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RESUMEN
Se ha determinado la prevalencia de la Distomatosis hepatica en ovinos en la
Comunidad de Pfullpuri puente Ccoyo Uscamarca en el distrito de Santo - Tomas, de
la provincia de Chumbivilcas - Cusco, por el método inmunolégico de Elisa indirecta y
el método coproparasitologico de Dennis modificado, se recolectaron 94 muestras de
sangre y heces de ovinos de las razas Hampshire dow, criollos, y cruzados; de las
edades diferentes como madres, borreguillas, carneros. Los cuales fueron procesados
en el laboratorio de Sanidad Animal “Dr. ATILIO PACHECO PACHECO” de la Facultad
de Ciencias Agrarias, Escuela Profesional de Zootecnia, Departamento Académico de
Ganaderia de la Universidad Nacional de San Antonio Abad Del Cusco. Los resultados
a los que se llegaron en el presente trabajo de investigacion sobre la prevalencia de la
Distomatosis hepatica mediante la prueba serolégica de Elisa indirecta fue de 92.55%.
este resultado se debe al alto grado de sensibilidad de la prueba; para el diagnostico
coproparasitologico de la Distomatosis hepética por el método de Dennis modificado
de los mismos animales, se obtuvo 54 positivos y 40 negativos que representa una
prevalencia de 57.45% de un total de 94 animales. Estos resultados nos indican la alta
sensibilidad de la prueba de Elisa indirecta que es mas precisa y una fuente confiable
para realizar estudios y diagndsticos frente a los resultados hallados por el método de

Dennis modificado.



INTRODUCCION

El Peru cuenta con una poblacion de 9,341,721 cabezas de ovinos aproximadamente,
las que se distribuyen en mayor porcentaje en la regién Puno, Cusco, Junin, Ancash
concentran el 51% de ganado ovino. Cabe indicar el 92.5% de ovinos esta en las
regiones de Quechua, Suni, y Puna. El departamento del Cusco es poseedor de una
poblacion aproximada 1,208,799 de cabezas de ganado ovino, siendo una region
imprescindible en la explotacion ganadera (INEI, IV Censo nacional agropecuario ,
2012)

Sin embargo, la eficiencia de la produccion y la productividad de estas especies
domesticas se ve limitado por factores que inciden negativamente, como las
enfermedades parasitarias, particularmente la fasciolosis, que afecta a los animales
domeésticos, silvestres y al propio hombre, que muchas veces pasa por desapercibida
debido a las manifestaciones clinicas, que no son muy evidentes al inicio de la
enfermedad, pero al estar afectado el animal disminuye su desarrollo productivo .la
importancia de esta parasitosis esta referida al aspecto econdmico representando
una pérdida de 10.5 millones de dolares americanos en el Peru. (Torrel Pajares, 1997)
La diseminacion de esta enfermedad parasitaria en comunidades de nuestro pais se
debe a que existen grandes extensiones de pastizales en condiciones especiales de
humedad para el desarrollo y reproduccion de los caracoles que son los hospederos
intermediarios de la fasciola hepatica.

Esta enfermedad ocasiona pérdidas econdmicas al productor a esto se suma la
Zoonosis que ha adquirido caracteres alarmantes en ciertas comunidades de la sierra
debido a los efectos negativos contra la salud publica y sus implicancias politicas y

socioecondmicas, que afectan el bienestar y el desarrollo productivo de los animales
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y por ende del productor pecuario; razén por la cual se disefa el presente estudio a
fin de plantear el manejo integral de la prevencion y el control de esta enfermedad a
fin de mejorar la economia de los productores de ovinos de este distrito. El diagndstico
de la enfermedad se realizara mediante la prueba de Elisa indirecta que consiste en
la deteccion de los anticuerpos serolégicos usando un antigeno de secrecion de la
Fasciola hepatica y una comparacion de la prueba macroscopica que es la de Dennis

