nail & McKay, 2003), un fotoperiodo de 12 horas luz/oscuridad, y
ventilacion adecuada que genera diferencia de presiones entre ambientes. Ademas los
lechos de las ratas fueron acondicionados con viruta de eucalipto esterilizados en
autoclave a 121 °C, 15 libras de presion durante 15 minutos (Sharp & La Regina, 1998)
la comida que se suministré a las ratas fue maiz, purina y pienso para gatos también
esterilizado en autoclave, y la bebida fue agua hervida entibiada. (Sharp & La Regina,
1998). Diariamente se desinfect6 todas las superficies de trabajo de los ambientes del

bioterio con una solucion de hipoclorito de sodio al 0,05%.
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Fig. 26 Mantenimiento de ratas infectadas en bioterio

2.3.7.7 Analisis coproparasitoscépico de las ratas

A partir del dia 30 post-infeccion, diariamente, se realizé un analisis cualitativo
recolectando las heces de las ratas inoculadas con F. hepatica para verificar el dia de
inicio de la ovoposicion de los adultos de F. hepatica (periodo prepatente).

Posteriormente se procedié a contar el nimero de huevos de F. hepatica en
heces de las 6 ratas. Como la emisiéon de huevos por individuo muestra fuertes
fluctuaciones diarias en murinos (Ordofiez, 2009), se hizo necesario repetir los
examenes por 15 dias, y obtener datos cuantitativos fiables, para ello a los 86 dias post-
infeccidn, las ratas fueron nuevamente distribuidas en jaulas individuales (Fig. 27). Se
recolecté el material fecal del dia, de cada rata en frascos de plastico de boca ancha
(Fig. 28), se transportaron diariamente al Laboratorio de Parasitologia, para el analisis
coproparasitoscopico se utilizé el método de concentracion simple por sedimentacién o
método de Lumbreras (Anexo 9), especialmente Wtil para la basqueda de huevos F.
hepatica (INS Manual de procedimiento de laboratorio, 2005). Las muestras fecales
fueron homogenizadas en tubos de ensayo empleando una varilla de vidrio, y filtradas
en coladeros de 60 hilos/pulgada hacia una copa de sedimentacion de 250 mL, se dej6
sedimentar por 30 minutos, se decanté las 2/3 partes del contenido del vaso y agregd
agua hasta llenar el vaso, repitiendo este paso entre 3 6 4 veces, hasta que el

sobrenadante quede limpio (Fig. 29). Se transfirié el sedimento en tubos de ensayo
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graduados de 10 mL. mediante un embudo de cristal, se dejé sedimentar, y se eliminé el
sobrenadante; midiendo los voliimenes de los sedimentos fecales obtenidos (Fig. 30),
luego con una pipeta de 1 mL, se transfirieron 0,2 mL de cada sedimento a las ldminas
porta-objetos, agregando una gota de azul de metileno al 1 % (colorante de fondo) para
resaltar los huevos de F. hepatica en amarillo dorado, efectuando cada frotis
correspondiente, en cada muestra se contaron los huevos de F. hepatica observados en
la totalidad de la lamina leyendo en el microscopio a 40 X (aumento total). El resto de
los sedimentos fueron almacenados en tubos de ensayo con tapa de 12 mL afiadiéndoles
una gota de formol al 10% para su conservacién. Con el nimero de huevos observados
en cada lamina que contenia 0,2 mlL de sedimento fecal, se proyecto el nimero total de
huevos de F. hepatica contenido en todo el volumen del sedimento fecal obtenido de

cada rata durante los 15 dias de analisis.

Fig. 27 Distribucidn de las ratas en jaulas
individuales

2

Fig. 30 Medicidn del sedimento fecal de cada rata

2.3.7.9 Necropsias de las ratas

El sacrificio de las ratas infectadas con F. hepatica se llevé a cabo a los 100 dias
post infeccién, para ello, las ratas fueron pesadas en balanza analitica y luego

transportadas al laboratorio de parasitologia de la Facultad de Ciencias Biologicas,
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realizandoles una técnica de eutanasia, para lo cual, se embebié un algodén con 2 mL de
cloroformo y se coloco en el interior de un desecador de vidrio de tapa hermética donde
se indujo a dormir por inhalaciéon al animal (Fig. 31), procediendo a su dislocacion
cervical. Una vez el animal fallecido se le ubic6é en posicion cubito dorsal sobre el
tablero de diseccion, se corté la piel del animal con unas tijeras a lo largo de la linea
medio-ventral y se separ6 cuidadosamente, con la ayuda de pinzas, del tejido muscular
subyacente. Después se levant6 la pared abdominal con las pinzas y se corté desde la
ingle hasta el apéndice xifoides. De esta forma se retir6 la capa muscular para visualizar
el conjunto de la cavidad abdominal (Fig. 32).

Dado que en F. hepatica el microhabitat de parasitacion especifico del adulto es
el higado, se realizé un minucioso estudio de este 6rgano in situ para observar si existen
lesiones en el parénquima hepatico y si los canales biliares estan engrosados, lo que nos
indicaria la presencia de adultos en su interior. Luego se aisl6 el higado cortando el
canal biliar principal a la altura de su union con el intestino buscando lesiones
macroscdpicas si las hubiera, pasando luego a estereoscopia constatando que los
canales biliares parasitados aumentan mucho su didmetro en la fase de estado, siendo
facil detectar si existen adultos de F. hepatica en ellos.

Abriendo el canal con una tijera, los digeneos adultos salieron vivos,
procediéndose a su recoleccion y fijacion. Posteriormente se efectué un lavado con

suero fisiologico tanto de la cavidad abdominal como de los distintos 6rganos para tener

la seguridad de 1a total recuperacion de los parésitos, procediendo a su morfometria.

Fig. 31 Relajacién en desecador de cierre hermético Fig. 32 Necropsia de rata 64



Ademas se determiné la potencia invasiva (PI) corroborando el niimero de
adultos de F. hepatica encontrados y su confrontacion con el niimero de metacercarias
inoculadas (20), y la extension de la invasion (EI) Comparando la cantidad de animales

encontrados parasitados en la necropsia con cantidad de animales inoculados en cada

grupo.

2.3.8 Identificacion de la subespecie de Chaetogaster limnaei

Existen dos subespecies de Chaetogaster limnaei ocupando dos diferentes nichos en
caracoles limneidos (ectosimbionte y endosimbionte). La identificacion de subespecie
se basé en caracteristicas morfologicas (Fig. 33) y dieta (Gruffyd, 1965) mostrados a

continuacion:

1. Ectosimbionte — promedio de nimero de quetas en 4 segmentos:

* Segmento 2: 18.7, Segmento 6: 16.3, Segmento 7: 19.2 Segmento 8:20.1

* Contenido intestinal: principalmente diatomeas....... Chaetogaster limnaei limnaei

2. Endosimbionte - promedio de nimero de quetas en 4 segmentos:

* Segmento 2: 12.4, Segmento 6: 12.0, Segmento 7: 13.1, Segmento 8: 12.9
» Contenido intestinal: células renales de caracol. ..... Chaetogaster limnaei vaghini

(Patti, et al., 2008)

Fig. 33 Identificacion de segmentos de importancia taxonémica en Chatogaster limnaei

Patti, et al., 2008
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2.3.9 Estimacion de la eficiencia del control natural de C. limnaei
Iimnaei

Para medir la eficiencia de C. limnaei como controlador natural de F. hepatica,
se inoculé miracidios en caracoles limneidos, con la técnica anteriormente descrita. Para
ello se utilizd dos grupos de caracoles, 30 caracoles colonizados con C. limnaei,
procedentes de Katafiiray (Acuario 2) y 30 caracoles no colonizados con C. limnaei
procedentes de San Jerénimo (Acuario 1). Los caracoles de ambos grupos fueron
inoculados con 10 miracidios, y mantenidos por 40 dias (Acuarios 4 y 5
respectivamente), el dia 40 post-inoculacion se realizdo la diseccion de todos los
caracoles con la técnica descrita por Olazabal (1999) para la verificacion de la presencia
o ausencia de la infeccion de F. hepatica en los tejidos de los caracoles, a través del M.

estereoscopico, en busqueda de sus estadios larvales desarrollados.

2.3.10 Calculo de miracidios ingeridos por C. limnaei limnaei, por
unidad de tiempo

Nuevamente se obtuvieron miracidios siguiendo la técnica utilizada por Iturbe y
Muiiiz (2010), calculando la densidad de miracidios por cm® en placa petri,
considerando que se obtienen gran numero de miracidios de 150 pm de tamafio
(Cordero del Campillo et al., 1999). Para ello, se enfocé en un M. estereoscopico la
placa petri que contenia a los huevos de F. hepatica cercanos a eclosionar, situandola
encima de una hoja de papel milimetrado, cuantificando el niimero de huevos

embrionados en 20 campos de 25 mm? de 4rea seleccionados al azar (Tabla 3).
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Tabla 3. Medicion de la densidad de miracidios en placa petri

N.de | N. de huevos de F. |N. de huevosde F.|{ N. de | N. de huevos de F. {N. de huevos de F.
campo| h. embrionados en | 4. embrionados en |campo| /. embrionados en |A. embrionados en
25 mm® 1 cm® 25 mm* 1 cm®

1 126 504 11 130 520

2 128 512 12 143 572

3 148 592 13 109 436

4 140 560 14 125 500

5 146 584 15 124 496

6 136 544 16 126 504

7 111 444 17 132 528

8 132 528 18 134 536

9 117 468 19 128 512

10 142 568 20 127 508

Los datos de la densidad de miracidios en la placa petri, se muestran en la Tabla

4, en la que se concluye en una variabilidad del 8,14%, considerado el calculo preciso.

Tabla 4 Resultados de la estadistica univariable para determinacién de

densidad de miracidios por unidad de area.

Numero de campos medidos

20

Valor Min. de miracidios

436 miracidios/cm”

Valor Max. de miracidios

592 miracidios/cm®

Sumatoria 10416 miracidios/cm’
Promedio 520,8 miracidios/cm”
Error estandar 9.47729 miracidios/cm®
Varianza 1796,38
Desviacién estandar 42 3837
Coeficiente de variacion 8.1382 %

15 caracoles colonizados con C. limnaei fueron distribuidos en 3 grupos de 5 y

situados en la placa petri que contenia la poblaciéon de miracidios de densidad conocida

durante 5, 10 y 15 minutos respectivamente, iniciando simultdneamente esta exposicion;
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observando que alrededor la abertura de las conchas de los caracoles se situaban los C.
limnaei, intentando devorar a la mayor cantidad de miracidios que se ubicaban a su
alcance. Inmediatamente después de las exposiciones los caracoles fueron diseccionados
por la técnica de Olazabal (1999), aislando mediante las agujas de diseccion, todos los
C. limnaei que hospedaba cada caracol, y cuantificando el nimero de miracidios dentro
del estobmago de cada anélido, mediante microscopia a 100 X de aumento,

aprovechando la transparencia de su cuerpo.

2.3.11 Tratamiento estadistico

Para el tratamiento estadistico las mediciones cuantitativas y cualitativas fueron
almacenados en una base de datos en el programa Microsoft Office Excel 2007 y
analizados por el Paquete Estadistico SPSS 15.0 para Windows, considerando como
significativo un p < 0.05, para la interpolacion de puntos se utilizo el software Curve
Expert, version 1,4.

Para el procesamiento de los datos y el calculo de valores maximo y minimo asi
como las medias desviacion estandar, erros estandar y coeficientes de variacion, se
recurri6 al paquete estadistico Microsoft Office Excel 2007; Para el analisis estadistico
de los datos se utilizaron los siguientes test estadisticos: Coeficiente de correlacion de
Pearson, el andlisis de la varianza (ANOVA) de una via, la prueba e homogeneidad Chi
cuadrado; y la T de Student para muestras independientes. Dichos analisis se llevaron a
cabo con el Paquete Estadistico SPSS 15.0 para Windows, considerando como

significativo un p < 0.05.

2.3.11.1 Calculo del potencial bidtico de F. hepatica

Con la cuantia del numero de todos los estadios larvarios de F. hepatica, tanto
en limneidos y R. morvergicus, se estimé la funcién matematica de crecimiento
poblacional que mas se ajusta, v mediante el calculo de la formula exponencial se

[+
.

estimara el potencial bidtico
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2.3.11.2 Estimacion de la eficiencia de C. limnaei, mediante la prueba
de Homogeneidad (Chi-cuadrado)

El interés de esta prueba es determinar si la infeccién de caracoles expuestos a
10 miracidios son significativamente homogéneos en desarrollar la infeccion de F.
hepatica. Para esta estimacion se pondran en contacto 10 miracidios en cada uno de 60
caracoles. 30 colonizados con C. limnaei y 30 no colonizados. Tomando en

consideracion un nivel de significancia del 95%. Mediante una tabla de contingencia

2.3.11.3 Estimacion del ndimero de miracidios devorados por C
Iimnaei por unidad de tiempo.

Se utilizard una placa de petri conteniendo una poblacion estadisticamente
infinita de miracidios de densidad poblacional conocida, en donde se expondran
simultdneamente 15 caracoles, procedentes del grupo A, colonizados con C. limnaei, en
los siguientes subgrupos:

1. 5 caracoles por 5 minutos

2. 5 caracoles por 10 minutos

3. 5 caracoles por 15 minutos

Para el contraste de hipétesis en las que el nimero de medias (variables categoricas) a
comparar sea superior a dos, utilizamos la prueba del analisis de la varianza (ANOVA).
Con la hipotesis siguiente: La capacidad de C. limnaei de devorar miracidios de F.
hepatica no es directamente proporcional a su tiempo de exposicion en una poblacion

infinita de miracidios durante 5, 10 y 15 minutos.
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CAPITULO III. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Colecta de caracoles

En Huayllapampa, San Jerénimo (Grupo B) midiendo el indice de abundancia de
captura por unidad de esfuerzo, tuvo una abundancia de 150 caracoles por hora a las 15
horas del dia 12 de febrero del 2011, con un total de 400 caracoles colectados; y la
colecta en la Joya, Katafiiray (Grupo A) tuvo una abundancia de 60 caracoles por hora,
a las 15 horas del dia 05 de febrero del 2011, colectando un total de 150 caracoles.

