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RESUMEN

OBJETIVO: Se realiz6 un estudio experimental con el objetivo de determinar la
eficacia del vinagre (4cido acético) sobre la viabilidad de metacercarias de

Fasciola hepatica. MATERIALES Y METODOQOS: Las metacercarias de Fasciola

hepatica fueron obtenidas por estimulacion de caracoles Galba truncatula

obtenidos de la localidad de Polloc-La Encafiada-Cajamarca. Se formaron varios
grupos (cada grupo estuvo conformado por 25 metacercarias morfologicamente
normales vistas al estereoscopio), se formé 9 grupos los cuales fueron sometidos
a diferentes concentraciones de vinagre (1%, 3% y 5%) y con variacion en el
tiempo de exposicion (1hora, 2 horas y 3 horas). El experimento se realizé con
tres repeticiones para valorar el promedio, mas un grupo control con agua
destilada. Después de la exposicion de las metacercarias al vinagre se las lavo en
tres oportunidades con agua destilada, luego se utilizo la tincibn de eosina para
visualizar mejor las estructuras, forma y movimiento de las metacercarias en el
microscopio de luz y determinar la viabilidad, lo cual fue evaluado por la
conservacion de la morfologia, los granulos excretores en su interior, ademas de
la presencia de movimiento. RESULTADOS: La viabilidad de las metacercarias
expuestas por una hora al 4cido acético al 1%, 3% y 5% de concentracién fue de
61,32%,56% y 66,68% respectivamente; la viabilidad de las metacercarias
expuestas por 2 horas al 4cido acético (1%, 3% y 5%) fue de 70,68%, 28% vy
38,68%, respectivamente, la viabilidad de las metacercarias expuestas por 3
horas al &cido acético (1%, 3% y 5%) fue de 32%, 30,68% y 18,68%,
respectivamente. Las metacercarias de los grupos control no presentaron

variacion en la viabilidad a lo largo del tiempo de evaluacion teniendo una
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viabilidad 80%. En cuanto a la eficacia del acido acético el valor mas elevado que
tenemos es del 81,32% obtenido en la mas alta concentracion del acido acético y
por mas tiempo. No se evidencié una diferencia significativa en cuanto a la
variacion de la concentracion del acido acético (p=0,556), pero si se obtuvo una
diferencia significativa (p=0,028) entre los tiempos de exposicion (1 hora y 3
horas). CONCLUSION: El vinagre (acido acético) no es eficaz sobre la viabilidad

de metacercaria de Fasciola hepatica, ya que el valor mas elevado de eficacia fue

81,32% que se evidencia en el promedio de los grupos expuestos al acido acético
al 5% por 3 horas, existiendo una diferencia significativa (p=0,028) entre el tiempo
de exposicion de 1 hora y 3 horas, lo cual indica que a mayor tiempo de
exposicion de las metacercarias mayor serda la eficacia independientemente de la

concentracion de acido acético.

PALABRAS CLAVE: Eficacia, viabilidad, metacercaria de Fasciola hepatica,

vinagre (acido acético).



ABSTRACT

OBJECTIVE: An experimental study was carried out with the objective of
determining the efficacy of vinegar (acetic acid) on the viability of Fasciola
hepatica metacercariae. MATERIALS AND METHODS: The metacercariae of
Fasciola hepatica were obtained by stimulation of Galba truncatula snails obtained
from the town of Polloc-La Encafiada-Cajamarca. Several groups were formed
(each group consisted of 25 morphologically normal metacercariae seen at the
stereoscope), 9 groups were formed which were subjected to different
concentrations of vinegar (1%, 3% and 5%) and with variation in exposure time (1
hour, 2 hours and 3 hours). The experiment was carried out with three repetitions
to assess the average, plus a control group with distilled water. After exposure of
the metacercariae to vinegar, they were washed three times with distilled water,
then the eosin stain was used to better visualize the structures, shape and
movement of the metacercarias in the light microscope and determine the viability,
which It was evaluated by the conservation of the morphology, the excretory
granules in its interior, in addition to the presence of movement. RESULTS: The
viability of metacercariae exposed for 1 hour to acetic acid at 1%, 3% and 5%
concentration was 61.32%, 56% and 66.68% respectively; the viability of
metacercariae exposed for 2 hours to acetic acid (1%, 3% and 5%) was 70.68%,
28% and 38,68%, respectively, the viability of metacercariae exposed for 3 hours

to acetic acid (1%, 3% and 5%) was 32%, 30.68% and 18.68%, respectively. The
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metacercarias of the control groups did not present variability in the viability
throughout the evaluation time, with a viability of 80%. As for the effectiveness of
acetic acid, the highest value we have is 81.32% obtained in the highest
concentration of acetic acid and for the longest time. There was no significant
difference in the variation of the acetic acid concentration (p = 0.556), but a
significant difference (p = 0.028) was obtained between the exposure times (1
hour and 3 hours). CONCLUSION: Vinegar (acetic acid) is not effective on the
metacercaria viability of Fasciola hepatica, since the highest value of efficacy was
81.32%, which is evidenced in the average of the groups exposed to acetic acid at
5% by 3 hours, there being a significant difference (p = 0.028) between the
exposure time of 1 hour and 3 hours, which indicates that the longer the exposure
of the metacercariae, the greater the efficacy regardless of the concentration of

acetic acid.

KEYWORDS: Effectiveness, viability, metacercaria of Fasciola hepatica, vinegar

(acetic acid).
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INTRODUCCION

La fascioliasis se define como una enfermedad del higado causada por

parasitos trematodos del género Fasciola, como Fasciola hepatica (1). La

fascioliasis humana es actualmente considerada como una infeccion por
trematodos, transmitidas por los alimentos, comunmente adquiridos por el
consumo de metacercarias enquistadas en las hojas que son consumidas
como vegetales (2). Las metacercarias, son una etapa larvaria que es comun a
muchas especies de trematodos, representando una fase imprescindible para
continuar con el ciclo de vida como la capacidad de infectar a huéspedes
definitivos y se extiende durante un periodo relativamente largo. La infectividad
de las metacercarias es pasiva, la cual ocurre s6lo cuando el hospedero de

destino ingiere el parésito (3).

La carga global de la enfermedad es subestimada hasta la fecha, pero se
estima que entre 35 y 72 millones de personas tengan el parasito, con un
adicional de que 180 millones de personas se encuentren en riesgo de
infeccién (2). E.hepatica se encuentra ampliamente distribuida en regiones
templadas, incluyendo Europa, América del Norte, del Sur y Australia (4). En
Peru, se han descrito casos de fascioliasis humana en 17 de las 24 regiones,

todas se encuentran situadas en altas altitudes (5).

La fascioliasis humana se ha convertido en un importante problema de salud
publica entre los paises en desarrollo y ha sido identificada como una de las
enfermedades tropicales desatendidas. La prevalencia de la infeccion en los

territorios altos de Bolivia y Pert son los mas altos del mundo (2). En
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Cajamarca, las prevalencias de fascioliasis van desde 6,7 hasta 47,7% (media
24,4%), resultd ser el mas alto valor registrado en humanos considerandose
una zona hiperendémica. Prevalencias mas altas se encontraron en las

mujeres y en el grupo de 2-5 afos de edad. (6).

El vinagre es un liquido agrio y astringente cuyo componente principal es el
acido acético, resultante de la fermentacion alcohdlica, parece tener potencial
antimicrobiano (7). El &cido acético o vinagre, ha sido usado esporadicamente
en medicina durante los ultimos 6000 afos, logrando tratar con éxito
enfermedades como la peste, otitis, infecciones del tracto urinario, como
bactericida (predominantemente en bacterias Gram negativas como

Pseudomonas aeruginosa). Ademas, se considera como desinfectante general

8).