Modificado.
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PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA
La fasciolosis es una de las parasitosis mas difundidas y de mucha importancia dentro
de la ganaderia, que produce cuantiosas pérdidas econdmicas; sin embargo, en
algunas zonas hay un desconocimiento y despreocupacién por parte de los ganaderos,
no existe una dosificacion adecuada de los ovinos Hampshire down, cruzados, y
criollos; menos aun no se conoce la frecuencia de su presentacion de la Distomatosis
hepatica y otros parasitos gastrointestinales motivo por el cual se realizé el presente
trabajo de investigacion. En la provincia de Chumbivilcas, del distrito de Santo Tomas,
principalmente en la comunidad de Pfullpuri Puente Ccoyo Uscamarca, una de las
bases importantes de la economia es |la ganaderia, actividad que es realizada por la
poblacién de areas rurales como una fuente de su sustento econémico, por ser una
actividad de mucha importancia para las familias productoras, subsistencia familiar de
impacto macro comunal, sin embargo la falta de implementaciéon de proyectos de
mejoramiento ganadero y la falta de informacién sobre la Distomatosis, constituyen los
principales problemas que limitan los procesos productivos de los ovinos y al productor
una pérdida econdmica. La infestacién de los ovinos con la Distomatosis y otros
parasitos gastrointestinales repercute notablemente en los indices de produccion y
reproduccion, por ende, la Distomatosis esta relacionada con la economia de los

pobladores de las zonas rurales.
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1.1.

1.2.

1.3.

CAPITULO |

OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

OBJETIVO GENERAL

Evaluar por el método de Elisa Indirecta y Dennis modificado el diagndstico de
la Distomatosis Hepatica en ganado ovino de la comunidad de Pfullpuri Puente
Ccoyo Uscamarca en el anexo de Pfullpuri — Santo Tomas - Chumbivilcas —

Cusco.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la prevalencia de la Distomatosis Hepatica, mediante la prueba
seroldgica de Elisa Indirecta en ganado ovino.

e Determinar la prevalencia de la Distomatosis Hepatica, por el método

Coproparasitologico de Dennis Modificado en ganado ovino.

JUSTIFICACION

La comunidad de Pfullpuri puente Ccoyo Uscamarca es una de las zonas que
tiene mayor poblacion ganadera medianamente mejorada con un numero
aproximado de 3582 cabezas de ovinos. (Agencia Agraria Santo Tomas, 2012)
Donde las grandes extensiones de terrenos de pasto natural como bofedales,
zonas humedas conlleva a una alimentacién extensiva de los ovinos.

La comunidad de Pfullpuri puente Ccoyo Uscamarca es una de las zonas que
garantiza la poblacién ganadera de los ovinos, siendo una actividad de mucha
importancia en la producciéon de carne y lana, significativa para el desarrollo

productivo y econdémico del distrito de Santo Tomas de la provincia de



Chumbivilcas, en tal sentido la enfermedad de la Fasciolosis son las causas que
afecta la eficiencia reproductiva y digestiva de los ovinos en la comunidad.

Se quiere con este trabajo de investigacion conocer el nivel de prevalencia de
la Distomatosis Hepatica, aportar datos actualizados y contribuir con los
productores para mejorar la explotacidon ganadera y promover campafnas de
sanidad animal para mejorar la eficiencia reproductiva y alcanzar altos niveles

de produccién y productividad.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION
2.1.1. Deteccion de coproantigenos de Fasciola Hepatica en ovinos y
bovinos mediante un método de Elisa
- Torrel Pajares (1997) Cajamarca, el diagnostico de Fascioliosis
ovina y bovina, fue realizado mediante el analisis coproscopico e
inmutioenzimatico de Elisa de captura en muestras de heces de 85
ovinos y 45 bovinos beneficiados en un matadero de la ciudad de
Cajamarca, Peru.
Mediante el analisis coproscopico en muestras de ovinos se obtuvo
una prevalencia de la Fasciola hepatica del 69.4% y en Elisa de
captura se obtuvo una prevalencia de 90.5%.
Mediante el analisis coproscopico en muestras de vacunos se
obtuvo una prevalencia de la Fasciola hepética del 71.1% y en Elisa

de captura se obtuvo una prevalencia de 95.5%.

2.1.2. Deteccion de pruebas seroldogicas y coprolégicas de Fasciola
Hepatica en ovinos

- Casana WM (2005) La Libertad, un estudio realizado en la Provincia

de Pataz. La Libertad; entre los meses de abril y octubre del 2005.