3.2 Identificacion de la especie de caracol por comparacién
comprension

Tomando en cuenta patrones externos de identificacion, se observé que ambas
poblaciones de caracoles, procedentes de ambos grupos poseen las siguientes
caracteristicas conquiologicas: tipo de concha globosa, sin opérculo de orientacion

-dextrogira. Caracteristicas semejantes al género Lymmaea (Figs. 24 y 25).

Fig. 24 Caracteristicas conquioldgicas y morfometria en mm de caracoles procedentes de
Huayllapampa, San Jerénimo, Cusco. Vista en el M. estereoscépico .
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Fig. 25 Caracteristicas conquioldgicas y morfometria en mm d
Joya, Kataiiray, Cusco. Vista en el M. estereoscdpico.

e caracoles procedentes de La

Los caracteres conquildgicos, LC=Largo de concha, AC=Ancho de concha,

LA=Largo de abertura, AA=Ancho de abertura y LE=Largo de espira e indice candnico,

medidos de 60 caracoles se expresan en la Tabla 5:

Tabla 5. Morfometria de conchas de caracoles limneidos colectados en
Huayllapampa (Grupo B) y La Joya (Grupo A)

Caracoles del Grupo B

Caracoles del Grupo A

Medidas
Media o . Media L
(mm) Desviacion Desviacion
error A Rango error , Rango
. estandar . estandar
estandar estandar
largode | 5081014 0,76 35-7 | 6,05:0,19 1,06 35-8
concha ’ ’
Anchode | 385+006 | 0,34 22-36 | 315:009 | 05 2-4
concha T
Largode | 2 644+0,07 0,39 2,1-38 | 3131011 0,6 2-4
abertura T
Anchode | 1 74:+0,04 0,21 1,4-23 | 197+0.06 0,34 1,3-2,7
abertura ’ '
Largode | 2,60+0,07 0,39 2-33 | 29440,12 0,67 19-48
espira T
Indice 3,16x0,06 0,31 2,5-3,4 | 315:0,10 0,54 1,98-4,86
candnico T

En la cuantificacion de los resultados se empleé como medidas de posicion la

media aritmética y como medidas de dispersion, el error estandar, rango y desviacion
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estandar. Se compararon los promedios de las medidas morfométricas de los caracoles
colectados con medidas morfométricas patrones de ejemplares de coleccion del Museo
Nacional de Brasil (Ueta, 1989), indicado en la Tabla 6.

Tabla. 6. Medidas conquioldgicas comparativas en mm de las conchas de L.
columella, L. viatrix, L cubensis (Ueta, 1989) y los caracoles colectados en
Huayllapampa (Grupo B) y La Joya (Grupo A)

largode | Anchode Largode | Anchode | Largode fndice
Especie
laconcha | laconcha { abertura abertura espira candnico

L columella | 6,4%1,17 | 3,7%0,67 | 4,510,89 | 2,7:051 | 0,630,10 | 1948

L. viatrix 6,9+0,21 | 4,2+0,07 | 3,8+0,09 | 2,540,08 | 1,5%0,10 3,050

L. cubensis 6,6+0,21 | 4,2+0,12 | 4,040,15 | 2,6+0,08 | 1,0+1,05 2,665

CafacO'eSBde' 5,08£0,14 | 2,85:0,06 | 2,6410,07 | 1,7410,04 | 2,60:0,07 | 3,16:0,06
grupo

Caracoles del
grupo A

6,05£0,19 | 3,15+0,09 | 3,1310,11 | 1,97+0,06 | 2,94+0,12 | 3,1510,10

Para calcular el grado de asociacion lineal de los 6 caracteres conquiolégicos
mostrados en la Tabla 6, se estimo el indice de correlacion de Pearson, resultados
reflejados en la Tabla 7.

Tabla 7 Coeficientes de correlacion entre las medidas de las conchas

L. columella L. viatrix L. cubensis
Caracoles del grupo B 0,666 0,852(*) 0,767
Caracoles del grupo A 0,731 0,879(*) 0,805

* La correlacion es significante al nivel 0,05

Los resultados indican por tanto, que existe evidencia estadistica de existencia
de semejanza entre las medidas morfométricas de los caracoles procedentes del grupo
B, grupo A y las medidas tedricas de L. viatrix. Ademas, mediante la prueba T de
student, se comprob6 estadisticamente que no existe diferencias significativas entre el
indice candnico tebrico mostrado de L. viatrix = 3,050 (Ueta, 1989) y los indices

canénicos de los caracoles de ambas procedencias. A un 95% de confiabilidad, se
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obtuvo un valor de p = 0,0626 > 0,05 para los caracoles del grupo B; y p =0,3179 >

0,05 para los caracoles del grupo A.

3.3 Mantencion de caracoles

Se tuvo los resultados expresados en la Tabla 8.

Tabla 8. Porcentaje de supervivencia de caracoles

Frecuencia absoluta Frecuencia relativa
Caracoles vivos 163 75,813%
Caracoles hallados muertos 52 24,187%
Total de caracoles 215 100%

El método ejecutado para la crianza de caracoles limneidos, dio un porcentaje de
supervivencia para los caracoles inoculados con miracidios de F. hepatica del 75, 81 %.

Y un porcentaje de mortalidad del 24, 18 %.

3.4 Diseiio experimental del ciclo bioldgico de F. hepatica
3.4.1 Obtencién de miracidios

Se observd que en presencia de luz, a 26° de temperatura la eclosion de los
huevos de F. hepatica de procedencia ovina fue de 11 dias y 14 horas (278 horas).
Observando la eclosion simultanea de los miracidios (Fig. 34), y mediante microscopia
de campo claro algunas caracteristicas anatémicas externas como su forma ovoide, la
presencia de cilios alrededor de su cuerpo, su papila mévil y sus placas oculares (Fig.
35), estas larvas fueron pereciendo aproximadamente a las 12 horas después de

eclosionar.

Fig. 34 Miracidios recién eclosionados a 100 Fig. 35 Miracidio en agua a 640 X. 73




3.4.2 Infeccién experimental de caracoles con miracidios de F.
hepatica

Los 215 caracoles a infectar han sido expuestos individualmente a 5 mi;acidios

de aproximadamente 1,5 horas de eclosion, observando el ingreso de algunos miracidios

a los caracoles mediante el Microscopio estereoscopico (Figs. 36 y 37).
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Fig. __36 Infecciéon experimental de F. Fig. 37 Penetracion de miracidio en

hepatica en Lymnaea viatrix por el pie, vista Lymnaea viatrix, por el manto vista al M.
al M. estereoscépico. estereoscadpico.

Se evidencié que los miracidios eran guiados mediante su quimiotactismo al
aglomerarse alrededor de los caracoles, para luego sujetarse utilizando sus papilas
apicales e intentar penetrar al caracol limneido mediante constricciones y elongaciones

de su cuerpo.

Tabla 9. Porcentaje de infeccidn experimental de limneidos con miracidios

de F. hepatica.

Frecuencia absoluta Frecuencia relativa
Caracoles infectados 117 71,78 %
Caracoles no infectados 46 28,22%
Total de caracoles 163 100%
diseccionados

Posteriormente efectuada la infeccion experimental con 5 miracidios y diseccién
de un total de 163 caracoles, se observé mediante el M. estereoscopico y microscopio
biologico de campo claro la presencia de estados larvales de F. hepatica en 117
caracoles, indicando el indice de infeccién experimental inducida en un 71,78 %. Los
caracoles que no desarrollaron la infeccion fueron 46 ejemplares, representando un
28,22%. Indicado en la tabla 9.

~

74



3.4.3 Diseccion de caracoles de infeccion inducida

El tiempo promedio de la evolucion de estadios larvales dentro de los limneidos
hasta la formacion de cercarias en las condiciones ambientales controladas en el
laboratorio, fluctué hasta los 81 dias post-infeccion. Dias en los que se evidencid
mediante diseccion bajo el M. estereoscopico y microscopio biologico de campo claro
el desarrollo y multiplicacion partenogenética de F. hepdtica.

A los 3 dias post-infeccion, se observd esporocistos en diferentes tejidos del
caracol, cuyos tamafios y formas son atn similares al de los miracidios (Fig. 38), otras
caracteristicas en comun facilmente distinguibles en el microscopio fueron la
conservacion de sus papilas mdviles (6rgano perforador), placas oculares aun

distinguibles y la pérdida parcial de sus cilios (Fig. 39).

Grgano

perforador f

Mancha |

ocular | ) :

| S

“Fig. 38 Esporocisto, 100X Fig. 39 Esporocisto, 400

T

A los 6 dias post-infeccion, los esporocistos fueron observados en el
hepatopancreas del caracol, estos duplicaron su tamafio, todavia presentan escasos cilios
aun distinguibles alrededor de su papila, toman formas maés circulares, no pudiendo ya
distinguirseles sus placas oculares en el microscopio (Figs. 40 y 41).

Organo ; 3
‘perforador. e

" ' i1l Organo /V ST ‘
) A ‘ 1 i‘l perforador|

Fig. 40 Esporocisto, 100X Fig. 41 Esporocisto, en coloracion cristal
violeta 100X.
A los 9 dias post-infeccion los esporocistos crece un poco mas, situados en el

hepatopancreas y/o también en las células renales y corazén del caracol, las células
germinales en su interior que daran origen a elementos larvales posteriores empiezan a

diferenciarse de mejor manera aumentando de tamafio, todavia conservan y son
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distinguibles sus papilas, pero no sus placas oculares (Fig. 42), sin embargo todavia

presentan cilios que poseen movimientos vibratorios en su parte anterior, alrededor de

sus papilas (Fig. 43).

Organo ",
perforador

Organo —
perforador| S

Fig. 42 Esporocisto, 100X Fig. 43 Parte delantera de esporocisto, 400X

A los 12 dias post-infeccion, se observo que el esporocistos aumenta mucho
mas su tamafio y se alargan, perdiendo sus cilios completamente y sus organos

perforadores ya no son visibles en el microscopio bioldgico de campo claro (Fig. 44 y

45).

 Fig. 44 Esporocisto, 100X.

. Fié. 45 Espord&étd en safranina ,100X.
A los 15 dias post-infeccion, los esporocistos son maduros, alargados y

presentan formas irregulares (Figs. 46 y 47).

)

Fig. 46 Esporocisto, 100X. ‘ Fig. 47.Esporocisto, 100X.

A los 18 dias post-infeccion se observa que la madres esporocistos origina la
primera generacion de redias, las cuales se liberan por rompimiento de las paredes del

cuerpo de la primera a causa posiblemente de la presién que se ejerce en sus paredes
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internamente (Figs. 48 y 49), las redias de primera generacion aun no son reconocibles,

s6lo se observan células germinales libres que inician su diferenciacién.

. o
: r
e
| Redias ¢
! germinales e ‘ e N
Fig. 48 Madre esporocisto desgarrada, Fig. 49 Esporocisto desgarrado, 400X.

vista en el M. estereoscdpico.

A los 21 dias post infeccidn, las células germinales contintian su diferenciacion a
redias de primera generacion fuera de la madre esporocisto, las cuales se distinguen por
desarrollar un aparato bucal y un eséfago, distinguible por la presencia de dos grandes
células reniformes (Figs. 50 y 51).

o N B n 3 ‘.'5‘*-,,;/* z
Fig. 50 Redias germinales de F. hepatica, Fig. 51 Redia de F. hepatica, 400X.
100X.

A los 24 dias post infeccién aun se observa el rompimiento de las paredes de
madres esporocistos de tamafio mayor y simultaneamente el crecimiento acelerado del
tamafio de redias (Fig. 52) en las células renales del caracol (Figs. 53), que presentan un
leve desarrollo de un par de pseudépodos delante y un par de pseudépodos detras de su

cuerpo que les es 1til como Organos auxiliares de locomocion.

i
ook
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"Esporocisto , ,
Rifién del °*

Redia

e

Fig. 52 Esporocisto desgarrado y rediade  Fig. 53 Desarrolio de Redia de F.
primera generacion, 100X. hepdtica en rifion de L. viatrix, 100X.

caracol
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A los 27 dias post-infeccion las redias de primera generacién son distinguibles

por su desarrollado aparato bucal y pseud6podos (Figs. 54 y 55).

- Aparato
bucal

a

Flg 54 Redla de F hepat/ca 100X.

Aparato |
bucal ? K

Ty T - - " T
i . B
I f . . 5 N
B g B A

Fig. 55 Redia de F. hepdtica, 100X

Al dia 30 post-infeccion algunas redias de primera generacién se desgarran en

sus paredes y liberan a redias de segunda generacion que aun son células germinales

(Flgs. 56 y 57)
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Redias | s h{’ .
{ germinales - ' k “?'

Fig. 56 Redlas de pnmera generacuon o

desgarradas, 100X.

Redia
germmal

Fig. 57 Redla de prlmera generacnon
desgarrada, 100X.

Al dia 33 post-infeccion se observd que estas células germinales inician su

diferenciacion en redias de segunda generacién también desarrollando un aparato bucal

(Flg 58 y 59)

i T o i

Flg 58 Redla germlnal de segunda
generacion, 100X.