CAPITULO |

1. El problema Cientifico y los Objetivos
1.1 Definicién y Delimitacién del Problema
El presente trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Inmunologia e
Investigacion de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad

Nacional de Cajamarca.

1.2Formulacién del Problema
¢,Cuan eficaz es el acido acético en la eliminacion de metacercarias de

Fasciola hepatica?

1.3 Justificacion del Problema

En el continente americano, los mayores casos conocidos de fascioliasis se
presentan en los paises andinos. Perl es considerado uno de los paises
que presenta un problema de salud publica mas grande debido a la
infeccion humana por F.hepatica (9). Fascioliasis humana afecta a varias
regiones de Per( dentro de las cuales tenemos: el Valle del Mantaro en
Junin, Altiplano en Puno, el valle de Cajamarca, Arequipa, y Huarochiri en
Lima (10).

Fascioliasis presenta una alta prevalencia en la provincia de Cajamarca (6),
se han realizado varios estudios sobre fascioliasis hepatica humana en
diversos paises, asi como en el Perl, en Cajamarca se ha evaluado la
utilizacion de medicamentos como el triclabenzadol (11-20).

En la actualidad se cuenta con algunos trabajos que han tratado de

identificar algunos agentes fisicos y quimicos que tengan alguna accion
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sobre la viabilidad e infectividad de las metacercarias de F. hepatica y F.
gigantica (21 - 31).

Se podria implementar la utilizaciéon del vinagre (acido acético) como
medida preventiva de dicha enfermedad. La poblacion que se encuentra en

riesgo de contraer fascioliasis humana se beneficiaria.

1.4 Objetivos Generales y Especificos de la Investigacion:
1.4.1 Objetivos Generales:
Determinar la eficacia del &cido acético (vinagre) sobre la

viabilidad de metacercaria de Fasciola hepatica.

1.4.2 Objetivos Especificos:

e Determinar la concentracion de acido acético (vinagre) necesaria
para lograr la eliminacién de metacercarias de E. hepatica.

e Determinar el tiempo de exposicion al acido acético (vinagre) que
seria necesario para lograr la eliminacién de metacercaria de F.
hepatica.

e Determinar la viabilidad de la metacercaria de F.hepatica

expuesta a la accién del acido acético (vinagre).



CAPITULO I

2. Marco teorico
2.1 Antecedentes del problema:
Fascioliasis humana posee una morbilidad significativa, principalmente en
paises de bajos ingresos con comunidades agricolas (2).
En Ameérica, la fascioliasis es causada exclusivamente por F.hepatica,
siendo su huésped intermediario caracoles del género Lymnaea y su forma
infectante la metacercaria(6). Uno de los paises mas afectados por
fascioliasis humana es Peru, quien parece presentar un problema de salud
comparativamente grande (6).
La viabilidad de metacercaria ha sido analizada por métodos in vitro o in
vivo. (32) Por métodos in vitro se puede realizar verificando la motilidad de
la metacercaria dentro del quiste interno, lo cual se examina con el
microscopio de luz, ademas de valorar la morfologia (la presencia de
granulos excretores para ser considerados como viables) (28,30,33-34).
Otro método para valorar la viabilidad es remover la pared externa del
quiste presionando suavemente con ayuda de una aguja de diseccion
guiandose con el estereoscopio, colocarlas en un tubo de ensayo con 10
ml de medio salino e incubacion (32,35-38). Dentro de los métodos in vivo
se necesita la infeccion experimental de algun animal de laboratorio para

valorar la viabilidad de F. hepatica o F.gigantica. (30,32-34).

En la investigacion: Prevencion de la fascioliasis humana: un estudio sobre
el papel de los detergentes, acidos y permanganato de potasio en la

limpieza de metacercarias en hojas verdes; en el departamento de



Parasitologia, Instituto de Investigacion Médica, Universidad de Alejandria
en Egipto, evaluaron la utilizacion de algunas sustancias quimicas para la
separacion de metacercarias enquistadas en vegetales verdes,
concluyendo que lavar los vegetales con agua corriente por 10 minutos
permite liberar solo el 50% de las metacercarias, exponer a los vegetales
con metacercarias al acido citrico (10ml/L), vinagre comercial ( 120ml/L),
jabén liquido (12mil/L) y KMnO4 (24mg/h) logran separar todas las
metacercarias después de un tiempo de exposicion de 10 minutos ; el
vinagre comercial logro eliminar otros parasitos presentes en los vegetales,
siendo el KMnO4 el agente que logro destruir a las metacercarias (28).

En el estudio: Contaminacién humana de fascioliasis por vegetales; en el
Departamento de Microbiologia Médica, Facultad de Medicina, Universidad
de Ciencias Médicas de Gilan, Iran. Estudiaron los efectos del
permanganato de potasio en la viabilidad de metacercarias en alimentos
preparados a base de vegetales, expusieron a los alimentos con
metacercarias al permanganato de potasio por 5 minutos en dosis elevadas
de 300,600 y 1200 mg/L, luego las administraron a animales de laboratorio
demostrando que no genera ningun cambio en la viabilidad e infectividad
de las metacercarias (30).

En el estudio: La eficacia de cinco productos quimicos en la infectividad de

metacercarias de Fasciola gigantica; evaluaron la eficacia del &cido

acético, acido citrico, cetrimida, permanganato de potasio e hidroxido de
sodio (en diferentes concentraciones) en la infectividad de metacercarias

de Fasciola gigantica; la explosion a las diversas sustancias se realizé por




15 y 30 minutos. La eficacia de estos productos quimicos en la vitalidad y

la capacidad de infeccion de las metacercarias de Fasciola gigantica se

evalué mediante el desarrollo de la infeccion por fascioliasis y los cambios
histopatoldégicos en los higados de conejos albinos infectados
experimentalmente, concluyeron que 1% de hidroxido de sodio tenia un
efecto letal en las metacercarias , del 10% al 40% de permanganato de
potasio destruyd el poder de infectividad de las metacercarias, el acido
acético produjo un efecto adverso en la metacercaria en concentraciones
mayores del 2,5%, en concentracion de 5y 10% en 15 y 30 minutos las
metacercarias se encuentran no infectivas . Pero, ni el acido citrico ni la
cetrimida afectaron la vitalidad o la infectividad de las metacercarias y
todos los conejos adquirieron fascioliasis. (31)

Hay una alta prevalencia de fascioliasis humana en el altiplano peruano, se
han realizado diversos estudios en el territorio peruano, uno de ellos
relaciona la presencia de eosinofilia y fascioliasis humana (13), otro estudio
informa sobre el fracaso del tratamiento con triclabenzadol, farmaco de
eleccion en el tratamiento de fascioliasis humana (11). Por otro lado, se
han reportado casos de fascioliasis humana incluso en la selva peruana
(5).