Se sometieron a pruebas seroldgicas y coproldgicas, mediante la

técnica de Western blot y Kato-Kast cualitativo; respectivamente, a

388 ovinos. Observandose que 214 ovinos (61.8%) presentaron



anticuerpos anti-Fasciola hepatica y 164 (42.3%) presentaron huevos

en sus heces.

2.1.3. Prevalencia de la Fasciola Hepatica en ovinos utilizando un método

de Dennis modificado en Tacna

- Barriga NL. (2013) Tacna, Otro estudio realizado en los humedales

del Distrito de Ite, Provincia de Jorge Basadre —Tacna. Se determino
la prevalencia en ovinos y caprinos, utilizando en método de Dennis
modificado. Se estudié 230 ovinos y 130 caprinos, resultando una
prevalencia de 25.22% en ovinos y 22.31% en caprinos

respectivamente.

2.1.4. Prevalencia de la Distomatosis Hepatica mediante un examen

coproparasitologico en ovinos en Ayacucho

- Ticona D. (2010) Ayacucho - distrito de Vilcashuaman, en 207

ovinos, cuyas muestras fecales fueron sometidos a la prueba
coproparasitologica de sedimentacion espontanea. Encontrandose
una prevalencia de 39.1+4.8%, encontrandose significancia entre las

variables zona de procedencia e infeccion.

2.1.5. Prevalencia de la distomatosis hepatica mediante el examen

coproparasitologico en los centros poblados de Cajamarca

Sangay M. (2013) Cajamarca, en 384 ovinos mediante el examen
Coproparasitologico. Encontrandose una prevalencia a Fasciola
hepatica de 29% 16,4 para Pariamarca y una prevalencia de 27%
+6,3 para el centro poblado de Cashapampa en el distrito de

Cajamarca.



Tabla 1. Resumen de antecedentes bibliograficos para Distomatosis Hepatica

en ovino y vacuno.

AUTOR, ANO Y N° DE
LUGAR ESPECIE ANIMALES MUESTRA PRUEBA PREVALENCIA
Torrel Pajares (1997) Sueroy In;';é‘:g
Matadero — Ovino 85 materia Dennis y 90.5% y 69.4%
Cajamarca fecal e
modificado
Casana WM. (2005) ¢ 388 rSnL:cre?g '”‘I’Eit‘laig Y 61.8%y42.3%
Pataz — La Libertad fecal Dennis AR
modificado
Suero ELISA
Soto _Olarte (2011) Vacuno 90 sanguineo y Ind|rect_a y 91.1% y 44.4%
Espinar — Cusco materia Dennis
fecal modificado
Suero ELISA
Llanos Yepez (2013) sanguineo y Indirecta y 97.89% y
Anta — Cusco Vacuno 95 materia Dennis 72.37%
fecal modificado
Barriga NL. (2013) materia Dennis
Jorge Basadre- Ovino 230 e 25.22%
T fecal modificado
acna
Ticona D, (2010) materia Dennis
Vilcashuaman- Ovino 207 e 39.1% £ 6.7%
fecal modificado
Ayacucho
Sangay M. (2013)
Pariamarca y Ovino 384 materia Dennis 29% + 6.4
Cashapampa — fecal modificado 27% £ 6.3
Cajamarca

2.2. BASES TEORICAS

2.2.1. Distomatosis hepatica

La fasciolosis es una enfermedad parasitaria de distribucion mundial

causada por trematodos del genero Fasciola.la especie mas comun,

fasciola hepatica, es un parasito hermafrodita que utiliza moluscos del

genero Limnaea spp, como hospedador intermediario (Perez, 1994;

Garcia et al., 1990)



- Posicion Sistematica (Borchet A.)