§ ’ Ve T v v
R p Sl
v . . . Lot
54: . ' . .o

Fig. 59 Redla de segunda generaCIon "100X.
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A los 36 dias post infeccion se presencié que las redias de segunda generacion
aumentan de tamafio rapidamente, desarrollan dos pares de pseudépodos y una gran

mancha negra después de su ventosa bucal (Fig. 60 y 61),

e Células

germinales

LTI
' Ventosa ;\D .
; ! 7,

RN N

§ Pseudopodos l,

Fig. 60 Redia de segunda generacién, 100X. Fig. 61 Redia de segunda generacion, 100X.

Hasta aproximadamente el dia 51 post-infeccion, las redias de segunda
generacion aumentan de tamafio, su mancha negra es mdas intensa y sus células
germinales internas aumentan de tamafio y maduran adquiriendo un color mas oscuro.
(Figs. 62 - 72).

Desarrollo de F. hepatica a 39 dias post-infeccion

Células
1 germinales

!

ST T N . « ’L_._ - _ ) e e = s @

Fig. 62 Redias de segunda generacién, 40X. Fig. 63 Redias de segunda generacion, en
coloracién compuesta alcohol, safranina,
verde de malaquita (1:1:1), 100X.

Desarrollo de F. hepatica a 42 dias post-infeccion

"
“w

Fig. 64 Redia de segunda generacion, 100X. Fig. 65 Redia de segunda generacion, 100X.
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Desarrollo de F. hepatica a 45 dias post-infeccion

Fig. 66 Redia de segunda generacién, 100X. Fig. 67 Redia de segunda generacién, 100X.

Desarrollo de F. hepatica a 48 dias post-infeccion
V = v " : @

U |

R Sar

0 [
- | . .
e et e s e i e o e e s e £ i i

kal
-2 8

Flg 68 Redias de segunda generaéién, 4OX.M Fig. 69 Redia de segunda generacion, .100X.m

Desarrollo de F. hepatica a 51 dias post-infeccion

e = g » . et et

L o i N : & De
Fig. 70 Redias de segunda, vista al M.
estereoscoépico .

lgig. 71 Redia de segunda generacion, 100X.

A los 54 dias post-infeccion se observan las primeras cercarias al exterior de las
redias de segunda generacion, sin embargo aun no estdn maduras por lo que sus flagelos

no tienen movimiento (Fig. 72 y 73).
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Desarrollo de F. hepatica a 54 dias post-infeccion

" Cercarias
4 inmaduras

1

RO A NIRRT I IR A W e S VI
Fig. 72 Redias de segunda generacion y Fig. 73 Redias de segunda generacion

cercarias, vista en M. estereoscdpico. liberando su contenido interior, 100X.

@
N
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A los 57 dias post-infeccién se observa mayor cantidad de cercarias maduras
libres, que tienen la capacidad de poder nadar, aunque la mayoria de redias de segunda
generacion mantienen sus embriones aun inmaduros (Fig. 74 y 75),

Desarrollo de F. hepatica a 57 dias post-infeccion

I Rediasde |
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Fig. 74 Redias de segunda generacién y Fig. 75 Cercarias emergiendo de redia de
cercarias, vista en M. estereoscopico. segunda generacion, 100X.

Sin embargo los subsiguiente dias las cercarias maduran adquiriendo un color
oscuro dentro de las redias de segunda generacion, la cantidad de cercarias libres que
tienen mayor capacidad de nadar gracias a su cola desarrollada, estin también
caracterizadas por presentar ventosas, (Figs. 76 — 79, 81, 82). Del dia 63 al 72 post-
infeccion, se observa un aumento vertiginoso en el niimero de cercarias maduras, que
exhiben un movimiento vibratorio al momento de mover sus colas para nadar al mismo
tiempo (Figs. 81 — 87) que en aproximadamente una hora después de liberadas intentan

perder su cola y poder enquistar a metacercarias (Fig. 89).
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Fig. 76 Redias de segunda generacion

maduras y cercarias libres, 100X.

Desarrollo de F. hepatica a 60 dias post-infeccién

Fig. 77 Redia de segunda
maduras y cercaria libre, 100X.

eneracion

Desarrollo de F. hepatica a 63 dias post-infeccion

ST JORPRNE. PR RO S

Fig. 78 Diseccién de L. viatrix infectado,
vista al M. estereoscépico

PRTENCT

Fig. 79 Redias de segu da generaciény

cercarias maduras, 100X.

Desarrollo de F. hepatica a 66 dias post-infeccion
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Fig. 80 Diseccion de L. viatrix infectado,
vista al M. estereoscopico .

Fig. 81 Redia de segundé 'generacién
madura, 100X.

Desarrollo de F. hepatica a 69 dias post-infeccion

Fig. 82 Diseccion de L. viatrix infectado,
40X,

Fig. 83

Cercaria madura, 400X.




Desarrollo de F. hepatica a 72 dias post-infeccion
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Fig. 84 Diseccidn de L. viatrix infectado, Fig. 85 Cercaria madura, 100X.
vista en M. estereoscépico.

Desarrollo de F. hepatica a 75 dias post-infeccion

Ventosa ventral

Fig. 86 Redla de segunda generacnon y Fig. 87 Cercarias maduras, 40X.
cercarias maduras, 40X.

Desarrollo de F. hepatica a 78 dias post-infeccion
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Flg 88 Dlseccmn de L. viatrix infectado, Fig. 89 Cercaria que perdid su cola, 100X.

vista en M. estereoscdpico.

Los dias 78 y 81 post-infeccién, se observan pequefias redias de tercera
generacién, en pequefio tamafio y nimero, el nimero de cercarias dentro del caracol
disminuye (Figs 88 y 90), debido a estas larvas inician sus salidas al ambiente para

poder enquistar a metacercaria y continuar con su ciclo biolégico (Fig. 91).
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Desarrollo de F. hepatica a 81 dias post-infeccion

| S

| Redias de tercera | ;

generacion '
Lo =

Fig. 90 Diseccién de L. viatrix infectado, Fig. 91 Metacercaria, 400X.
vista en' M. estereoscdpico.

Tabla 10 Numero de esporocistos de F. hepatica observados en diseccion

de caracoles infectados experimentalmente

Numero de esporocistos encontrados Promedio
i 4 Caracoles
Dia post- e
Q Q 8 Q Q Sumatoria hallados
infeccién Y @ @ o Y miracidios
o o o (=} o muertos
[T N w H wn exitosos
3 2 1 - - 4 1,33 0
6 1 1 1 - - 3 1 1
9 1 1 - - - 2 1 4
12 4 1 - - - 5 1,67 i
15 2 1 - - - 3 1,5 3
=17 P=1,47 2=9

En el M. estereoscopico y microscopio bioldgico de campo claro, durante la
diseccion de caracoles, fueron observados 17 esporocistos hasta los 15 dias post-
infeccion. De los primeros 25 caracoles diseccionados, 12 caracoles contrajeron la
infeccion con un promedio de 1,47 miracidios exitosos en penetrar al caracol y lograr
desarrollar a esporocisto, se encontraron 9 caracoles muertos en el acuario,

probablemente debido a no tener éxito a adaptarse a las nuevas condiciones ambientales

(Tabla 10).
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Tabla 11 Numero de redias de primera generacion de F. hepatica

observados en diseccion de caracoles infectados experimentalmente

Numero de redias G1 encontrados

, Promedio | Caracoles
P'a po's’t- S g g % & | sumatoria | deRedias | hallados
infeccion é é’_ g g g G1 muertos
= N w o i

18 6 5 5 3 - 19 4,75 4

21 9 8 5 2 1 25 5,00 1

24 7 6 6 4 3 26 5,20 4

27 17 9 6 6 3 41 8,20 3

30 14 14 11 6 - 45 11,25 0

33 16 1 1 - - 18 6,00 0

36 7 3 - - - 10 5,00 3

39 2 1 - - - 3 1,50 0

y=187 | P=5,86 2=15

Se observaron 187 redias de primera generacion desde los 18 dias post-infeccion

hasta los 39 dias post-infeccion. De los 40 caracoles diseccionados, se confirmé que 30

caracoles contrajeron la infeccion y 10 no contrajeron la infeccion. A los 30 dias post

infeccion se observé la mayor cantidad de redias de primera generacion en los caracoles

con un promedio de 11,25 redias por caracol. En este intervalo de analisis se

encontraron 15 caracoles muertos en el acuario. Datos expresados en la tabla 11.
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Tabla 12 Numero de redias de segunda generacién de F. hepatica

observados en diseccién de caracoles infectados experimentalmente

Numero de redias G2 encontrados
. . Promedio | Caracoles
Pla po.s't- Q g? S Q Q Sumatoria | deredias hallados
infeccion n8_: n8_> g ?S_J_ 08_)_ - ertos
= N w £ (2]

33 17 15 - - 32 16,00 3

36 51 30 30 9 . 120 30,00 4

39 49 47 45 39 - 180 45,00 0

42 57 54 31 - - 142 47,33 2

45 94 78 24 - - 196 65,33 1

48 80 62 72 70 | 66 350 70,00 0

51 112 73 47 - - 232 77,33 3

54 108 | 105 9% - - 309 103,00 0

57 98 99 - - - 197 98,50 0

60 102 9 95 49 - 342 85,50 0

63 28 22 20 19 - 89 22,25 2

66 20 17 14 - - 51 17,00 1

69 11 11 10 - - 32 10,67 1

5=2272 | P=5292 | =17

Se observaron 2272 redias de segunda generacion desde los 33 dias post-
infeccion hasta los 69 dias post-infeccion. De los 65 caracoles diseccionados, se
confirmé que 43 caracoles contrajeron la infecciéon y 22 no contrajeron la infeccion. A
los 54 dias post infeccion se observo la mayor cantidad de redias de primera generacion
en los caracoles con un promedio de 103 redias de segunda generacién por caracol. En
este intervalo de andlisis se encontraron 17 caracoles muertos en el acuario. Datos

expresados en la Tabla 12.
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Tabla 13 Numero de cercarias de F. hepatica observados en diseccion de

caracoles infectados experimentalmente

Numero de cercarias encontrados
5 Promedio | Caracoles
ia post-
Q :_(u: Q Q Q Sumatoria de hallados
infeccion P P 2 o o
o o o =3 o cercarias | muertos
| N w E- 8, ]
57 12 10 - - - 22 11,00 3
60 51 30 30 9 - 120 30,00 0
63 160 129 84 68 - 441 110,25 0
66 184 175 110 - - 469 156,33 2
69 281 270 252 - - 803 267,67 0
72 280 262 272 270 266 1350 270,00 1
75 209 192 170 - - 571 190,33 2
78 102 98 97 - - 297 99,00 3
81 75 56 48 - - 179 59,67 0
$=4252 | P=132,69 =11

Se observaron 4 252 cercarias durante la diseccion de caracoles, desde los 57
dias post-infeccidn hasta los 81 dias post-infeccion. De los 45 caracoles diseccionados,
se confirmo 30 céracoles contrajeron la infeccién y 15 no contrajeron la infeccion. A los
72 dias post infeccion se observo la mayor cantidad de cercarias en los caracoles con un
promedio de 270 cercarias por caracol y unas pocas pequefias redias de tercera
generacion, después del dia 81, los caracoles restantes perecieron. En este intervalo de
analisis se encontraron 11 caracoles muertos en el acuario. Datos expresados en la Tabla

13.

3.4.4 Obtenciéon de metacercarias a partir de caracoles infectados
en la naturaleza

Al diseccionar a los caracoles de longitud mayor a 9 mm de ambas procedencias
(San Jeronimo y Katafiiray), se obtuvo el desarrollo de un gran nimero de metacercarias

fértiles, caracterizadas por presentar la disposicion de la capa exterior del quiste
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uniforme y la morfologia interior més definida, las que fueron seleccionadas para su

inoculacion en ratas (Figs. 92 y 93)

Fig. 92 Metacercarias obtenidas in vitro en Fig. 93 Metacercaria a 400 X.
placa petri.

3.4.5 Analisis coproparasitoscopico de las ratas

Las ratas iniciaron la liberacion de huevos el dia 51 post-infeccion. Los
examenes coprologicos mediante el método de concentracién simple por sedimentacién
se llevaron a cabo entre los 85 a 100 dias post-infeccion. Se calculé la media de emision
de huevos por rata en un dia (Tabla 14), para ello se obtuvo los volimenes de los
sedimentos fecales de las 6 ratas (Anexo 10), se transfirieron 0,2 mL de cada muestra en
laminas porta-objetos, para el conteo de huevos (Anexo 11) con el colorante azul de
metileno al 1% (Fig. 94), durante 15 dias de andlisis en los que se encontraron gran

cantidad de huevos de F. hepatica (Fig. 95).