El valle de Cajamarca en Per(, es la zona que posee caracteristicas
ambientales adecuadas para la transmisién de F. hepatica (6). En la regién
de Cajamarca se han identificado tres especies del caracol del género

Lymnaea: Galba truncatula, Lymnaea neotropica y Lymnaea schirazensis,

las dos primeras se encuentran involucradas en la transmision de



F.hepatica (9). En el distrito de la Encafada, Santa Rosa de Chaquil
(distrito de la Encafiada), Taquipampa (distrito Llacanora), Bafios del Inca,
Yanamarca (distrito de Jesus), Chaquicocha (distrito Cajabamba) se

determind la presencia de Galba truncatula, en el Valle de Condebamba

(distrito de Cajabamba) se identificO a Lymnaea neotropica, y Bafios del

Inca se idéntico a Lymnaea schirazensis.(9)

En Cajamarca se han realizado diversos estudios sobre Fascioliasis
humana, relacionados con la infeccion y la resistencia al Triclabenzadol
(4,6,9,10,12,14,15,18,20). Los investigadores han logrado estimar la
prevalencia global de Fascioliasis hepatica, informando tasas de
prevalencias que van desde 6,7 hasta 47,7% (media 24,4%) encontrada en
poblaciones humanas locales, demostrando que la provincia de Cajamarca
es area hiperendémica de infeccion humana de acuerdo con la clasificacion
epidemiologica de la OMS (6).

Fascioliasis humana se encuentra actualmente clasificada como una
enfermedad tropical desatendida, segun la Organizacion Mundial de la

Salud (6).

2.2 Bases teoricas
FASCIOLIASIS HUMANA
Es una enfermedad causada por F.hepatica, un parasito aplanado
en forma de hoja, de apariencia carnosa y color café claro, con
extremo anterior saliente en forma de cono. Mide aproximadamente

de 2 cm a 3 cm de largo por 1 cm de ancho, presenta dos ventosas:



una oral y otra ventral. Son hermafroditas y los 6rganos genitales
masculino y femenino, estdn muy desarrollados, ramificados y
poseen un orificio o poro genital cercano a la ventosa ventral. El
aparato digestivo consiste en faringe, esofago y el intestino ciego
dividido en dos tubos ramificados. Estos érganos se observan bien
en el paréasito coloreado. Los huevos son ovalados y con un opérculo
0 tapa en uno de sus extremos, miden aproximadamente 150 y, en
su longitud mayor. Tienen color café debido a la pigmentacion biliar
(39).

Ciclo de vida:

Los paréasitos adultos se localizan en los conductos biliares de los
animales y del hombre. Los huevos salen al intestino con la bilis y
son eliminados en las materias fecales. Para embrionar es
indispensable que caigan al agua dulce, en la cual dan origen a la
primera forma larvaria que sale a través del opérculo. Este es el
miracidio ciliado que nada liboremente en el agua e invade un caracol
del género Lymnaea, en el cual se reproduce y forma esporoquistes,
redias y cercarias, estas Ultimas tienen cuerpo redondeado y cola no
bifurcada, abandonan el caracol, nadan en el agua para buscar
plantas a las que se adhieren y se transforman en metacercarias de
aproximadamente 0,5 mm, redondeadas y cubiertas de una
membrana gruesa (39).

La pared de las metacercarias posee una estructura compleja,

esencialmente esta constituida por dos quistes; uno quiste externo y



quiste interno. El quiste externo esta formado por una capa externa a
base de proteinas y wuna capa subyacente fibrosa de
mucopolisacaridos y mucoproteinas. El quiste interno tiene una capa
compleja de mucopolisacaridos subdividida en tres capas (lllIA:
predominando las proteinas; IlIB: a base de sulfomucina y IlIC: a
base de mucopolisacaridos neutros) y una capa adicional IV de
proteinas laminada o queratinizada. La pared externa del quiste
probablemente actia como una barrera contra la infeccion de
hongos y bacterias, es importante también en la fijacion al sustrato
(2,3,41-42).

Estas metacercarias se encuentran dentro del tejido vegetal, de
modo que no son eliminadas con el lavado de las plantas
contaminadas. Los huéspedes definitivos se infectan al ingerir estas
plantas contaminadas, de las cuales los berros comestibles son la
principal fuente de infeccion humana. Ocasionalmente la infeccion se
puede adquirir al tomar agua contaminada con metacercarias 0
jugos de las plantas parasitadas. En el intestino delgado se libera el
parasito inmaduro, que atraviesa la pared intestinal, el peritoneo y la
capsula hepatica, para luego buscar los canales biliares en donde se
desarrolla a adulto en tres a cuatro meses, vive aproximadamente
nueve a 13 afios (39) (Anexo 1).

Patologia y patogenia:

La patologia y patogenia se puede dividir en tres etapas, de acuerdo

a la localizacion de los parasitos. La primera corresponde a la
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invasion a través de lesiones en el intestino, peritoneo e higado, en
los cuales se produce inflamacion y pequefios abscesos con
eosinofilia. La segunda fase latente, corresponde a la llegada y
crecimiento de los parasitos jovenes en el higado, la cual dura
meses 0 afos. Puede pasar clinicamente desapercibida, pues
apenas se esta iniciando la fibrosis, la obstruccion y siempre se
acompafia de elevada eosinofilia circulante. La tercera fase:
obstructiva, corresponde al establecimiento de los parasitos en los
conductos biliares intrahepaticos; hay inflamacién, abscesos,
hiperplasia celular, hepatomegalia y finalmente fibrosis (39).

La localizacion normal del parasito es el higado, pero por via
sanguinea o por migracion a través de los tejidos blandos, puede
llegar a otros sitios lo cual da lugar a la llamada fascioliasis ectépica,
principalmente en el tejido subcutaneo de la pared abdominal, en
donde se presentan noddulos dolorosos de 1 cm a 6 cm. También se
encuentra en pulmones, corazén, cerebro, musculos y sistema
urinario (39).

Diagnaostico:

Se hace principalmente por el hallazgo de huevos en bilis 0 materias
fecales, aunque en muchas ocasiones ese diagnostico se hace al
observar los parasitos después de una cirugia, realizada con un
diagnostico clinico diferente al de esta parasitosis. Los estudios
imagenologicos son de gran utilidad, principalmente el TAC. Existe

una prueba de ELISA y otros estudios inmunoldgicos que detectan
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anticuerpos. También es posible buscar antigenos del parasito
(30,39).

Tratamiento:

La Organizacion Mundial de la Salud recomienda la utilizacion de
Triclabenzadol a dosis de 10 mg/Kg en una sola toma (en caso de
fracaso se puede administrar una dosis doble 20 mg/Kg).
Recomienda la utilizacién de dicho farmaco como medida preventiva
en zonas endémicas, principalmente en nifios de edad escolar (5-14

afos) o a todos los habitantes cada 12 meses (43).

ACIDO ACETICO (VINAGRE)
El vinagre es un liquido agrio y astringente que consiste
principalmente de &cido acético. Este producto es barato, se
encuentra facilmente en el mercado y parece tener potencial
antimicrobiano (8). El vinagre se produce a partir de materias primas
que contienen almidén o azulcar a través de la secuencia de etanol y
fermentaciones de &cido acético, se utiliza en una variedad de
aplicaciones alimentarias. La produccion de vinagre normalmente
implica una primera fermentacion de los azlcares simples de la
materia prima, que se convierten en alcohol por las levaduras. El
alcohol resultante se oxida a &cido acético por Acetobacterias
durante la dltima fermentacion. Existen varios métodos de
produccion de vinagre, pero principalmente dos métodos se utilizan

comercialmente. El primero es un método tradicional clasificado
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como un "método de superficie” en la que las bacterias
Acetobacteriaceae crecen en la superficie de la madera quien le
proporciona oxigeno. El segundo método, que se clasifica como un
"cultivo sumergido" es un método en el que el oxigeno se suministra
en la fermentacién para acelerar la produccion industrial (44).

El &cido acético posee un efecto bactericida, particularmente en

Bacterias gramnegativas tales como P. vulgaris, P. aeruginosa y A.

baumannii. EI espectro microbioldgico del acido acético es amplio,
incluso cuando se prueba a baja concentracion de 3%(45).