Phylum: Platelmintos

Clase: Trematodo

Sub Clase: Digenea

Orden: Prosostoma

Familia: Fasciolidae

Género: Fasciola

Especie: Fasciola hepatica
Nombre comun:
Vulgarmente se denomina a la F. hepatica con los siguientes nombres:
Qallutaca, Alicuya, Duela del higado, Gusano del higado, Jallo Jallo,
Saguaype, Palomilla del higado, Babosa y lenguasa.
Morfologia:
La Fasciola hepatica es un helminto hermafrodita de cuerpo ancho y
aplanado dorsoventralmente que mide 18X4-13 mm. Posee dos ventosas
muy proximas.
La ventral mas grande que la oral y un proceso cénico en su extremo
anterior donde se encuentra la boca. Los 6rganos internos (aparato
digestivo y reproductor) son muy ramificados, especialmente los ciegos,
que son largos y con numerosos diverticulos laterales. Los dos testiculos
ocupan la parte media corporal. El cirro esta bien desarrollado y la bolsa
del cirro incluye también a la préstata y a la vesicula seminal. El ovario y
el utero estan localizados anteriormente a los testiculos. Las glandulas

vitelogenas, formados por finos foliculos, ocupan los margenes laterales



del trematodo. Los conductos de los foliculos se unen formando dos

transversales que drenan en la glandula de Mehlis, desde la cual

comunican con el ootipo. El tegumento esta cubierto por numerosas

espinas dirigidas hacia atras. (Cordero del campillo, y otros, 1999)

- Huevos: estos miden de 130 a 150 por 63 a 90 micras, posee un
opérculo. Su cascara es relativamente delgada y esta tedido por
pigmentos biliares de tonos amarillos en su interior. Entre numerosas
células esta el cigoto de color claro y en posicién central. (Quiroz H. ,
2000)

- Miracidios: son los que se forman al final del desarrollo embrionario
dentro del huevo, son elementos ciliados que miden 150 por 40 micras.
Poseen una mancha ocular en forma de “X”, glandulas y espolén
cefalico. Estos penetran activamente en el caracol perdiendo su
cubierta de cilios y transformandose en esporoquistes. (Borchert,
Parasitologia veterinaria , 1981)

- Esporoquistes: Miden 500 micras de longitud. A partir de la pared de
estos, se forman de 5 a 10 masas germinativas que se convierten en
redias, las cuales fuerzan la pared del esporoquiste y contintan
creciendo en las glandulas intestinales del caracol (Borchert,
Parasitologia veterinaria , 1981)

- Redias: Estas rompen el esporoquiste y migran a otros tejidos como
la hepatopancreas, rifiones, etc., donde desarrollan, y a su vez en su
interior se realiza una segunda reproduccién asexual llegando a formar

15 a 20 cercarias por cada redia (Rojas, 1993), pudiendo alcanzar de



2 a3 mm. De longitud. Si la primera generacion de redias se desarrolla
desde el esporocisto. (Manrique, 2002)

Cercarias: Las cercarias liberadas del caracol, miden de 260 a 320
por 200 a 240 micras, sin considerar la cola propulsora que mide 500
micras de longitud. En las cercarias se pueden apreciar algunas
estructuras de un trematodo adulto, como ventosas y aparato
digestivo. La cantidad de cercarias originadas de un solo miracidio
puede llegar a ser de 600. La cercaria nada activamente de un lado
para otro y después de poco tiempo se adhiere a la superficie de
plantas, perdiendo la cola y transformandose en metacercaria.
(Soulsby, 1987)

Metacercarias: Este estadio se halla enquistado en pastos aledafios
a zonas con alta humedad; pero también pueden enquistarse en la
superficie del agua encerrando pequefas burbujas de aire que le
permiten mantenerse a flote. Tienen una medida alrededor de 250 a
300 por 200 a 250 micras, siendo la forma infectiva del parasito.
(Urquhart & Armour, 2001) Los hospederos definitivos se infectan al
ingerir plantas o agua con metacercarias.

Fasciola juvenil y adulta: La fasciola juvenil tiene forma de lanceta y
una longitud de 1 a 2 mm cuando penetra en el higado (Urquhart &
Armour, 2001). El parasito adulto es hermafrodita, mide de 18 a 50
mm. De largo por 4 a 14 mm. De ancho; el cuerpo es aplanado
dorsoventralmente de forma foliacea, ancha anteriormente formado un

cono posterior. Su cuerpo esta cubierto por pequefias espinas. Posee



una ventosa oral en el extremo superior, otra ventral, a la altura de lo
que se podria llamar hombros. El tubo digestivo se bifurca a poca
distancia de la ventosa oral, formando ramas primarias y secundarias
que se extienden hasta la parte posterior del cuerpo, abriéndose
debajo de la ventosa ventral el poro genital (Quiroz H. , 2000)
(Urquhart & Armour, 2001)