Fig. 94 Frotis de 0,2 mL de sedimento fecal Fig. 95 Huevo de F. hepatica en tincion de
de rata azul de metileno al 1 %, 400X
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Tabla 14 Namero de huevos de F. hepatica emitidos por ratas infectadas,

de los 86 a 100 dias post-infeccion

) Grupo A. F. hepatica procedente de Grupo B. F. hepatica procedente de
‘ i:;:cpc?; Katafiiray San Jerénimo
Ratal Rata 2 Rata 3 Ratal Rata 2 Rata 3
86 0 8125 14300 4550 0 0
87 0 9250 11400 6400 1950 0
88 0 8320 27000 5220 3500 0
89 0 12880 24700 17920 19220 0
S0 0 9200 33750 24180 11550 0
91 0 4180 16380 5100 10875 0
92 0 4900 50850 25200 6000 0
93 0 10500 26245 14080 2640 0
%4 0 18245 46080 96600 4060 0
95 0 13860 49560 43870 4375 0
% 0 2870 46200 44000 9000 0
97 0 7770 31920 22800 11600 0
98 0 24750 32400 32760 8700 0
99 0 2880 33005 13760 46740 0
100 0 10500 32760 23180 13440 0
Promedio 0 9899,38 | 31816,75 | 25221,99 | 10281,90 0

3.4.6 Necropsias de las ratas

Las ratas de ambas procedencias Katafliray (grupo A) y San Jerénimo (grupo B)
se sacrificaron a los 100 dias post infeccion, obteniendo sus higados para la busqueda de
formas adultas de F. hepatica, la infeccidn se encontraba confinada al conducto
hepético comin. De las 6 ratas sacrificadas, 4 presentaron lesiones hepaticas visibles
(Fig. 96) y en una de ellas (rata 1B) era severa. Los 4 higados infectados, durante su
diseccion bajo el M. estereoscopico, confirmaron la presencia de adultos de F. hepatica
(Fig. 97). La rata A2, presento 1 Fasciola adulta; la A3, 4; la B1, 3; y la B2, 1. Sélo una
rata en ambos grupos (Al y B3) no mostr6 lesiones visibles ni adultos de F. hepatica.
(Tabla 15)
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conducto biliar

-"vit.‘ ‘d’*‘ . ‘i ,- ) M A S
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con F. hepatica
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Fig. 97 Higado de R. norvegicus infectado
con F. hepatica

Tabla 15. Resultado de las necropsias de las ratas invadidas con 20

metacercarias
. Intensidad de Extension de Potencia
Fasciolas . ‘s . s . R
infeccién . la invasion El. invasiva PI.

Grupo encontradas Media .

en el hizado (carga (Prevalencia) (%)
g parasitaria) (%)

Grupo A 4,1,0 5 2,5 66,67 8,33
Grupo B 3,1,0 4 2 66,67 6,67
Total 9 2,25 66.67 7,5

A los 100 dias post-infeccién (14 semanas post-infeccion), la potencia invasiva y
extension de la invasion de F. hepatica en R. norvegicus de la cepa Holtzmann fue de
8,33 % y 66,67 % respectivamente para F. hepatica proveniente de Katafiiray; y de 6,67

y 66,67 respectivamente para F. hepatica procedente de San Jerénimo.

Tabla 16. Longitud de los adultos de F, hepatica hallados en la necropsia

Rata Longitud de las Fasciolas (mm) Promedio
A2 15 - - - 15
A3 7 7 8 6 7
Bl 10 8 7 - 83
B2 14 - - - 14

En la Tabla 16 se observa que los adultos de F. hepatica encontrados en
conjunto presentan menor tamaifio en comparacion de los que parasitan el higado

individualmente.
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Tabla 17. Resultado de las necropsias respecto al tamafio de los adultos de

F. hepatica en R. norvegicus

Longitud de F. hepatica en higado (mm)

Grupo Minima Maxima Media
Grupoc A 6 15 8,6
Grupo B 7 14 9,75

En la Tabla 17 se expresan los resultados del tamafio de los parasitos adultos, el
menor tamafio es de 6 mm de longitud que pertenece al grupo A (procedencia
Katafiiray) y el mayor de 15 mm también del grupo A, el periodo prepatente para la
emision de huevos de F. hepatica fue constante en todas las ratas infectadas, entre los

51 a 54 dias post-infeccion.

3.5 Calculo del potencial bidtico de F. hepatica

Los resultados del nimero de larvas de F. hepatica cuantificados en la diseccion
de caracoles se muestran en la Tabla 18. Cabe destacar que se ha detectado una
variacion en el numero de las larvas de igual estadio. Por este motivo, para calcular la

curva de crecimiento de F. hepatica fueron utilizados los promedios de cada estadio.
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Tabla 18 Evoluciéon numero de estadios larvales de F. hepatica en funcién

de dias post-infeccion, Todos los valores se muestran con la media + el

error estandar y el rango

Dias Larvas de F. hepatica Total
post- TP " de
it | Moot | weest | nedn2 | SR
3 1,3+0,33 (1-2) - - - 1,33
6 120 (1-1) - - - 1
9 120 (1-1) - - - 1
12 2,520 (1-4) - - R 2,50
15 1,540 (1-2) - - - 1,50
18 - 4,7510,63 (3-6) - - 4,75
21 - 5+1,58, (1-9) - - 5
24 - 5.0210,74 (3-7) - - 5,2
27 - 8,242,39 (3-17) - - 82
30 - 11,2545 (6-14) - - 11,25
33 - 60,5 (1-16) 16,40 (15-17) - 22
36 - 540 (3-7) 30,48,56 (9-51) - 35
39 - 1,50 (1-2) 45,+2,16 (39-49) - 46,50
42 - - 47,3+8.2(31-57) - 47,33
45 - - 65,33+21,17(24-94) - 65,33
48 - - 70+ 3,03 (62-80) - 70
51 - - 77,33+18,9(47-112) - 77,33
54 - - 103,00+3.6(96-108 - 103
57 - - 98,500 (98-99) 11+0 (10-12) 109,5
60 - 85,50+12,6(49-112) 308,57 (9-51) 115,5
63 - - 22,25+2,02 (18-28) | 110,25¢21.02(68-160) | 132,5
66 - - 17+1.7 (14-20) | 156,33+23,31(110-184) | 173,33
69 - - 10,67+0,33 (10-11) | 267,678,45 (252-281) | 278,33
72 - - - 270+3,03 (262-280) 270
75 - - - 190,33+ 11,3(170-209) | 190,33
78 - - - 99:+1,53 (97-102) 99
81 - - - 59,6+8 (48-75) 59,67

Utilizando el software Curve Expert, version 1,4; se ha representando mediante

un gréfico de puntos el crecimiento del nimero de larvas de F. hepatica en funcion de
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los dias de infeccion en el caracol hospedador. El modelo de crecimiento exponencial es
el que mejor que se ajusta a la dinamica de F. hepatica, comprendido entre los 3 y 69
dias post-infeccion del caracol (Fig. 98).

El modelo exponencial es una representacién de crecimiento poblacional, se
caracteriza porque existe una aceleracion del crecimiento de la poblacién. La Tabla 19
muestra la regresion exponencial que mejor se ha ajustado a la nube de puntos cuya
funcién es del tipo: Nt = Noe™, representado por el tamafio de la poblacién al inicio
(No), una tasa intrinseca de crecimiento (r), un tiempo de retardo (t) y una poblacion al
final (Nt)

Mediante una transformacién lineal, se toma los logaritmos neperianos, para

convertir el problema en una cuestioén de regresion lineal: In(Nt) = rt +1n (No)

Tabla 19 Valores para regresion en ajuste al modelo exponencial

Dias post-
Nidmero de
infeccién In {y) (x)? (Iny)? xIn (y)
larvas (Nq,=y)
(t=x)

6 1,00 0,00 36,00 0,00 0,01
9 1,00 0,00 81,00 0,00 0,01
3 1,33 0,29 9,00 0,08 0,86
15 1,50 0,41 225,00 0,16 6,08
12 2,50 0,92 144,00 0,84 11,00
18 4,75 1,56 324,00 2,43 28,05
21 5,00 1,61 441,00 2,59 33,80
24 5,20 1,65 576,00 2,72 39,57
27 8,20 2,10 729,00 4,43 56,81
30 11,25 2,42 900,00 5,86 72,61
33 22,00 3,09 1089,00 9,55 102,00
36 35,00 3,56 1296,00 12,64 127,99
39 46,50 3,84 1521,00 14,74 149,74
42 47,33 3,86 1764,00 14,88 162,00
45 65,33 4,18 2025,00 17,47 188,08
48 70,00 4,25 2304,00 18,05 203,93
51 77,33 4,35 2601,00 18,91 221,75
54 103,00 4,63 2916,00 21,48 250,28
57 109,50 4,70 3249,00 22,05 267,67
60 115,50 4,75 3600,00 22,56 284,96
63 132,50 4,89 3969,00 23,88 307,85
66 173,33 5,16 4356,00 26,58 340,24
72 270,00 5,60 5184,00 31,34 403,09
69 278,33 5,63 4761,00 31,68 388,39

>=900,00 5=1587,40 5=73,42 >=44100,00 >=5390,54 >=66078,29

P=37,50 P=66,14 P=5,87
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Usando la forma lineal de la regresion exponencial con los datos anteriores en
las formulas siguientes:

Ty —Frx L

o LTy X No=g — (bz)

SNa?2 —-F3w
oK 2 L_., .

Se tiene la ecuacion final que modela el sistema: N; = 2,3965 €% presenta

un coeficiente de precision de la curva R2 = 0.9821 (mayor aproximacion si R=1) y una

desviacion estandar de 12.8172; estadisticamente significativo en relacion a la

interpolacion de puntos. Con la aplicacion de esta funcidon exponencial, se puede inferir

la cantidad de larvas de F. hepatica para cualquiera de los dias post-infeccion.
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Fig. 98 Interpolacion de puntos de la multiplicacion partenogenética de larvas de F. hepatica, en el modelo de crecimiento

exponencial

Esporocistos U

-~
Redias de segunda generacidn
J

—~

Redias de primera generacién

—~—

Cercarias



El potencial bidtico (r) o capacidad intrinseca de reproduccion de cada especie,
es el resultado de la manifestacion del aumento poblacional como consecuencia del
crecimiento porcentual de la poblacion, asi para una poblacion inicial N,= 2,3965
larvas de F. hepatica (miracidios), se obtuvo un potencial bidtico r = 6,6932 % por dia,
entonces se infiere que la producciéon neta de cercarias por miracidio exitoso en
evolucionar a esporocisto es de 203 cercarias en este modelo experimental ejecutado.

Observando la disposicion de puntos en la Fig. 98, el modelo exponencial
resultante est4 compuesto por 4 fases diferenciadas. La primera presenta un caracter casi
lineal y representa el nimero de esporocistos; mientras que, la segunda fase, muestra un
aumento en el crecimiento, representado por la generacion de redias de primera
generacion; en la tercera fase el crecimiento se hace mayor, representado por la
multiplicacion de redias de segunda generacion; y en la ultima fase el crecimiento es
vertiginoso, representado por la generacion de cercarias. La transicion que tiene lugar
entre las cuatro fases de crecimiento se denominan punto de inflexion de la curva,
siendo necesario realizar las curvas de crecimiento entre estos puntos individualmente,

asi tenemos:

Fig. 99 Numero de miracidios exitosos en infectar

El nimero de miracidios que logra infectar al caracol se puede también
manifestar con la ecuacién exponencial: Nt = Noe™, los valores de sus coeficientes
constantes son: No =0,3837 y r =0,1243. El error estandar de la curva es de 0.3450 y su

coeficiente de correlacion R% = 0.9330.



Fig. 100 Crecimiento de redias de primera generacion

El crecimiento del nimero de redias de primera generacion de F. hepatica del
15 a 30 dia post-infeccion, se puede expresar mediante la ecuacion Nt = Noe™, los
valores de sus coeficientes constantes son: No =2.1804 y r =0,1097, el error estandar de

la curva es de 1.4805 y su coeficiente de correlacion R* = 0.9364. Luego de los cuales

la poblacion empieza a decrecer.

Fig. 101 Crecimiento de redias de segunda generacion

El crecimiento del nimero de redias de segunda generacion de F. hepatica desde

el dia 30 hasta el 54 post-infeccion, se puede expresar mediante la ecuacion Nt =
Noe™, los valores de sus coeficientes constantes son: No =18,6306 y r = 0,0718, el

error estandar de la curva es de 9.7486 y su coeficiente de correlacion R* = 0.9590.

Luego de los cuales la poblacion empieza a decrecer.
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Fig. 102 Crecimiento de cercarias

El crecimiento del nimero de cercarias de F. hepatica desde el dia 54 hasta el 69

ost-infeccion, se puede expresar mediante la ecuacidon Nt = Noe™, los valores de sus
2

coeficientes constantes son: No =29,4370 y r = 0,1304. El error estandar de la curva es

de 41.3448 y su coeficiente de correlacion R* = 0.9451. Luego del cual la poblacién de

larvas dentro del caracol empieza a decrecer debido a la emergencia de las cercarias

para continuar su ciclo vital.

Tabla 20 Multiplicacion de larvas e F. hepatica en ajuste al modelo

exponencial de crecimiento poblacional

Poblacion | . ,Tasa Tiempo Coeficiente
Estadio larval inicial intrinseca de |~ post- Error de ,
(No) crecimiento infeccién | estandar correlezlcwn
() en dias (t) RH
Miracidios que
deslsr%;elllnar . 0,3837 0,1243 0-3 0.3450 0.9330
esporocistos
Redias de
primera 2.1804 0,1097 15-30 1.4805 0.9364
generacion
Redias de
segunda 18,6306 0,0718 30 - 54 9.7486 0.9590
generacion
Cercarias 29,4370 0,1304 54 - 69 41.3448 0.9451
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En la Tabla 20 se aprecia los coeficientes de correlacion (R?) que resultaron
significativos en relacion a las medidas analizadas basadas en las curvas de crecimiento

de cada estadio larval de F. hepatica obtenidos.

Concluido el modelo de fasciolosis en caracoles limneidos en el disefio anterior
se prosiguid con la obtencién de metacercarias con el fin de que estas cumplan su ciclo
biolodgico en el hospedador vertebrado elegido (R norvegicus), es asi que en el
laboratorio se estimo6 el nimero de huevos de F. hepatica emitidos por dia, dividiendo
la media de huevos emitidos por rata/dia con el nimero de adultos de F, hepatica

encontrados en necropsia de cada rata, como muestra la tabla 21.