El 4cido acético es un remedio casero conocido para la limpieza y
tiene efectos documentados en el cuidado de heridas topicas contra
las infecciones por Pseudomonas (46). El acido acético erradica las
biopeliculas maduras de bacterias, la propia molécula de &acido
acético en su forma no disociada es la que mata las bacterias (47).
La toxicidad de los &cidos débiles hacia las bacterias, como el &cido
acético, no es solo una consecuencia de su acidez. Se cree que
ejercen sus efectos toxicos a través de una variedad de
mecanismos. Los acidos débiles pueden atravesar las membranas
bacterianas mas facilmente que los acidos fuertes, debido al
equilibrio entre sus formas ionizadas y no ionizadas, las ultimas
pueden difundir libremente las membranas hidrofobas cruzadas. Una
consecuencia de esto es que tienden a colapsar los gradientes de
protones que son necesarios para la sintesis de ATP, ya que los

aniones libres (acetato en este caso) se combinaran con protones
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periplasmicos bombeados por la cadena de transporte de electrones
y los transportaran a través de la membrana sin paso a través de la
F1Fo ATP sintasa. Sin embargo, como el pH interno de la célula
(tipicamente alrededor de pH 7.6 en bacterias neutrofilicas) es mas
alto que el de la solucion de acido débil fuera de la célula, el acido
acético internalizado se disociara, acidificando el citoplasma. El
anioén liberado por este proceso es una causa separada de toxicidad,
que puede ser causada por una variedad de eventos, como estrés
osmotico en la célula. Se sabe que la naturaleza de estos depende
del anion particular, aunque las razones mecanicas para esto no se
comprenden completamente; por lo tanto, diferentes acidos débiles
al mismo pH pueden tener efectos toxicos muy diferentes sobre las

células. (8)

2.3 Definicién de términos basicos
[0 Fascioliasis hepética: Enfermedad del higado causada por
infecciones con parasitos trematodos del género de Fasciola, como

Fasciola hepatica(l).

] Acido acético: El acido acético (vinagre) es un liquido miscible, con

sabor agrio, proviene de la fermentacion acética del vino (8).
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CAPITULO Il

3. La Hipétesis:

3.1 Formulacién de hipotesis

> Hipotesis:
o El &cido acético (vinagre) es eficaz sobre la viabilidad de la

metacercaria de F. hepatica.

3.2 Definicion de variables:

» Variable Dependiente:

Viabilidad de Metacercarias de_F. hepatica.
» Variable Independiente:

Concentracion de acido acético.

Tiempo de exposicion a acido acético.

3.3 Operacionalizacion o categorizacidn de variables.
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Operacionalizaciéon de variables.

TABLA 1

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
INDICADOR INSTRUMENTO ESCALA FUENTE
General:
Variable Numero de Datos de
Determinar el efecto del &cido | El &cido acético | dependiente: Viabilidad  de | Estereoscopio metacercarias laboratorio
¢Cuén eficaz es | acético (vinagre) sobre la | (vinagre) es metacercaria de presentes
viabilidad de metacercaria de | eficaz sobre la | Metacercarias de | Fasciola
el é&cido acético | Fasciola hepatica. viabilidad de la | Fasciola hepatica.
metacercaria de | hepatica.
(vinagre) en la | Especificos: Fasciola
hepatica.
eliminacion  de | Determinar la concentracion
de acido acético necesarios
metacercarias de | para lograr la eliminacién de
metacercaria de Fasciola
Fasciola hepatica. Variable
independiente:
hepatica? Determinar el tiempo de Instrumentos para Concentracion de | Datos de
exposicion al é&cido acético Concentracion de | Acido  acético | medir la acido acético laboratorio.
que seria necesario para acido acético. (vinagre) concentracion de

lograr la eliminacion de
metacercaria de Fasciola
hepatica.

Determinar la viabilidad de la
metacercaria de Fasciola
hepatica expuesta a la accion
del &cido acético (vinagre).

Tiempo de
exposicion a
acido acético.

acido acético.
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4. Metodologia:

CAPITULO IV

4.1 Tipo y disefio de la investigacion

Experimental.

4.2 Técnicas de muestreo:

o Muestra:

Metacercarias de Fasciola hepatica, que se han obtenido por estimulacion

de caracoles Galba truncatula obtenidos de la localidad de Polloc-La

Encafada-Cajamarca (21), para obtener el valor de la muestra se obtuvo por

cada grupo evaluado, cada grupo estuvo conformado por 25 metacercarias.

Disefio experimental

TABLA 2

Concentracién de

Tiempo de exposicidn

acido acético 1 Hora 2 Horas 3 Horas
Grupo Al Grupo A4 Grupo A7

1% Grupo A2 Grupo A5 Grupo A8
Grupo A3 Grupo A6 Grupo A9

Grupo Bl Grupo B4 Grupo B7

3% Grupo B2 Grupo B5 Grupo B8
Grupo B3 Grupo B6 Grupo B9

Grupo C1 Grupo C4 Grupo C7
5% Grupo C2 Grupo C5 Grupo C8
Grupo C3 Grupo C6 Grupo C9
Grupo D1 Grupo D1 Grupo D1

Agua destilada Grupo D2 Grupo D2 Grupo D2
Grupo D3 Grupo D3 Grupo D3
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Criterios de Inclusion:

Metacercarias de Fasciola hepatica morfolégicamente normales (que se

evidencien los granulos excretores) y con movimiento vistas al
estereoscopio. (28,30,33,34)
Criterios de Exclusion:

Metacercarias de Fasciola hepatica que morfologicamente no tienen

caracteristicas normales ni movimiento vistas al estereoscopio.

4.3 Técnicas para el procesamiento y analisis de la informacion:
» Teécnicas de recoleccion de datos

1. Se solicité la autorizacion al jefe de laboratorio de Inmunologia e
investigacion de treméatodos de la Universidad Nacional de Cajamarca
para ingresar al laboratorio y realizar el presente trabajo (Anexo 2).

2. Se recolectaron caracoles de la familia Lymnaea, especie Galba
truncatula (21) en la localidad de Polloc —La Encafiada-Cajamarca,
segun el protocolo de cultivo y mantenimiento de caracoles de la
Universidad Nacional de Cajamarca, Laboratorio de Inmunologia e
Investigacion “Grupo de investigacion en Trematodos”™: (Anexo 3)

e Se recolectaron caracoles (dextrogiros) del campo y se llevaron al

laboratorio.
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e Se coloco los caracoles en un tamiz y fueron lavados con agua
corriente por unas 3 o0 cuatro veces.

e Se prepararon cajas de plastico (5It) con agua declorada en
volumen de 4lt, colocar simultaneamente el sistema de aireacion
para ir acondicionando el agua. (Anexo 4)

e Cuando los caracoles estuvieron limpios, fueron separados por
tamafo y colocarlos en el medio a razén de 15 a 25 caracoles por
caja. La alimentacion se realiz6 con una dieta a base de plantas
verdes molidas deshidratadas. (Anexo 4)

3. Se procedio a estimular a los caracoles segun el protocolo estimulacién de
caracoles y obtencion de metacercarias de la Universidad Nacional de
Cajamarca, Laboratorio de Inmunologia e Investigacion “Grupo de
investigacion en Trematodos” (Anexo 5):

e Con la pinza de plastico se colocaron los caracoles en la placa Petri,
luego con la pipeta de plastico se rocid6 agua destilada sobre la
concha, esto para limpiar los caracoles de tierra y/o heces, con
ayuda de un pincel, luego se observaron bajo estereoscopio para
verificar que hayan quedado limpios. (Anexo 6)

e Se llen6 una bolsa de polipropileno de 100ml con 50mi
aproximadamente de agua destilada helada (4°C), con ayuda de la
pinza plastica se colocaron los caracoles dentro (8 a 10 caracoles

por bolsa). (Anexo 6)
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Se torci6 el lado abierto de la bolsa, retirando de esta manera el aire
de la parte que contiene agua, ES MUY IMPORTANTE evitar que
guede aire, ya que si esto sucede los caracoles se pegarian y no
producirian metacercarias. (Anexo 6)