Tabla 21 Célculo del nimero de huevos emitidos por adulto de F. hepatica

en ratas infectadas con metacercarias procedentes de la Joya (Grupo A) y

Huayllapampa (Grupo B)

Media de huevos emitidos por | Numero de Fasciolas | Nimero de huevos/
Rata rata/dia encada rata adulto de F. hepatica
A2 9899,3811516,5 (2870-24750) 1 9899,38+1516,5
A3 31816,75+3207,6(11400-50850) 4 7954,19+801,9
Bl 25221,99+6078,23(4550-96600) 3 8407,33+2026,07
B2 10281,90+2926,35(0-46740) 1 10281,90+2926.23
Promedio | 19305,005 2,25 9135,70+2196.8

La cuantia de huevos de F. hepatica obtenidos entre los dias 86 y 100 en el
sedimento fecal de cada R. norvegicus infectado se estimé en 9135,70 = 2196,8 huevos

por adulto de F. hepatica

Sin embargo, se observan diferencias en la cantidad de huevos emitidos en
confrontacioén a la carga parasitaria de cada rata. De tal forma que la cantidad de
huevos/adulto parece ser dependiente del nivel de infeccién, disminuyendo cuando

aumenta la carga parasitaria.
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2.3.6 Identificacion de la subespecie de C Ilimnaei por
comparacion comprension

La identificacion de subespecie se basé en caracteristicas morfologicas
presentadas por (Gruffyd, 1965), para lo cual se observé en el M. estereoscopico los
segmentos 2 (Fig. 103), 6, 7y 8 (Fig. 104) de 6 ejemplares (Tabla 22).

Tabla 22 Numero de quetas presentes en los segmentos 2, 6,7y 8 de C. limnaei

Ejemplar Segmento 2 Segmento 6 Segmento 7 Segmento 8

1 18 16 18 18

2 14 18 ‘ 18 20

3 2 14 16 18

4 16 18 20 20

> 20 22 16 16

6 18 18 18 18
Promedio 18,00£1,15 17,67+1,08 17,67+0,61 18,3320,61

Tabla 23 Identificacion de sub-especie de C. limnaei por comparacion comprension

Ejemplar Segmento 2 Segmento 6 Segmento 7 Segmento 8
Ectosimbionte 18,7 16,3 19,2 19,2
Endosimbionte 12,4 12,0 13,1 12,9
Por identificar 18,00 17,67 17,67 18,33

Para calcular el grado de asociacion lineal de los 4 caracteres morfolégicos
mostrados en la Tabla 23, se estimoé el indice de correlacion de Pearson, los promedios
obtenidos del nimero de quetas observados, son mas proximos a la sub-especie
ectosimbionte de C. limnaei, con un coeficiente de Pearson = 0,982, correlaciéon que es
significativa al nivel 0,05. El coeficiente de Pearson en relacion a la subespecie
endosimbionte fue de 0,944, no significativa. Los resultados indican por tanto, que
existe suficiente evidencia estadistica para asumir que la subespecie es C. limnaei

limnaei.
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|g. 103 Vista de los sgntos ly2 de
limnaei, vista en M. estereoscopico.

P
Fig. 104 Vista de los segmentos 6,7 y 8 de
C. limnaei, vista en M. estereoscépico.

2.3.7 Estimacion de la eficiencia del control natural de C. limnaei
limnaei

Para medir la eficiencia de C. limnaei limnaei como controlador natural de F.
hepatica, se inoculd 10 miracidios a cada uno de los 60 caracoles de prueba divididos
en dos grupos de 30 (Grupo 1, colonizados pdr C. limnaei naturalmente y Grupo 2 sin
C. limnaei limnaei), manteniéndolos por 40 dias, al cabo de los cuales se diseccionaron
para buscar estadios larvales de F. hepatica que la evidencian.

Los resultados fueron analizados mediante la prueba de Homogeneidad Chi-
cuadrado cuyo interés se basa en determinar si la infeccién de caracoles de ambos
grupos son significativamente homogéneos en desarrollar la infeccion de F. hepatica.

Estos datos se muestran en la Tabla 24.

Tabla 24 Estudio de homogeneidad en el desarrollo de infeccion por F. hepatica

en caracoles con y sin C. limnaei

Presencia de Ausencia de
Total
infeccion. infeccion
Colonizados con C. 4 21 Y
limnaei (13,3%) (70%)
No colonizados Con 21 5 Y
C. limnaei (70%) (16,7) '
5 4
Muertos 9
(16,7%) (13,3%)
30 30
Total 60
(100%) (100%)
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Mediante la prueba de Chi cuadrado se comprobé que C. limnaei limnaei no
permite la infeccién de F. hepatica en limneidos en este disefio, el valor de X2 de
Pearson = 21,395, con un p= 0,000 < 0,01, aceptando la H; El desarrollo de Fasciolosis
no es homogéneo en presencia del ectosimbionte C. limnaei limnaei, pudiendo ser este

considerado como controlador natural de F. hepatica al 99% de confiabilidad (altamente
significativo).

Fasciolosis

[ Con infeccién
{®] Sin infeccion

Recuento

Con Chaetogaster Sin Chaetogaster

Chaetogaster

Fig. 105 Representacién grafica de C. limnaei limnaei como controlador natural de F.

hepatica en infeccién de limneidos

2.3.8 Estimaciéon del nimero de miracidios devorados por C.
limnaei por unidad de tiempo.

A microscopia estereoscopica los ejemplares de C. limnaei limnaei fueron
puestos en contacto con huevos, miracidios, redias, cercarias y metacercarias de F
hepatica, para observar sus interacciones, se visualizé que la larvas del trematodo no
pueden ser engullidas por C. limnaei limnaei debido al tamafio pequefio de su
organismo y a la capacidad de abertura de su mandibula, con la excepcién de huevos y
miracidios (Figs. 106 y 107). Para saber el nimero de miracidios que C. limnaei limnaei

puede engullir en funcién del tiempo, se utilizé una placa de petri conteniendo una
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poblacién estadisticamente infinita de miracidios de densidad igual a 520,8 + 9,48
miracidios/cm?, en donde se situaron caracoles colonizados con C. limnaei limnaei en
grupos en funcién del tiempo de exposicion:

Grupo I: 5 caracoles por 5 minutos

Grupo II: 5 caracoles por 10 minutos

Grupo III: 5 caracoles por 15 minutos

Miracidios

| ;

l i

Fig. 106 C. limnaei limnaei conteniendo miracidios en su estémago, vista en
M. estereoscdpico.

# P
.
‘ "k ' ' Miracidios y huevo
; K -‘ " de F. hepatica
* J
v -

s i %' 4 ’
Fig. 107 C. limnaei limnaei, conteniendo miracidios y huevo de F. hepatica
en su interior vista en M. estereoscopico. 103



Tabla 25 Numero de miracidios devorados por C. limnaei limnaei en

funcion del tiempo de exposicion a 520,8 + 9,48 miracidios/ cm’

Grupo Numero de C. | Niumero de miracidios presentes en | Media * | Media
limnaei cada Chaetogaster error grupal t
presente cada estandar | error
caracol estandar

Grupol | 7 2,2,5,5,1,5,6 3,71+0,74 | 2,2037+0,22
9 1,1,2,4,1,3,0,3,0 1,67+0,48
14 4,4,3,1,3,2,3,3,1,0,1,3,4,0 2,28+0,38
14 1,2,2,2,2,3,0,3,1,0,0,1,0,1 1,28+0,28
10 6,4,3,1,1,3,4,23,1 2,8+0,51

Grupoll |6 5,6,9,5,6,8 6,5£0,67 | 4,7936+0,34
16 1,12,1,8,5,9,3,11,2,2,0,4,2,11,9,4 5,25+1,02
19 2,6,7,4,3,2,7,3,1,5,10,2,1,6,6,5,2,4,6 | 4,31156
15 2,5,8,3,2,4,6,4,3,4,4,3,3,5,3 3,9310,41 |
7 8,4,54,5,7,5 5,43+0,57

Grupolll |9 3,4,0,1,0,6,2,3,3 2,4410,65 | 4,2889+0,42
9 7,9,3,3,4,6,3,8,4 5,22%0,77
6 3,403,105 2,280,75
12 11,2,1,7,3,48,1,6,7,2,5 4,75+0,9
8 3,5,7,10,4,6,7,9 6,38+0,84

Promedio | 10,6 £ 1 3,79%0,21

Para comparar las medias grupales observadas, se utilizo la prueba del analisis

de la varianza (ANOVA) de un factor, cuya hipoétesis fue la siguiente Ho: no existe

diferencia entre las medias de miracidios devorados por C. limnaei limaei en 5, 10y 15

minutos de exposicion de cada caracol.
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Tabla 26 Descriptivos de la prueba ANOVA

- Intervalo de confianza
Miracidios
Desviacion | Error para la media al 95%
devorados N Media . .
tipica tipico Limite Limite
inferior superior
5 minutos 53 2,2453 1,60415 {0,22035| 1,8031 2,6874
10 minutos 63 4,7937 2,71886 |0,34254 | 4,1089 5,4784
15 minutos 45 | 42889 2,81733 | 0,41998 | 3,4425 5,1353
Total 161 3,8137 2,67209 |0,21059| 3,3978 4,2296

La tabla 26 contiene un andlisis descriptivo de la variable dependiente por’
grupos, asi como, los limites superior e inferior para la media de cada grupo al 95% de
confianza, mediante la prueba de homogeneidad de varianzas, se estimo el estadistico de
levene = 6, 859 y una significancia de 0,05 qué indica el rechazo a la hipdtesis de

homocesdaticidad de las varianzas (las varianzas son diferentes en los tres grupos).

Tabla 27 Anélisis de Varianza de miracidios de F. hepatica devorados por

C. limnaei limnaei por unidad de tiempo

T Suma de Media )
Miracidios devorados cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos 201,037 2 100,518 |16,871| ,000
Intra-grupos 941,373 | 158 | 5,958
Total 1142,410 | 160

En la tabla 27 se muestra los resultados del ANOVA, el valor del estadistico de
prueba, F=16,871, es significativamente distinto de 1 para cualquier nivel de
significacion y, por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula de igualdad de medias y queda
confirmada la diferencia significativa en el numero de miracidios de F. hepatica

devorados por C. limnaei en diferentes tiempos.
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DISCUSION

Colecta y mantencién de limneidos

Es importante destacar que la facilidad de dispersion de los limneidos se debe a
su capacidad reproductiva, permitiendo un mayor rango geografico del hospedero y la
infeccion por F. hepatica (Larrea et al, 2007). Por ello en el Peri se encuentran
caracoles por encima de 3 000 m de altitud en la presente investigacion, se hallaron
caracoles limneidos en el sector de Huayllapampa, San Jerénimo (Cusco) en area
suburbana a 3224 m de h. y en el sector de la Joya, Katafiiray (Anta- Cusco) ubicado a
3268 m de altitud. Existiendo una mayor abundancia de caracoles en Huayllapampa
(150 ejemplares/ hora) a pesar de estar a mayor altura, sin embargo el sector la Joya (60
ejemplares/ hora), muestra una mayor influencia antropica por el constate transitar de
los pobladores y 1a reunion de nifios y jovenes en los juegos de futbol muy proximos al
sector de colecta, a lo que se suma el transito vehicular, que contribuye con la
contaminacion sonora, ademas las orillas donde se capturaron los caracoles no muestra
un volumen constate de agua, y su suelo es mas arenoso, es un area despejada, no
cuenta con la proteccion de una arboleda, por lo tanto el impacto climatico es mayor que
en Huayllapampa — San Jer6nimo donde se encuentra en un eucaliptal, en un arroyo de
volumen constante de agua y suelo algo mas arcilloso en el area de muestreo, existiendo
ademas otros factores menores a considerar. AGn asi ambos lugares de muestreo
presenta las condiciones ambientales adecuadas, para completar el ciclo biologico del

parasito, lo que permite una mayor amplitud geografica de esta enfermedad.

Hubendick (1951) citado en Prepelitchi (2009)., de una exhaustiva comparacion
morfologica de la familia a nivel mundial, plante6 que resultaba injustificable la
subdivision en géneros o subgéneros de la familia Lymnaeidae debido a la gran
uniformidad anatémica encontrada y dejé6 a Lymnaea como unico género valido. Se
reconoce 40 especies validas entre las que se encuentran L. stagnalis, L. palustris y L.
truncatula en la Region Holartica (Europa, Asia, norte de Africa, norte de América); L.
cubensis, L. bulimoides y L. columella en América Central y del Norte; L. viatrix, L.
. diaphana y L. coussini en América del Sur, la discusion sobre la validez de un unico
género o de los 7 propuestos por Baker (1908) citado en Prepelitchi (2009) sigue
vigente y genera gran confusion (Prepelitchi, 2009) .
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En el Perti, se han descrito 3 especies de limneidos naturalmente infectados con
formas larvarias de F. hepdtica: L. viatrix, L. diaphana, L. columella y una facultativa
L. cousini (Larrea et al., 2007; Londofie et al., 2009) sin embargo, el Perl cuenta con
varias zonas endémicas de distomatosis hepatica en los que no se conoce la especie de
Lymnaeidae involucrada, en algunas localidades o regiones pueden existir varias
especies sin que se conozca cual de ellas es el huésped principal y cual el potencial.
Estos antecedentes adquieren importancia en las migraciones humanas y cuando se

desea introducir ganado vacuno u ovino en una localidad.

Mediante la comparacion de caracteres externos se encontrd que las medidas
conquiologicas de las conchas de los caracoles colectados de ambas zonas de estudio,
presentaban correlacion significativa al nivel del 95% en relacion a sus diferentes
medidas conquiologicas con los ejemplares de L. viatrix del Museo Nacional de Brasil
presentados en Ueta (1989) Hecho corroborado por Larrea ef al. (2007) quién reporta L

viatrix en Cusco, aunque no indica exactamente la localidad de colecta ni la altitud.

En Pert no se ha reportado estudios sobre aspectos biologicos y ecologicos de
limneidos en condiciones naturales ni experimentales. La informacion de este caracol
proviene de pocos trabajos realizados en otras latitudes. En el laboratorio gracias a las
condiciones controladas a que los caracoles fueron sometidos se obtuvo una eficiencia
para el cultivo del 75,81% en comparacion del método utilizado por Sanchez et al,
(1995) para L. cubensis, con algunas modificaciones, que obtuvo un 95% de
efectividad, sin embargo es probable que haya habido diferencias en mortandad debido

a la presencia del parasito y su perjuicio metabdlico en caracoles de esta investigacion.

Disefio experimental del ciclo biolégico de F. hepatica

En la presente investigacién se comprobd que los huevos de F. hepatica de
procedencia ovina incubados en presencia de luz, desarrollan a los 11 dias y 14 horas,
eclosionando los miracidios, coincidiendo con lo mencionado por Iturbe & Muiiiz
(2010), con Quiroz (2003) que indica 9 dias a 26°C, y Becerril & Romero que indican
15 dias a 22°Csin embargo se difiere con Mas-coma, ez al. (2001), quien indica un
desarrollo del miracidio dentro del huevo (de procedencia ovina) de 58 dias a 20 °C en

condiciones de laboratorio.

107



Mediante la observacion microscOpica se concuerda con Koie et al. (1976),
observando que el epitelio del miracidios estd cubierto por largos cilios, una papila
apical en su parte anterior y ademas se divis6é un par de placas fotosintéticas indicado
ademas por Quiroz (2003); Euzéby (2001); Athias (1999); Cordero del Campillo (1999)
y Thomas & Leukart (1986), y que durante la penetracion al caracol hospedador y su
transformacion a esporocisto después del ataque al caracol, el miracidio pierde sus

cilios, y trata de situarse lo mas interior del caracol que puede.

En condiciones de laboratorio se llevo a cabo la infeccién de limneidos con 5
miracidios de F. hepatica utilizando un método de estrés indicado por Abrous et al.
(2001) para infeccion de L. truncatula, exponiendo los caracoles en agua de entre 6 — 8
°C por 15 minutos obteniendo como resultado que los caracoles sometidos a stress
estaban infectados con F. hepatica en una proporcion del 71,78 % vs 94,5 % obtenido
por Abrous ef al. (2001). Sin embargo Mas-coma ef al. (2001), obtiene un porcentaje de
infeccion in vitro de 69,2%, muy similar a los resultados obtenidos, pero sin métodos de

estrés para caracoles.

Bouix-Busson et al. (1983), concluye que el porcentaje de caracoles infectados
incrementa con el nimero de miracidios usados por caracol. En el presente estudio los
caracoles limneidos utilizados para la infeccion experimental presentaban una longitud
de la concha en el rango de 3,5 a 7 mm como valores minimo y maximo
respectivamente (Tabla 5), en comparacién a lo indicado por Bouix-Busson et al
(1983), que infecta caracoles Galba truncatula exponiéndolos hasta en 5 miracidios,
resultando con infeccion inducida sélo de los caracoles de 1 mm de longitud a menor
tamafio, con un maximo de infecciébn en los caracoles de 0,5 mm de longitud.
Diferencias de prevalencia de infeccidon debido posiblemente a que los caracoles de
longitud menor a 1 mm de G. truncatula son mas receptivos a la infeccion por tener el
grosor del manto de facil penetracion para el miracidio y ser considerados hospedadores

ideales de la fasciolosis como lo indica Prepelitchi (2009).

Quiroz, (2003) indica que el estado de nutricion y desarrollo del caracol es mejor
cuando se encuentra en depdsitos acuaticos ricos en algas que en medios secos, frios y
en arroyos claros, Belfaiza, ef al. (2004) afirma que “El incremento en la frecuencia de

la infeccion de dos esporocistos demuestra que la calidad de la comida tiene un efecto
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significativo en la cantidad de redias de F. hepatica desarrolladas dentro de G.
truncatula” (= L. truncatula). En esta investigacion se optimizo el cultivo del caracol
hospedador usado en este disefio experimental, mediante el uso de berro (Nasturtium
officinale) y algas (Spyrogira y Oscillatoria) provenientes de su mismo biotopo. La
infeccion experimental tubo un promedio de 1,47 esporocistos desarrollados,
considerando en todos los casos una normal generacion de redias , por lo que se supone
que la primera redia madre desarroll6 Optimamente y la primera redia hija (redia R2a)
constituy6 el primer gran grupo de redias libres que produjeron altos porcentajes de

cercarias.

En seguida de penetrar al caracol hospedador, como lo indic6 Koie ef al. (1976)
y observado en este estudio, la superficie del miracidio es suave sin cilios pero todavia
conserva su papila apical, después de pocos dias el tegumento del esporocisto presenta
micro-vellos y la papila apical y las estructuras sensoriales desaparecen es asi que el
miracidio se despoja de sus placas epiteliales durante la migraciéon y se transforma en
esporocisto madre después de 15 minutos de ingresar al caracol (Koie ef al., 1976), este
posee el tamafio similar al miracidio (150 um aproximadamente) y a través del tiempo
toma una forma esférica que crece y se elonga pero sin tener tomar aspecto filiforme
como lo indica Koie (1976), mientras que Ginetsinskaya (1988) indica que a una
temperatura optima de 18 C° la metamorfosis del miracidio a esporocisto toma

aproximadamente 12 horas.

Con respecto a la localizacion parasitaria, segiin Dalton (1999) Cuando la
penetracion del miracidio ocurre en el manto, la madre esporocisto se localiza en la
zona alrededor del rifién y corazén del caracol, si la penetracién del miracidio ocurre
por el pie, el esporocisto se localiza en el pie, manto o alrededor de la zona entre el
rifibn y corazbén, mediante las primeras disecciones de los caracoles en la presente
investigacion, los esporocistos recientes se encontraron en el pie durante su migracion,
y a los 6 dias post-infeccion, en general se situaron en las células renales, corazon y/o

hepatopancreas del caracol.

A los 15 dias post-infeccion se observé que la madre esporocisto se reproduce
asexualmente por division mitética a la primera generaciéon de redias, las cuales se

liberan por rompimiento de las paredes del cuerpo de la madre esporocisto que
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inmediatamente muere, en coincidencia con lo indicado por Ginetsinskaya (1988), sin
embargo este autor indica que a partir de su pared se forman de 5 a 10 masas
germinativas que se convierten en redias germinales, durante el presente disefio
experimental, se calculé en promedio 8 redias de primera generacion, generadas por
cada esporocisto, Aunque (Rondelaud & Barthe, 1987), mencionan que la
productividad de la madre esporocisto, medido por el nimero de redias y el mimero de
cercarias en una redia, es relativo al tamafio de los caracoles infectados. Dalton (1999)
indica que cada generacion de redias esta compuesta de cohortes por ejemplo: primera,
segunda, tercera, etc., mediante las condiciones controladas del laboratorio, se pudo
observar mayoritariamente solo dos generaciones, y escasas pequefias redias de tercera

generacion, después del dia 81 post-infeccion.

El periodo prepatente (antes de la emergencia de cercarias), dur6 entre los dias
54 y 57 dias post-infeccién, y es considerado estandar cuando es comparado con
estudios similares en los que se sefiala 48 a 58 dias (Mas-coma, ef al, 2001) en
laboratorio, con material biologico procedente del Altiplano boliviano; y (Rondelaud &
Barthe, 1987), en caracoles L. truncatula (=Galba truncatula) en el ambiente, en
Europa. Sin embargo Carrada (2007) en México, indica que el proceso de poliembrionia
suele tener generalmente dos generaciones que duran de 25 a 35 dias y esta regulada por
la temperatura ambiental, afirmacién coincidente con lo indicado segun Lee ef al.
(1995), quien afirma que la produccion total de metacercarias en caracoles L. viridis es
influenciada por la temperatura durante la infeccion, indicando que la liberaciéon de
cercarias se inicia al dia 27 post-infeccion y los caracoles infectados con tres o cinco
miracidios producen mas metacercarias que los infectados con un solo miracidio, en
contraste la liberacion de cercarias en éste estudio se dio a los 54 dias post-infeccion, sin
embargo en este disefio experimental, se observd que las primeras cercarias, aun no
estaban maduras teniendo a sus colas sin propulsion (Fig. 72 y 73). A los 57 dias post-
infeccion se observd mayor cantidad de cercarias maduras libres, que tienen la
capacidad de poder nadar, aunque la mayoria de redias de segunda generaciéon
mantienen sus embriones aun inmaduros, este retardo en la emergencia de cercarias
podria deberse las condiciones ambientales diferentes en la que los caracoles fueron
mantenidos, referidos a temperatura, humedad y presion atmosférica, considerando lo

que indica Mas-coma, ef al, (2001) como estrategias asociadas a la adaptacion a
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condiciones de altura. Las especies europeas de limneidos como Galba truncatula (= L.
truncatula), se observa que tienen un periodo de vida post-infeccion de 70 dias
(Rondelaud &-Barthe, 1987; Mas-coma, ef al.,2001) y en limneidos americanos hasta
los 119 dias para L. viatrix (Mas-coma, ef al., 2001). En el presente estudio, los
caracoles perecieron entre los 84 y 92 dias después de la infeccion. Los caracoles
mueren durante el periodo de liberacion de cercarias. Este periodo de emergencia es
muy corto, Rondelaud & Barthe, 1987 observaron a 102 caracoles el primer dia, el
namero se redujo drasticamente a 56 en el segundo dia y subsecuentemente decrece en

el dia 76 a 4 caracoles.

Con respecto a la infeccion en ratas, cuando el nimero de trematodos que invade
el higado es muy elevado (es decir, una fuerte dosis de metacercarias migrando
simultaneamente al parénquima hepéatico), aumenta el tiempo requerido, por los
trematodos juveniles, para alcanzar la madurez en los canales biliares y también, por
ello, aumenta el tiempo para iniciar la puesta y emisién de huevos a través de las heces
del hospedador (Boray, 1984). La liberacion de huevos de F. hepatica a través de las
heces de R. norvegicus inici6 el dia 51 post-infeccion casi coincidiendo con Prepelitchi
et al., (2003) cuyas ratas infectadas in vitro tuvieron un periodo pre-patente post
infeccion de 44 — 49 dias. En ovejas infectadas con 200 metacercarias, el periodo
prepatente es de 63 dias, mientras que en la misma especie hospedadora pero con
infecciones mas severas (infectadas con 2000 metacercarias) los huevos aparecen a las
13-15 semanas después de la ingestion (Boray, 1984). Se infiere de estos resultados que
el periodo prepatente, (antes de la liberacion de huevos de F. hepatica) se presenta en
funcioén del tamafio del hospedero definitivo, siendo mas temprano cuando posee menor

tamatfio y viceversa.

Potencia invasiva de F. hepatica

Ordotiez, (2009) Infecto ratas con 20 metacercarias/rata via oral, mediante el uso
de sondas estomacales, para medir la intensidad de infeccion mediante el nimero de
trematodos por hospedador en el canal biliar principal y observaron que se manifesto el
“crowding effect” (inhibicion competitiva), es decir, en las Gltimas fases de desarrollo
del trematodo, las tasas de crecimiento de las medidas corporales son mas altas cuando

menor es la carga parasitaria, repercutiendo en el tamafio de los trematodos, pudiendo
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indicar que el numero de huevos por gramo de heces tiende a desestimar la carga
parasitaria, en el presente estudio se observo cierta coincidencia con Ordofiez (2009), al
momento de medir la longitud de los tremados durante la necropsia de las ratas, se
observd que los adultos de F. hepatica encontrados en conjunto presentan menor

tamafio en comparacion de los que parasitan el higado individualmente (Tabla 16).

Los resultados obtenidos en el porcentaje recobrado de los adultos maduros de
F. hepatica en las ratas infectadas con 20 metacercarias y sacrificadas a los 100 dias de
infeccidn present6 una potencia invasiva PI = 6,67% para la fasciolosis procedente de
San Jeronimo y PI = 8,33% para la fasciolosis procedente de Katafiiray, ambos valores
por debajo de los obtenidos por Olazabal et al. (1999) a los 21 dias post-infeccion,
obtiene una PI = 23% en ratas Wistar. Esta diferencia puede deberse a la expresion de
inmunidad de las ratas, pues segiin Olazabal ez al. (1999), a partir de la séptima semana
disminuye la cantidad de parasitos en los animales infectados, y también a diferencias
de receptividad entre razas de ratas, pudiendo ser la Holtzmann menos receptiva que la

Wistar a la infeccion por F. hepatica.

Potencial bi6tico de F. hepatica

El potencial bidtico es el valor maximo de crecimiento poblacional que se
alcanza cuando las condiciones son Optimas para una poblacion, F. hepatica es un
parasito complejo y “avanzado” (Carrada, 2007). El miracidio, encuentra la especie de
Lymnaea adecuada, e inicia una “explosion reproductiva” en cadena, es decir, las redias
madres existentes dentro del esporocisto son liberadas y de inmediato comienzan a
generarse las redias hijas. Finalmente, salen las cercarias bien diferenciadas (Becerril &
Romero, 2004; Carrada, 2007). El modelo de crecimiento exponencial Ni=N, e es el
que mejor que se ajusté a esta dinamica de F. hepatica, comprendido entre los 3 y 69
dias post-infeccion del caracol en el presente disefio experimental, calculandose una
produccién media de 203 cercarias originadas por miracidio exitoso en infectar al
caracol hospedador y 270 cercarias emitidas por caracol, similar a lo establecido por y
Dreyfuss v Rondelaud, (1994), que estiman 238,5 cercarias emitidas por caracol,
indicando ademas que el nimero de cercarias emitidas es independiente del nimero de
miracidios usados en la infeccién por caracol, cercano a los indicado por Mas-coma, et

al.(2001) quien calcula de 384 a 562 cercarias producidas por caracoles del norte
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altiplanico de Bolivia, no coincidiendo con Olazabal et al. (1999), quién obtiene 31,6
cercarias por caracol L. cubensis, tampoco con Lee et al. (1995) quién encuentra en
invasiones artificiales de L. viridis en Corea del Sur, un maximo de 1220 cercarias por

miracidio con una temperatura de 20°C con una mortalidad de los caracoles de 42,2 %.