Luego del paso anterior se hiso un nudo en la bolsa y se la coloco
en presencia de luz solar o artificial (lAmpara) por aproximadamente
3 horas. (Anexo 6)

Pasadas las 3 horas se observo la presencia de metacercarias, al
observarse alguna cercaria sin enquistar se esperé unas horas
(fuera de la presencia de luz). (Anexo 6)

Se solt6 el nudo de la bolsa por torsion, colocando la bolsa dentro
del vaso y con las tijeras se corto la parte sobrante del plastico que
no habia tenido contacto con el agua. Fijandose en el filo de union
de la bolsa se cort6 hasta llegar al final de la bolsa y se dejé caer el
agua en el vaso, asi mismo cayeron los caracoles y otros se
encontraban pegados en la bolsa.

Se lavo el plastico de la presencia de algun detrito, esto con la
piceta, suavemente evitando desprender las metacercarias
enquistadas. Terminado este paso siempre cerrar la bolsa con los
lados interiores cara a cara, esto para evitar que alguna

metacercaria se desprenda.
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e Se colocé la bolsa en una placa Petri y observé al estereoscopio, a
este tiempo se contaron las metacercarias, se corto la bolsa por la
mitad con el uso del bisturi y la pinza.

e Una vez terminado el conteo se utilizé un pincel y con ayuda del
estereoscopio se desprendié suavemente las metacercarias, con
ayuda de una pipeta se las coloc6 dentro de los microtubos de 1.5ml
y se agreg6 agua destilada para evitar la desecacion.

e Finalmente se identifico y guardd en refrigeracion con la tapa del
microtubo entreabierta. (Anexo 6)

e Se siguié dicho procedimiento hasta recolectar las metacercarias
gue cumplan con los criterios de inclusion y en cantidad segun la
tabla 2. Disefio experimental.

Se titulé el vinagre comercial para obtener la concentraciéon de &cido
acético segun determinacién del contenido de acido acético de un vinagre
comercial (48): (Anexo 7)

e Se pipeteo 5 ml del vinagre filtrado y enrasar con agua destilada
hasta 100 ml en un matraz aforado.

e En un matraz Erlenmeyer de 250 ml verter la muestra a valorar y
afiadir 4 gotas del indicador, que en este caso es fenolftaleina.

e Cargar la bureta con 50 ml de NaOH 0.1 M.

e Realizar la valoracion gota a gota abriendo la llave de la bureta

mientras observamos atentamente la muestra y su cambio de color.
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e Cerrar la llave de la bureta al observar el cambio de color y anotar el

volumen de NaOH gastado.

e Finalmente, calcular la concentracion de acido acético: (el volumen

gastado fue 43ml) C1«V1=C2%V?2
C1=01%43-+100

C1=0,043M

e Calculamos la cantidad de moles existentes en 5ml utilizados de

vinagre comercial, segun la férmula:
M:ﬁ-) n=Mzxv
v
n=0,1*0,043
n = 0,0043 moles de acido acético.

e Calculamos los gramos de acido acético en 100ml:

n moles de &cido acético en 100ml de vinagre = 0,0043*100ml de vinagre

%5ml de muestra
n moles de acido acético en 100ml de vinagre= 0,086moles

0,086moles*60g/mol = 5,1 gramos de acido acético

en 100ml.

Por tanto, tenemos un vinagre comercial al 5%

5. De acuerdo a ello se realizaron las diluciones correspondientes para

obtener acido acético al 1%, 3% y 5%. (28) (Anexo 7)
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6. Se conformaron grupos de 25 metacercarias cada uno, cada grupo se

colocé en microtubos. (Anexo 8)

7. Se colocé vinagre (acido acético) en cada grupo por el tiempo indicado en
disefio experimental, luego se las lavo en tres oportunidades con agua
destilada, se agregd6 tincion de eosina, se realizd la observacion de la
morfologia (granulos excretores en su interior) y movimiento de las
metacercarias en el microscopio de luz para verificar la viabilidad de las

metacercarias (28,30,33,34). (Anexo 9)

8. Se recogio la informacion en las hojas de recoleccion de datos. (Anexo 10)

» Andlisis estadistico de datos.
El procesamiento de la informacién se realiz6 utilizando el programa
Microsoft Office Excel 2016. El n/tn% (n: numero de metacercarias
inviables; tn: numero total de metacercarias por grupo), segun lo
empleado en el estudio de Arafa (49); utilizando el programa Microsoft
Office Excel 2016 e IBM SPSS Version 23.0. con analisis de varianza
(ANOVA) y comparacion multiple por prueba de Bonferroni, mostrandolas
mediante tablas y graficos estadisticos como resultados de esta

investigacion.
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CAPITULO V

5. Resultados

Los analisis para verificar la eficacia del vinagre (&cido acético) en diversas

concentraciones sobre la viabilidad de metacercarias de Fasciola hepatica, verificada

por andlisis microscopico se encuentran en la Tabla 3. Se evidencia que ningun
promedio de los grupos independientemente de la concentracion de vinagre y el tiempo
se encuentran con una eficacia por encima del 95%, la eficacia mas alta es del 81,32%
que se evidencia en el promedio de los grupos expuestos al acido acético al 5% (C7,
C8 y C9) por 3 horas, La menor eficacia de los grupos expuestos al vinagre tiene un
valor del 29,32% el cual corresponde al promedio de los grupos que estuvieron
expuestos al 1% del &cido acético durante 2 horas. El promedio de las metacercarias
que pertenecieron al grupo control (agua destilada) muestra una eficacia del 20% que

no presenta variacion a lo largo del de las horas (1hora, 2 horas y 3 horas).

Grafico 1:

PORCENTAJE DE METACERCARIAS INVIALES EN
RELACION CON LA CONCENTRACION ACIDO
ACETICO(VINAGRE) Y TIEMPO DE EXPOSICION

90.00% 81.32%
80.00% 68% 72% 69.32%

70.00% 61.32%
60.00%

>0.00% 38.68% 4a%
40.00% : 029 7% 33.32%
30.00% '

20.00%

10.00%

0.00%

1% 3% 5%

H1H m2H m3H
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TABLA 3:

Eficacia del vinagre (a4cido acético) en diversas concentraciones sobre la viabilidad de metacercarias de Fasciola,

verificada por analisis microscopico.

GRUPO A GRUPO B GRUPO C AGUA DESTILADA
(Ac. Acético 1%) (Ac. Acético 3%) (Ac. Acético 5%) (grupo control)
TIEMPO METACERCARIAS PROMEDIO METACERCARIAS PROMEDIO METACERCARIAS PROMEDIO METACERCARIAS PROMEDIO
INVIABLES [n/tn(%)] INVIABLES [n/tn(%)] INVIABLES [n/tn(%)] INVIABLES [n/tn(%)]
" A1=14/25 9.67 B1=8/25 ( 4}1%/) C1=4/25 8.33 Qigfigg 5
A2=7/25 (38.68%) B2=13/25 28 01% _5‘23 99% C2=13/25 (33,32%) C10=9/25 (20%)
A3=8/25 22,99%-54,37% B3=12/25 ' ' C3=8/25 18,14%-48,5% - 7,12%-32,88%
o A4=6/25 7.33 B4=21/25 18 C4=17/25 15,33 gigfi@g 5
A5=12/25 (29.32%) B5=19/25 (72%) C5=8/25 (61,32%) C10=0/25 (20%)
AB=4/25 14,66%-43,98% B6=14/25 57,54%-86,46% C6=21/25 45,69%-77,01% - 7,12%-32,88%
5
o A7=17/25 17 B7=20/25 17.33 C7=15/25 20.33 pl0=2125 )
A8=14/25 (68%) B8=17/25 (69.32%) C8=21/25 (81,32%) C10=0/25 12£7079,0870
A9=20/25 49,78%-86,22% B9=15/25 54,47%-84,17% C9=25/25 68,77%-93,87% =

Rangos de IC 95%.

La eficacia se obtuvo [(n/nt) %]; n, nimero de metacercarias inviables; nt, nimero total de metacercarias por grupo
(25 metacercaria)
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Los andlisis para verificar la viabilidad de las metacercarias de Fasciola hepatica,

se muestran en la Tabla 4. En todos los grupos expuestos al vinagre (acido
aceético) en diversas concentraciones, parece disminuir la viabilidad con el tiempo,

se evidencia que después de exponer a las metacercarias de Fasciola hepatica

por una hora al vinagre en concentraciones del 1%,3% y 5%, conservan la
viabilidad por encima del 50%, el promedio de los grupos de metacercarias
expuestas al 1% de acido acético (A1,A2 y A3) presentd una viabilidad de
61,32%, el promedio de los grupos de metacercarias expuestas al 3% de acido
acético (B1, B2 y B3) presento una viabilidad de 56% y el promedio de los
grupos de metacercarias expuestas al 5% de acido acético (C1,C2 y C3) presento

una viabilidad de 66,68%.

Los grupos de metacercarias que fueron expuestos al vinagre en varias
concentraciones por 2 horas presentaron variaciones en la viabilidad, el promedio
de los grupos expuesto al acido acético al 1%(A4, A5 y AB6) presento una
viabilidad del 70,68%, el promedio de los grupos expuesto al acido acético al 3%
(B4, B5 y B6) presentd una viabilidad del 28%, y el promedio de los grupos de
metacercarias expuestas al 5% del acido acético (C4, C5 y C6) presentd una

viabilidad de 38,68%.
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Los grupos de metacercarias que fueron expuestos al vinagre en varias
concentraciones por 3 horas, el promedio de los grupos expuesto al acido
aceético al 1%(A7, A8 y A9) presento una viabilidad del 32%, el promedio de
los grupos expuesto al &cido acético al 3% (B7, B8 y B9) presentdé una
viabilidad del 30,68%, y el promedio de los grupos de metacercarias
expuestas al 5% del &cido acético (C7, C8 y C9) presentd una viabilidad de

18,68%.

No se evidencia variacién en el promedio de los grupos de control (agua

destilada), mantuvieron una viabilidad del 80%.

27



TABLA 4:

Viabilidad de metacercarias de Fasciola hepatica después de haber sido expuestas al vinagre (acido acético),

verificada por andlisis microscépico segun apariencia retractil de granulos secretores y movimiento dentro de los

quistes.
GRUPO A GRUPO B GRUPO C AGUA DESTILADA
(Ac. Acético 1%) (Ac. Acético 3%) (Ac. Acético 5%) (grupo control)
TIEMPO METACERCARIAS PROMEDIO METACERCARIAS PROMEDIO METACERCARIAS PROMEDIO METACERCARIAS
VIABLES [n/tn(%)] VIABLES [n/tn(%)] VIABLES [n/tn(%)] VIABLES PROMEDIO [n/tn(%)]
16.67
A1=11/25 15.32 B1=17/25 14 C1=21/25 (66.68%) D1=23/25 20
1H A2=18/25 (61.32%) B2=12/25 (56%) C2=12/25 51,5%- D2=21/25 (80%)
A3=17/25 46%-76.94% B3=13/25 40,01%-71,99% C3=17/25 81,86% D3=16/25 67,12%-92,88%
17.67 9.67 20
A4=19/25 (70.68%) B4=4/25 7 C4=8/25 (38.68%) D1=23/25 (80%)
2H A5=13/25 56,02%-85,34% B5=6/25 (28%) C5=17/25 22,99%- D2=21/25 67,12%-92,88%
A6=21/25 B6=11/25 13,54%-42,46% C6=4/25 54,37% D3=16/25
8 4.67 20
AT7=8/25 (32%) B 7=5/25 7.67 C7=10/25 (18.68%) D1=23/25 (80%)
3H A8=11/25 16,98%-47,02% B 8=8/25 (30.68%) C8=4/25 6,13%- D2=21/25 67,12%-92,88%
A9=5/25 B 9=10/25 15,83%-45,53% C9=0/25 31,23% D3=16/25

Rangos de IC 95%.

Porcentaje de viabilidad se obtuvo [(n/nt) %]; n, nimero de metacercarias viables; nt, nGmero total de metacercarias

por grupo (25 metacercarias).

28




Andlisis de la varianza (ANOVA)

TABLA 5:

Sumade Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Concentraciéon de |[Entre grupos 7.917 12 .660 916 | .556
Acido Acético Dentro de grupos 10.083 14 .720
Total 18.000 26
Expocisién Entre grupos 12.917 12 1.076 2.964 | .028
Dentro de grupos 5.083 14 .363
Total 18.000 26

En la tabla 5, se evidencia el analisis de la varianza (ANOVA), donde se aprecia que en

la exposicion (tiempo) y su relacion entre los grupos tiene una diferencia significativa de

0.028; mientras que la concentracion de vinagre (acido acético) tiene una significancia

del 0.556.
TABLA 6:
Intervalo de confianza al 95%
) Diferencia de Error
EXPOCISION medias (I-J) estandar Sig. Limite inferior Limite superior
2 Horas -3.89 1.97 191 -9.09 1.31
1 Hora *

3 Horas -8,5556 1.97 .001 -13.75 -3.36
1 Hora 3.89 1.97 191 -1.31 9.09

2 Horas
3 Horas -4.67 1.97 .087 -9.86 53
1 Hora 8,5556" 1.97 .001 3.36 13.75

3 Horas
2 Horas 4.67 1.97 .087 -53 9.86

Comparacion multiple por prueba de Bonferroni

En la tabla 6,comparacion multiple por prueba de Bonferroni, se evidencia que hay

diferencia significativa en la exposicion (tiempo) de las metacercarias al acido acético

de una hora con 3 horas el cual es de 0.001.
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CAPITULO VI

6. Discusion

La fascioliasis humana, es generada por el consumo de alimentos contaminado con

metacercarias de Fasciola hepatica, que generalmente se encuentran en vegetales

contaminados, por lo cual es de suma importancia implementar medidas de
prevencion como menciona S. Mas-Coma en su estudio “Fuentes de infeccion de la
fascioliasis humana, diversidad, factores de incidencia, métodos analiticos y

medidas de prevencion” (32).

La valoracion de la viabilidad en la presente investigacion fue valorada por el
método in vitro, el cual consistié en verificar la motilidad de la metacercaria dentro
del quiste interno con ayuda del microscopio de luz junto con la examinacion de la
morfologia de la metacercaria (presencia de granulos excretores) (28,30,33-34). Se
consider6é como inviables a las metacercarias que se encontraban incompletas,
inmaviles o0 que no presenten la primera capa, ya que segun sugiere K.E.Dixon (36)
es improbable que las metacercarias que han perdido la primera capa puedan

sobrevivir a las condiciones acidas de los jugos gastricos.