Al madurar F. hepatica en conductos biliares inicia la emision de huevos al
medio externo mediante la materia fecal de su hospedador vertebrado, esto constituye el
factor biolégico que marca la transicion de la curva, es decir, el punto que divide la fase
de crecimiento exponencial de la fase de saturacion en la dinamica de F. hepatica
(Ordofiez, 2009), se estimé mediante la técnica de concentracién por sedimentacion de
Lumbreras que el nimero de huevos por adulto de F. hepatica en R. norvegicus es de
9135,70 £ 2196,8, dicho calculo esta dentro del limite sefialado por Carrada (2007),
quién indica que la Fasciola adulta pone entre 10,000 y 20,000 huevos al dia Sin
embargo, se observan diferencias en la cantidad de huevos emitidos en confrontacion a
la carga parasitaria de cada rata. De tal forma que la cantidad de huevos/adulto parece
ser dependiente del nivel de infeccion, disminuyendo cuando aumenta la carga
parasitaria esto es conocido como “crowding effect” traducido a inhibiciéon competitiva
(Ordofiez, 2009). Una relacion similar entre la carga parasitaria y la produccion de
huevos ha sido demostrada en ovejas, oscilando desde una media de 25000
huevos/dia/parasito adulto en infecciones leves y hasta 8800 huevos/dia/parasito adulto

en infecciones mas severas (Boray, 1969).

Eficiencia del control natural de C. limnaei limnaei

Mediante la prueba de homogeneidad Chi cuadrado al nivel 0,05 se comprobo
que C. limnaei limnaei no permite el desarrollo de F. hepatica, pudiendo ser
considerado como controlador natural de F. hepatica. Concordando con Ibrahim, (2007)
en Alemania, quién concluye que C. limnaei, es simbidticamente asociado con caracoles
vectores de enfermedades parasitarias, pudiendo tener implicaciones importantes en
relacion con el control bioldgico y / o cambios en la epidemiologia de estos parasitos,
como es el caso del estudio de Rodgers ef al. (2005) en Estados Unidos, quienes
realizan un estudio de las interacciones inter-especificas entre C. limnaei limnaei, el
trematodo Schistosoma mansoni, y un caracol acuatico (Biomphalaria glabrata).

Observando que la prevalencia de la infecciéon de Schistosoma fue significativamente
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mayor en los caracoles que carecian de los C. limnaei limnaei en relacion con aquellos
que fueron colonizados por estos comensales, indicando que C. limnaei limnaei puede
proteger al caracol hospedero de infecciones por trematodos. Rodgers et al. (2005). El
porcentaje de supervivencia de los caracoles colonizados con C. limnaei fue del 70%
por debajo del indicado por Rodgers et al. (2005) que indica una supervivencia de los
caracoles del 85%, No obstante ambos muestran significancia en el control de F.
hepatica en limneidos. Rajasekariah, (1978) en Suiza observa en el laboratorio que C.
limnaei destruyen las fases larvarias de F. hepatica. Lo cual no coincide con lo
observado, debido a que el tamafio de anélido C. limnaei limnaei no le permite devorar
esporocistos, redias, cercarias ni metacercarias por poseer tamafios, confrontacion
observada en el microscopio y M. estereoscopico; y ademas los esporocistos y redias
desarrollan sélo en el interior de su huésped intermediario, lugar donde no presentan
contacto directo con C. limnaei limnaei, segin lo observado, debido al pequefio tamafio
de su organismo y capacidad de abertura de su boca, solamente puede engullir
miracidios y en menor proporcion huevos de F. hepatica debido a que estos ultimos son
dificiles de detectar por no tener movimiento, como lo corroboran las Figuras 106 y
107. Estos resultados indican que el control natural acontece s6lo evitando el ingreso
del miracidio.

Adicionalmente, se determind el mimero de miracidios devorados por C. limnaei
limaei en 5, 10 y 15 minutos de exposicion del caracol a una placa petri conteniendo
una poblacién de miracidios de densidad igual a 520,8 + 9,48 /cm?, se utiliz6 el analisis
de varianza ANOVA de una via, aceptando diferencias significativas en el numero de
huevos devorados a diferentes tiempos a un nivel de 0,05, lo cual indica que el control
natural que ejerce en el caracol incluye una buena proteccion a través del tiempo, sin
embargo, la infeccidn aun ocurre pero en menores porcentajes debido probablemente a
que el ingreso de los miracidios de F. hepatica podrian facilitarse en puntos tales, donde
las bocas de los C. limnaei limnaei no pueden alcanzar, sobre todo cuando parte del
cuerpo del caracol sale de su concha (pie, cabeza y tentaculos), puesto que C. limnaei
limnaei actuan disponiendo su parte posterior fija en el manto del caracol teniendo un
radio de alcance limitado. Estos resultados demuestran que la asociaciéon comensal de C.
limnaei limanaei y el caracol hospedero intermedio tiene potencial valor como medida

de control contra la fasciolosis.
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CONCLUSIONES

En el estudio experimental del ciclo de F. hepatica, y la evaluacion de la eficacia de C.

limnaei como su controlador natural en laboratorio, se concluye que:

1.

Los limneidos hallados en las areas de estudio, presentaron un indice de
abundancia por unidad de esfuerzo de 150 ejemplares en Huayllapampa (San
Jer6nimo, Cusco) y 50 ejemplares en la Joya (Katafiiray, Anta, Cusco),
considerados un potencial hospedador intermediario de F. Aepatica a nivel local,
y dadas sus caracteristicas bioldgicas, se mantuvo en condiciones controladas de

laboratorio con un 75,81% de eficacia.

El modelo de crecimiento exponencial es el que mejor se ajusta a la dinamica de
F. hepatica en limneidos; siendo su potencial bi6tico r = 6,6932 % por dia, con
una produccidon media de 203 cercarias por miracidio y 270 cercarias por
caracol; y el nimero de huevos emitidos por adulto de F. hepatica en R.

norvegicus, es de 9135,70 + 2196,8, en condiciones controladas de laboratorio.

A los 100 dias post-infeccion, la potencia invasiva en ratas Holtzmann fue de
8,33 % para de F. hepatica procedente de Katafiiray y de 6,67 % para F.
hepatica procedente de San Jeronimo; la extension de la invasién en ratas
Holtzmann fue de 66,67 % para F. hepatica de ambas procedencias, inoculando

metacercarias procedentes de caracoles infectados en la naturaleza.

La asociacion simbionte de C [limnaei [limanaei y el caracol hospedero
intermedio tiene potencial valor como medida de control contra la fasciolosis,
con una eficacia de proteccion del 70%. Vs 16.7% de infeccion, con un nivel de
significancia de 0,05. Siendo C. limnaei limnaei considerado como predador de

miracidios de F. hepatica.
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SUGERENCIAS

1. Determinar geograficamente mas focos de infeccion de fasciolosis, mediante el
reconocimiento de los biotopos de caracoles limneidos, para llevar a cabo planes

de control de esta zoonosis de importancia publica en nuestra region.

2. Utilizar el método de crianza alternativo ejecutado en este estudio para la crianza

y mantencion de caracoles limneidos de importancia médica.

3. Tomar el disefio experimental de esta investigacién con otras especies de
limneidos de la region, para obtener mayor informacion de la dinamica
poblacional de F. hepatica; de la susceptibilidad de los caracoles a contraer la
infeccion; obtener todos los estadios del ciclo biolégico de F. hepatica en

laboratorio y poder idear nuevas pruebas de control de esta parasitosis.

4. Inducir infeccion de ratas con diferentes numeros de metacercarias, para realizar
estudios del “crowding effect” (inhibicion competitiva), y su relaciéon con la

potencia invasiva, crecimiento y nimero de huevos emitidos por parasito.
5. Estudiar métodos para la crianza intensiva in vitro de C. limnaei limnaei, y

difusion de estos en biotopos infestados con limneidos como medida de control

biologico contra la fasciolosis.
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Anexo 1

Tabla 28 Resumen de Antecedentes Internacionales

Autor/ Afio/
Pais

Titulo de la
investigacién

Conclusion y/o resultado

Mas-Coma, S.,
Funatsu, R. &
Bargues, M.
(2001)

Inglaterra

Fasciola hepatica and
lymnaeid snails occurring
at very high altitude in

South America.

Concluyen que al parecer el periodo mas

largo para la liberacion y la mayor
produccidon de metacercarias, favorecen la
transmision de fasciolosis y pueden ser
interpretadas como estrategias asociadas a la

adaptacion a condiciones de altura.

Sanchez, R.,

Cultivo de Fossaria

Obtienen como resultado la disminucion del

cubensis (Pfeiffer) tiempo generacional de los caracoles
Pereira G. & . L. .,
hospedero intermediario | garantizando el crecimiento y reproduccion
Sanchez, . ) )
de Fasciola hepatica de F. cubensis que permiten su produccion
{1995} Cuba. ) ) ) o ) )
(Linnaeus) en Cuba mastva para investigaciones sobre fasciolosis.
Abrous, M., The stress of Lymnaea | Los caracoles sometidos a stress son
Rondelaud D. truncatula just before | notablemente mas infectados (93-96% vs 48-
& Dreyffus, G. | miracidial exposure with | 50% en controles). El namero de redias no
(2001) Fasciola hepatica mostro variacion entre los grupos problema y
Estados increased the prevalence | control. Ni diferencias en la produccion de
Unidos. of infection cercarias.
Liega a tres conclusiones: (i) Menos de un
Koie, M., Stereoscan studies of | minuto después del ataque al caracol, el
Christensen, | eggs, free-swimming and | miracidio pierde sus cilios. (i) El miracidio |
N. & Nansen, | penetrating miracidiaand | en 15 minutos, gasta mucha energia
P. (1976) early sporocysts of contrayendo su cuerpo. (iii)) El miracidio
Alemania. Fasciola hepatica penetra el epitelio del caracol dura 15
minutos.
Bouix-Busson, | Effect of the number of | El porcentaje de caracoles infectados mostrod

D.;
Rondelaud, D.

miracidia and age of the

mollusc on the survival

un maximo en infecciones de cinco

miracidios por caracol; el porcentaje de
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& Prevost, J.
(1983)

Francia.

and degree of infestation
of Lymnaea glabra Muller

by Fasciola hepatica

caracoles infectados incrementa en relacién
con el nimero de miracidios usados por

caracol.

Rondelaud, D.
& Barthe D.
(1987).

Alemania

Fasciola hepatica L.: the
productivity of a
sporocyst as a function of
the size of Lymnaea

truncatula Muller

El nimero de larvas por redia aumenta con el
tamafio del caracol, que es siempre superior
en la primera generacion que en las
generaciones siguientes. 65% -80% de estas
redias maduras pertenecia a la primera
generacion y el primer grupo de la segunda
generacion, que producen la mayoria de

cercarias.

Belfaiza, M.,
et al. (2004)

Fasciola hepatica:
cercarial productivity of

redial generations in

El incremento en la frecuencia de la infeccion
demostré que la calidad de la comida tiene un

efecto significativo en la cantidad de redias

Inglaterra. long-surviving Galba de F. hepatica desarrolladas dentro de G.
truncatula truncatula.
Caracoles infectados por tres a cinco
Lee, C., Cho, Metacercarial production L . , .
miracidios produjeron mas metacercarias que
H. & Lee, C. of Lymnaea viridis

(1995). Suiza.

experimentally infected

with Fasciola hepatica

los infectados con un solo miracidio. La
total de fue

influenciada por la temperatura.

produccion metacercarias

Prepelitchi, L.,
et al. (2003)

Argentina.

First Report of Lymnaea
columella Say, 1817
Naturally Infected with
Fasciola hepatica in

Argentina

De 500 Caracoles Examinados 44 (8,8%)
presentaron  infeccion de F. hepatica,
identificada en base a las caracteristicas
morfologicas de sus cercarias y huevos y
adultos desarrollados en ratas Wistar, que
tuvieron un periodo

infeccion de 44 — 49 dias.

pre-patente  post

Prepelitchi, L.
{2009).

Ecoepidemiologia de

Fasciola hepatica en el

Realiz0 muestreos estacionales entre la

primavera de 2002 y de 2005 en un
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Argentina.

Norte de la Provincia de
Corrientes destacando
aspectos ecologicos de

Lymnaea columella y su

rol como hospedador

intermediario

establecimiento en el norte de la Provincia de
Corrientes. Colectd en total 7.851 L.
columella. Durante los periodos hiimedos se
hallaron caracoles todo el afio. Concluye que
la dinamica de transmision de F. hepatica en
la zona de estudio estuvo influenciada

principalmente por la disponibilidad de agua.

Olazabal, E.,
et al. (1999)
Cuba.

Obtencion de
metacercarias de Fasciola
hepatica en Lymnaea
cubensis y relacion
pardsito hospedero en
ratas Wistar y ratones

Balb/c

Obtiene por diseccion un total de 1 442
metacercarias con una media de 12,87 por
hospedero. La potencia invasiva (PI) y la
extension de la invasion (EI) en las ratas fue
de PI=23%; EI= 80%. Concluye que la
potencia invasiva y extension obtenida valida

su uso con modelos de F. hepatica en ratas.

Ordoiiez, D.

Fasciolosis cronica

avanzada: andlisis del

Muestran que el “crowding effect” en ratas se
manifiesta cuando las medidas corporales del
trematodo adulto se aproximan a los valores

maximos alcanzados en la fase de cronicidad

(2009) desarrollo del pardsito
avanzada. El pp y los hgh/adulto se muestran
Espafia. adulto y de la oviposicion ) ) . )
dependientes del nivel de infeccion,
en el modelo
] i disminuyendo cuando la carga parasitaria
experimental Wistar
aumenta. Esto significa que el nimero hgh
tiende a desestimar la carga parasitaria.
Population dynamics of C. | Concluyen que C. limnaei, es
. limnaei in the field simbidticamente asociado con caracoles
lbrahim, M. )
(2007) populations of freshwater | vectores de enfermedades parasitarias,
. snails and its implications | pudiendo tener implicaciones importantes en
Alemania.

as a potential requlator of
trematode larvae

community

relacion con el control bioldgico y / o

cambios en la epidemiologia de trematodos.
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Ed P

Multi-species interactions
among a commensal

- {Chaetogaster limnaei:

Dbservdsglieda prdvalendivdéia infeceidn de
Sehistosonrt fud mrayorden [68%6arac3R: qae

careciancde los..Jimnaei.linitidiei en T€lacion

alf200) | . o o
e o limnaei); a parasite- - * | con-aquellos-que-fueron colonizados por-estos
Estados . ) oo .
L (Schistosoraa-mansoni), | comensales; indica:-que-C.-limngei-limupaei
Unidos
and an aquatic snail host | puede . proteger . al caracol. hospedero .. de
(Biomphalaria glabrata) | infeceionies:par.trematodos.
Observan en el laboratorio que estos anélidos
Chaetogaster limnaei K . )
Rajasekariah, destruyen las fases larvarias de F. hepatica.
von Baer 1872 on Lo .
G. (1978) La asociacion comensal de C limnaei y el
Lymnaea tomentosa: . L .
Suiza. caracol hospedero intermedio tiene potencial
ingestion of Fasciola )
] valor como medida de control contra la
hepatica cercariae
fasciolosis
Anexo 2

Tabla 29. Resumen de Antecedentes Nacionales y Locales

Autor/Aiio Ti
itulo de la .
/Pais . . ., Conclusion y/o resultado
imvestigacion
Iturbe, P. & | Desarrollo de huevos de F. .
Constataron que la luz si influye en el
Muiiiz F. hepatica a partir de huevos | ..
tiempo de eclosion de huevos de F.
(2010) aislados de la vesicula biliar : )
hepatica, asi como la procedencia de
Cusco, de ovinos y vacunos,
i hospedero.
Peri. expuestos a luz y oscuridad
El porcentaje de infestacion de los caracoles
Londoiie, Presencia de caracoles con las formas larvarias de Fasciola
P. etal lymnaeidae con formas hepatica fue de 48, 46 y 36% a 4000-4200,
(2009). larvarias de Fasciola 4200-4300, y 4300-4500 msnm,
Cusco, hepatica en altitudes sobre | respectivamente, demostrando que el
Peri. los 4000msnm en la sierra | parasito puede sobrevivir sobre los 4000
sur del Perti msnm. La relacion entre el nivel infectivo y
altitud fue inversamente proporcional.
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Larrea, H.,
etal
{(2007)

Lima, Peri.

Hospederos intermediarios
de Fasciola hepatica en el

Peru

Los indices de infeccion natural vy
experimental fueron del 12% y 28% en
Lymnaea columella y del 27% y 70% en
Lymnaea viatrix, respectivamente. Lymnaea
diaphana y Lymnaea cousini no presentaron
infeccion natural y no son susceptibles a la

infeccidn experimental.
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Larrea, H.,
etal,
(2007)

Lima, Per.

Hospederos intermediarios
de Fasciola hepatica en el

Peru

Los indices de infeccion natural vy
experimental fueron del 12% y 28% en
Lymnaea columella y del 27% y 70% en
Lymnaea viatrix, respectivamente. Lymnaea
diaphana y Lymnaea cousipi no presentaron
infeccion natural y no son susceptibles a la

infeccion experimental.
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Anexo 4

Fig. 109 Imagen satelital del punto de muestreo de cara
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#> SEDACUSCO S.A.

PPNy
T ENTIDAD MUIINICIPAL PRESTADORA DE SERVICIOS DE SANEAMIENTO DEL CUSCO SA

INFORME DE ENSAYO FiSICO QUIMICO I

Punto de Muestreo
Distrito/Provincia/Dpto.
Fecha y hora de Muestreo;
Fecha y hora de Anélisis:

Muestreado Por:

La Joya/ Katafiiray
Ancahuasi/Anta/Cusco
12-02-11 11:30 AM
14-02-11 8:30 AM

Sr. Paul lturbe

Fact.N° 052-00109242-60

Resultados Fisico Quimico

MUESTRA NORMA OMS

Turbiedad 3,05 5,00 NTU
Color 6,00 15,00 uc
PH 7,83 6.5-8.5
Alcalinidad Total 143,87 - mg/it CaCoO,
Dureza Total 206,190 500,00 mg/it CaCO,
Calcio 70,240 - mg/it Ca"
Magnesio 7,520 - mg/it Mg
Cloruros 23,150 250,00 mg/it
Sulfatos 118,640 250,00 mg/it
Sélidos Totales disueltos 218,00 - mg/it
Conductividad 420,00 1.500,00 uS/em

J {00 0
. . GE C ALY Fimion AU
‘J723{ RD&Q"&A’OG““‘ 4
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Anexo 6

& EPS
==> SEDACUSCO S.A.

ENTIDAD MJJNICIPAL PRESTADORA DE SERVICIOS DE SANEAMIENTO DEL CUSCO S.A

INFORME DE ENSAYO FiSICO QUIMICO T

Punto de Muestreo Huayllapampa/ San
Distrito/Provincia/Dpto. Jerdnimo
, San Jerénimo/Cusco
Fecha y hora de Muestreo; 13-02-11 1130 AM
Fecha y hora de Andlisis: 14-02-11 8:30 AM
Muestreado Por: Sr. Paul lturbe
Fact.N° 052-00109242-60
| Resultados Fisico Quimico
MUESTRA NORMA OMS
Turbiedad ‘ 3,25 5,00 NTU
Color 6,40 15,00 uc
PH 7,67 6.5-8.5
Alcalinidad Total 157,62 - mg/it CaCO,
Dureza Total 161,398 500,00 mg/it CaCO,
Calcio 44,448 - mg/it Ca"
Magnesio 12,076 - mg/lt Mg
Cloruros 7,281 250,00 mgftt
Sulfatos 110,640 250,00 mg/it
Sdlidos Totales disueltos 238,00 - mg/it
Conductividad 470,00 1.500,00 uS/cm
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Anexo 7

NTIDAD MUUNICIPAL_PRESTADORA DE SERVICIOS DE SANEAMIENTO BEL CUSCO SA

INFORME DE ENSAYO FiSICO QUIMICO III

Punto de Muestreo
Distrito/Provincia/Dpto.
Fecha y hora de Muestreo;
Fecha y hora de Anélisis:

Muestreado Por:

Agua de acuarioflUNSAAC
Cusco/Cusco
14-02-11 8:00 AM
14-02-11 8:30 AM

Sr. Paul lturbe

Fact N° 052-00109242-60

Resultados Fisico Quimico

MUESTRA NORMA OMS

Turbiedad 4,05 5,00 NTU
Color 6,70 15,00 uc
PH 7,08 6.5-8.5
Alcalinidad Total 113,22 - mg/it CaCO,
Dureza Total 394,164 500,00 mg/it CaCO,
Calcio 926,635 - mg/lt Ca"
Magnesio 18,618 - mg/it Mg
Cloruros 2,522 250,00 mg/it
Sulfatos 217,630 250,00 mg/it
Solidos Totales disueltos 298,00 - mg/it
Conductividad 460,00 1.500,00 uS/cm

¥ t;:/
g ;'m:;gfg&
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Anexo 8
Método alternativo para la administracion oral en ratas

Introduccion:

La administracion en forma oral tanto para ratas como para ratones es traumatica, y
ademas requiere de sondas gastricas que pueden ser rigidas o blandas, con las que a
veces no se cuentan en los bioterios. La alternativa a esta administracion es la
preparacion de una gomita de gelatina con leche consistente que tiene varias
aplicaciones, pudiendo usarse como vehiculo de infeccion o drogas o en el caso mas

simple como aditivo a un alimento con carencias nutritivas.

Materiales:

- Gelatina light: 40 gr.
- Leche: 20 ml.

- Agua: 40 ml.

- Placa Multiwell.

- Droga o agente de infeccion (la utilizada para la ocasion).

Procedimiento:

- Hervir la leche en un matraz erlenmeyer previamente disuelta en agua, cuando se haya
enfriado agregar la gelatina, para que no se corte la leche.

- Colocar en los recipientes correspondientes.

- Dejar solidificar de un dia para el otro.

Entre las ventajas se cuentan:

- Econémico (no requiere la compra de sondas).

- Practico (no requiere entrenamiento en sujecion, ni en administracion en forma oral).
- No invasivo (no hay necesidad de invadir el cuerpo del animal)

- Sin stress para el investigador

- Sin stress para los animales que puede alterar los parametros a medir.

- Evita lesiones en el es6fago en los animales, sobre todo en los més pequefios.

Autores: Graciela Dabrowski y Emiliana Herrero.
133



Anexo 9

Método de sedimentacion rapida (TSR, MSR) (Concentracién por
sedimentacion sin centrifugacién) (Lumbreras y col. 1962)

a. Fundamento.

Se basa en la gravidez de los huevos que, por su tamafio y peso sedimentan rapidamente

cuando se suspenden en agua.
b. Materiales

- Copa o vaso de vidrio o plastico, conico de 150 a 200 mL.
- Coladera de malla metalica o plastico.

- Placas petri o lunas de reloj.

- Aplicador de madera (1/3 de bajalengua).

- Pipeta Pasteur.

- Agua corriente.

- Microscopio.

¢. Procedimiento

- Homogeneizar 3 a 6 g de heces con unos 10 a 20 mL de agua filtrada

- Colocar la coladera y a través de ella, filtrar la muestra.

- Retirar la coladera y llenar la copa con agua filtrada hasta 1 cm. debajo del borde, esto
es 15 a 20 veces el volumen de la muestra.

- Dejar sedimentar la muestra durante 30 minutos.

- Decantar las 2/3 partes del contenido del vaso y agregar nuevamente agua.

- Repetir los pasos anteriores cada 5 a 10 minutos por 3 a 4 veces, hasta que el
sobrenadante quede limpio.

- Transferir el sedimento a una placa petri o luna de reloj, por incorporaciéon o con
ayuda de una pipeta Pasteur.

- Observar al M. estereoscOpico 0 microscopio, a menor aumento.
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d. Observacion

Observar la presencia de huevos. Este método es especialmente 1til para la basqueda de
Fasciola hepatica, Paragonimus sp. y nematodes como Ascaris lumbricoides (huevo
fecundado o no fecundado), Trichuris trichiura, Hymenolepis nana, Diphyllobothrium

pacificum, etc.

Fig. 110 Huevos opérculados de Paragonimus peruvianus (izq.) y Fasciola hepatica
(der.) en muestra fresca

e. Resultado.

Informar de la presencia de huevos o larvas de parasitos. Los resultados indicaran
el(los) método(s) empleado(s), el género o la especie del parasito observado y su estadio
evolutivo. La densidad parasitaria puede expresarse como el nimero de formas

parasitarias observadas por campo de microscopio con objetivo de 10X y 40X.
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.Anexo 10

Tabla 32 Voliimenes de sedimentos fecales (en mL) de ratas inoculadas con
metacercarias de F. hepatica procedente de La Joya y Huayllapampa

Grupo A. F. hepatica procedente de la

Grupo B. F. hepatica procedente de

Dia pos- )
foccion Joya San Jeronimo
Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 1 Rata 2 Rata 3

86 6.6 6.5 6.5 6.5 6 10
87 5,7 3,7 3 4 3,9 3,1
88 35 3,2 5 2,9 2,5 2,7
89 2,5 4,6 3,8 3,2 3,1 3,1
90 42 4,6 45 3,9 42 4,3
91 5,8 22 3,9 2 2,5 3
92 5,2 4,9 4,5 45 6 438
93 2,2 2,5 2,9 2,2 2,2 3
94 32 4,1 3,6 6 2,9 4,1
95 3,6 4.4 42 4,1 3,5 4,1
96 6 41 55 5 45 6
97 43 42 42 3,8 4 42
98 5,1 55 4 42 6 4
99 5,2 4.8 4,1 43 4,1 42
100 43 42 42 3,8 42 4.4

Promedio 4,49 4,23 4,26 4,03 3,97 4,33
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Anexo 11

Tabla 31 Ndmero de huevos de F. hepatica encontrados en 0,2 mL de sedimento
fecal de ratas inoculadas con F. hepatica procedente de La Joya (Anta) y
Huayllapampa (San Jerénimo)

Grupo A. F. hepatica procedente de La

Grupo B. F. hepatica procedente de

Dia pos-
infeocién Joya Huayllapampa
Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 1 Rata 2 Rata 3

86 0 25 44 14 0 0
87 0 50 76 32 10 0
88 0 52 108 36 28 0
89 0 56 130 112 124 0
90 0 40 150 124 55 0
91 0 38 84 51 87 0
92 0 20 226 112 20 0
93 0 84 181 128 24 0
94 0 89 256 322 28 0
95 0 63 236 214 25 0
96 0 14 168 176 40 0
97 0 37 152 120 58 0
98 0 90 162 156 29 0
99 0 12 161 64 228 0
100 0 50 156 122 64 0

Promedio 0 48,00 152,67 118,87 54,67 0
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