Uno de los primeros estudios que valord la viabilidad de las metacercarias de

Fasciola hepatica a algunas sustancias quimicas se desarroll6 en Egipto por El

Sayed y col, identificaron que el vinagre comercial (120ml/L), &cido citrico (10ml/L),
jaboén liquido (12ml/L) y KMnO4 (24mg/h) logran separar todas las metacercarias

gue se encuentran enquistadas en los vegetales después de una exposicion de
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10minutos; sugiriendo que el desprendimiento de los quistes se debid6 a una
probable reaccion entre la capa proteica de las metacercarias con los agentes antes
mencionados.(28) El vinagre es un producto de gran disponibilidad comercial, por lo

cual se optd por su utilizacion en la presente investigacion.

Los resultados obtenidos muestran que desafortunadamente el vinagre (acido
aceético) en sus diversas concentraciones (1%,3% y 5%) no es eficaz para matar a

las metacercarias de Fasciola hepatica, ya que solo alcanza una eficacia del

81,32% en su mas alta concentracion y con el mayor tiempo de exposicion (3horas)
(Tabla 3); ademas estadisticamente no hay una diferencia significativa entre las
concentraciones de acido acético (p=0.556); este resultado es similar al obtenido en
la investigacion de Ashrafi K y col en Irdn, quienes estudiaron el efecto del
permanganato de potasio en la viabilidad de metacercarias en alimentos preparados
con vegetales, exponiendo a los alimentos por 5 minutos al permanganato de
potasio incluso en dosis de 300, 600 y 1200mg/L, luego lo administraron a animales
de laboratorio, demostrando que estadisticamente no tiene una diferencia

significativa (p>0.05)(30).

En el estudio realizado por Hassan y col, en Egipto; estudiaron la eficacia de cinco
productos quimicos y su relacién con la infectividad de las metacercarias de
Fasciola gigantica, uno de los productos quimicos evaluados fue el acido acético,
concluyendo que la exposicion por 15 y 30 minutos a concentraciones mayores del
2,5% (5 % y 10%) generan que las metacercarias se encuentren no infectivas. (31).
Los resultados obtenidos en la presente investigacion no concuerdan con lo

encontrado en el estudio antes descrito, lo que si se evidencio que existe diferencia
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significativa (p=0,028) entre los tiempos de exposicion (1 hora, 2horas y 3horas)
siendo esta diferencia entre la 1hora y 3 hora de exposicion, lo cual indica que
independientemente de la concentracion de acido acético mientras mas tiempo se

encuentren las metacercarias expuestas a este sera mayor la eficacia. (Tabla 6)
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CAPITULO VII

. Conclusiones

El vinagre (acido acético) no es eficaz sobre la viabilidad de metacercaria de

Fasciola hepatica, ya que el valor mas elevado de eficacia es 81,32% que se

evidencia en el promedio de los grupos expuestos al 4cido acético al 5% (C7, C8
y C9) por 3 horas.

Existe diferencia significativa (p=0,028) entre el tiempo de exposicion de 1 horay
3horas, lo cual indica que a mayor tiempo de exposicion de las metacercarias
mayor sera la eficacia independientemente de la concentracion de acido acético.

La viabilidad de las metacercarias de Fasciola hepatica expuestas al acido

acético en diversas concentraciones por una hora conservaron una viabilidad por
encima del 50%; de los grupos expuestos por 2 horas al 1%,3% y 5%
presentaron una viabilidad el 70,68%,28% y 38,68% respectivamente; de los
grupos expuestos por 3 horas al 1%,3% y 5% presentaron una viabilidad el
32%,30,68% y 18,68% respectivamente, finalmente de los grupos control (agua

destilada) mantuvieron una viabilidad del 80%.
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Recomendaciones

Capacitar al personal de salud sobre las formas de adquirir fascioliasis humana,
el tratamiento y las posibles medidas de prevencion.

A nivel de centros y puestos de salud, que se elaboren programas de educacién
y concientizacion dirigidas a toda la poblacion sobre fascioliasis humana.
Teniendo en cuenta los resultados, deberian realizarse més estudios acerca de

los posibles agentes que logren eliminar a la metacercaria de Fasciola hepatica.

Realizar estudios sobre las medidas preventivas de fascioliasis humana.
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ANEXOS

ANEXO 1:
Ciclo de vida de Fasciola hepatica.
Frea-swimming
@ carcanae Metacercanae
Sporocysts  Rediae  Cercanae encyst on on water plant

ingested by human,

sh%ur calile

? water plants R -': '
H

o Excyst in

duadenum

Miracidia hatch, i
penetrate snail

Embryonated eggs in water

(8]

A= Infective Stage Unembroynated eggs Adulls in hepatic
2\ = Diagnostic Stage passed in feces biliary ducts
Immature Fasciols eggs are discharged in the biliary ducts and in the stool © . Eggs become

embryonated in water 9, eggs release miracidia 9, which invade a suitable snail intermediate host
ﬂ', including the genera Galba, Fossaria and Pseudosuccinea. In the snail the parasites undergo
several developmental stages (sporocysts @, rediae @, and cercariae @]. The cercariae are

released from the snail € and encyst as metacercariae on aguatic vegetation or other surfaces.
Mammals acquire the infection by eating vegetation containing metacercariae. Humans can become

infected by ingesting metacercariae-containing freshwater plants, especially watercress O, atter

ingestion, the metacercariae excyst in the ducdenum @ and migrate through the intestinal wall, the
peritoneal cavity, and the liver parenchyma into the biliary ducts, where they develop into adult
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ANEXO 2:

Autorizacion para ejecucion de tesis en
Laboratorio de Inmunologia e investigacion de
trematodos

Se autoriza a la sefiorita HOYOS SAENZ, Angelita Margot a utilizar el
Laboratorio Inmunologia e investigacion de trematodos, en la facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de Cajamarca, con el fin de realizar los
procedimientos que sean necesarios para la realizaciébn de proyecto de tesis
titulado: “EFICACIA DEL ACIDO ACETICO (VINAGRE) SOBRE LA VIABILIDAD

DE LA METACERCARIA DE Fasciola hepatica.”

Se expide la presente a solicitud de la parte interesada para los fines que estime

conveniente.

Cajamarca, 4 de febrero de 2019.

Dr. PEDRO ORTIZ OBLITAS
Jefe de Laboratorio de Inmunologia e investigacion de

trematodos.
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ANEXO 3:

PROTOCOLO CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE CARACOLES by Cristian
Angel Hoban Vergara.

Materiales:
- Pipetas Pasteur de plastico

- Pinza de plastico

- Pinceles (diferentes tamafos)

- Placas Petri

- Estereoscopio

- Agua destilada y declorada

- Caracoles

- Cajas de plastico de 20x15x5 cm con ranura y de 5It
- Calcio

- Oxigenadores

- Mangueras transparentes de 5mm de diametro.
- Piedras difusoras.

- Valvulas y uniones pequefias.
Procedimiento.

1.- Recolectar caracoles (dextrogiros) del campo y traerlos al laboratorio.

Hay que tener en cuenta que para ello usaremos una pinza de plastico o bien de

metal pero teniendo cuidado de no dafarlos.

2.- Colocar los caracoles en un tamiz y lavarlos con agua corriente por unas 3 o

cuatro veces, luego pasarlos a una o varias placas Petri para identificarlos bajo el

estereoscopio.
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3.- Preparar cajas de platico (5 It) con agua declorada en un volumen de 4lt y
agregarle Sulfato de Calcio a razon de 35mg/lt, de similar formar llevar el

procedimiento en las cajas pequefias.

4.- Colocar simultaneamente el sistema de aireacion para ir acondicionando el

agua.

5.- Una vez limpios los caracoles, separarlos por tamafos y colocarlos en el
medio a razon de 15 a 25 caracoles por caja. La alimentacion se realiza con una

dieta a base de plantas verdes molidas y deshidratadas.

6.- Tapar las cajas y mantenerlos bajo la luz artificial por 4 horas y fotos periodo

12h/12H.

7.- Terminado este proceso, colocar los caracoles en su respectiva caja y

controlar la ovoposicion. Al encontrar masas de huevos (normalmente entre el 5°
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y 9° dia) retirar los caracoles y dejar las masas de huevos, en los posible evitar
tocarlas, también cambiar el agua de los recipientes para asi eliminar las heces y

nuevamente agregar agua, calcio y alimento.

8.- Las masas de huevos eclosionaran con caracoles pequefios entre 11 y 15
dias, esto dependiendo de la temperatura (temperatura ambiente de 21°C). Al
eclosionar, colocar alimento en las cajas y dejar que los caracoles vayan
creciendo, evitar cambiar el agua por unas 2 semanas, solo agregar calcio y la

cantidad que se evapore.
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ANEXO 4:

CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE CARACOLES

Cajas con caracoles

Caracoles

Cajas con sistema de aireacion

Masas de huevos de caracoles
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ANEXO 5:

PROTOCOLO ESTIMULACION DE CARACOLES Y OBTENCION DE
METACERCARIAS by Cristian Angel Hoban Vergara.

Materiales:
- Pipeta Pasteur

- Bolsa de pastico de 100ml

- Agua destilada helada (4°C)
- Caracoles infectados

- Estereoscopio

- Guantes de nitrilo (color distinto al crema)
- Placa Petri

- Hoja de bisturi

- Vaso plastico de 100ml

- Tijeras

- Piceta con agua destilada

- Microtubos de 1.5ml

Procedimiento: Siempre con el uso de guantes

1. Con la pinza de pléastico sacar los caracoles y colocarlos en la placa Petri,
luego con la pipeta de plastico rociarles agua destilada sobre la concha,
esto para limpiar los caracoles de tierra y/o heces, ayudarse con el pincel,
luego observar bajo estereoscopio que hayan quedado limpios. Caso
contrario descartar el agua y repetir.

2. Llenar una bolsa de polipropileno de 100ml con 50ml aproximadamente de
agua destilada helada (4°C), con ayuda de la pinza plastica colocar la
cantidad de caracoles prevista (8 a 10 caracoles por bolsa).

3. Torcer el lado abierto de la bolsa, retirando de esta manera el aire de la
parte que contiene agua, ES MUY IMPORTANTE evitar que quede aire, ya
que si esto sucede los caracoles se pegarian y no producirian

metacercarias.
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10.

Luego del paso anterior hacer un nudo en la bolsa y colocarla en presencia
de luz solar o artificial (lampara) por aproximadamente 3 horas.

Pasadas las 3 horas observar la presencia de metarcercarias, de
observarse alguna cercaria sin enquistar dejar por unas horas mas (sin la
presencia de luz).

Soltar el nudo de la bolsa por torsion, colocar la bolsa dentro del vaso y con
las tijeras cortar la parte sobrante del plastico que no ha tenido contacto
con el agua. Fijandose en el filo de unién de la bolsa, cortar hasta llegar la
final de la bolsa y dejar caer el agua en el vaso, asi mismo caeran los
caracoles y otros estaran pegados en la bolsa.

Lavar el plastico de la presencia de algun detrito, esto con la piceta,
suavemente evitando desprender las metacercarias enquistadas.
Terminado este paso siempre cerrar la bolsa con los lados interiores cara a
cara, esto para evitar que alguna metacercaria se desprenda.

Colocar la bolsa en una placa Petri y observar al estereoscopio, a este
tiempo contar las metacercarias y cortar la bolsa por la mitad con el uso del
bisturi y la pinza.

Una vez terminado el conteo colocar las bolsas dentro de los microtubos de
1.5ml, para esto ayudados con la pinza doblaremos la bolsa siempre
manteniendo el lado abierto hacia arriba, introducir la bolsa en el microtubo
y agregar agua destilada para evitar la desecacion.

Finalmente identificar y guardar en refrigeracion con la tapa del microtubo

entreabierta.
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Nota: Cada dos o 3 semanas observar la cantidad de agua que hay en cada

tubo, de ser necesario agregarle agua destilada.
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ANEXO 6:
ESTIMULACION DE CARACOLES Y OBTENCION DE METACERCARIAS

1.- Verificando la limpieza de los 2.-Colocamos los caracoles en
caracoles con el estereoscopio las bolsas
antes de estimularlos

3.-Se colocaron las bolsas en 4.-Observamos la salida de las
presencia de luz (lampara). cercarias a través del caracol.
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5.- Se evidencian las
metacercarias enquistadas en la
bolsa

6.- Observamos con ayuda del estereoscopio
las metacercarias enquistadas en la bolsa,
también se aprecia un caracol en la imagen

7.- Se evidencian

las metacercarias de Fasciola

hepatica, con ayuda del estereoscopio.
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ANEXO 7:

TITULACION DEL VINAGRE COMERCIAL Y DILUCIONES

Dilucién del vinagre comercial.
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ANEXO 8:

FORMACION DE GRUPOS

1-Se utilizaron microtubos 2.-Con ayuda del estereoscopio se

para formar los grupos contaron las metacercarias para formar los

3.- Formacién de grupos
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ANEXO 9:

Exposicidon de las metacercarias al vinagre (acido acético)

Exposicion de las metacercarias al vinagre

(acido acético)

Controlamos el tiempo, se lavé las metacercarias con
agua destilada por tres oportunidades.
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Se realizd la tincidn con eosina, luego se procedié a ver los
cambios con ayuda del microscopio de luz.
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Metacercaria morfolégicamente normal (se
evidencian granulos internos) con tincidn de
eosina, observada con microscopio de luz

Metacercaria sin tincion
observada con microscopio de luz

Metacercaria incompleta (no se observan Metacercaria sin primera capa (se observan
granulos en su interior) con tincidn de eosina, granulos en su interior) con tincion de eosina,
observada con microscopio de luz. observada con microscopio de luz.
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ANEXO 10

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS:

1. CARACTERISTICAS:

Grupos: ...... Concentracion vinagre (acido acético): ......... Fecha: ......... Tiempo de exposicion: ............

N°

Caracteristicas de
metacercarias

Morfologia normal (dos quistes, se evidencian
los grénulos en su interior)

Sin primera capa

Incompleta

Con movimiento

Sin movimiento




Cuadros y

ANEXO 11:

gréaficos estadisticos:

Estadisticas de muestras emparejadas

Desviacion Media de error
Media N estandar estandar
Concentracion de 2.0000 27 .83205 .16013
Par 1 Acido Acético
Eficacia 13.8148 27 5.75150 1.10688
Expocision 2.0000 27 .83205 .16013
Par 2 Eficacia 138148 | 27 | 5.75150 1.10688
Correlaciones de muestras emparejadas
N | Correlacion Sig.
Par 1 Concentracion de Acido Acético & 27 241 .226
Eficacia
Par 2 Expocision & Eficacia 27 .619 .001
Concentracion
de Acido
25,00 Acético
O Grupo A (1%)
O Grupo B (3%)
Grupo C (5%)
C4.00
20,00 0
O
[
5 15,007
5 o O
=
LLi -
10,00
]
(8]
5,00 )
o T T T
1 Hora 2 Horas 3 Horas
Expocision

Barras de error: 95% ClI