- Lacronologia de los estados evolutivos de fasciola hepatica se pueden
resumir de la siguiente forma: eclosién de los huevos 2 a 4 semanas,
emision de cercarias por los caracoles de 5 a 12 semanas, periodo
pre-patente en grandes mamiferos 10 semanas. El desarrollo del
miracidio hasta cercaria a una temperatura de 20°C: tres meses. La
sequia es mortal para las meatacercarias y los huevos. (Quiroz H. ,

2000)

2.2.2. Ciclo evolutivo
El ciclo de vida de Fasciola hepatica es indirecto, es decir necesita de un
hospedero intermediario como el caracol. Los parasitos adultos,
localizados en los conductos biliares del higado, producen huevos los
cuales son evacuados a traves del conducto colédoco al intestino y de
ahi son eliminados al exterior juntamente con las heces. En el medio
ambiente, bajo condiciones adecuadas de temperatura y humedad, los
huevos desarrollan y liberan embriones ciliados llamados miracidios, los
cuales tienen reservas energéticas para nadar solo por unas pocas horas
mientras buscan su hospedero intermediario, un caracol de la familia

Lymnaeidae (generos Lymnaea, Pseudosuccinea, Fossaria). Si no lo



encuentra, muere; si lo encuentra penetra en él. En el interior de estos
caracoles, el miracidio se transforma sucesivamente en larvas llamadas
esporocistos, redias y finalmente cercarias, semejantes a pequefisimos
renacuajos de color blanquecinos que abandonan el caracol
adhiriéndose luego a la vegetacion circundante, donde pierden su cola y
se enquistan transformandose en metacercarias, que constituye las
formas infectivas.

La infeccién en el hospedero definitivo se realiza por medio de la
ingestion de alimentos (forraje verde) o agua contaminada con
metacercarias. El en intestino se disuelve la membrana quistica externa
y queda libre el joven trematodo que mide 250 micras; penetra
activamente a través de la pared del intestino, alcanzando la cavidad
peritoneal en el transcurso de 2 a 28 horas; luego penetra en el higado,
perforando la capsula de Glisson y de 4 a 6 dias después llega tejido
hepatico por el que vaga de 6 a 8 semanas para finalmente asentarse en

un conducto biliar. (Leguia G, 1988)
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Figura 1. Ciclo biolégico de Fasciola Hepatica. (Leguia G, 1988)

2.2.3. Patogenia y lesiones

La fasciolosis puede presentar tres formas clinicas: aguda, sub aguda y
cronica, cuya aparicion esta relacionada con la época del ano, la
disponibilidad de metacercarias en los pastos y el numero de
metacercarias ingeridas. Esta clasificacion se basa principalmente en los
hallazgos de necropsia y depende del numero de parasitos que se
encuentran el higado y su estado de desarrollo. (Cordero del campillo, y
otros, 1999)

La gravedad de un cuadro clinico de la fasciolosis esta en relacion directa
con el numero de parasitos, si son escasos, la infeccién puede pasar
inadvertida y quizas el unico dato es una eosinofilia elevada. (Quiroz H. ,

1984)
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A. Fase aguda
Se produce después de una ingestion masiva de metacercarias en
un corto periodo de tiempo;sintomas principales: hepatitis
hemorragica, traumatica, aguda, con aparicion de enzimas
mitocondriales de los hepatocitos destruidos (aspartato
aminotransferasa AST, glutamato deshidrogenasa GLDH,sorbitol
deshidrogenasa SDH) en el plasma desde la segunda semana post-
infeccion hasta el asentamiento de los parasitos en los conductos
biliares, peritonitis, anorexia, y pérdida de peso, dolor abdominal,
ascitis, palidez de las mucosas, depresion, fiebre, muerte subita a
las 2-5 semanas de la infeccion masiva a causa de las graves
hemorragias hepaticas; esta forma es poco habitual (Unicamente en
ovejas); su curso de pocos dias. (Kassai, 1998)
B. Fase sub aguda
Se produce después de una ingestidon masiva de metacercaria a
lo largo de un periodo de tiempo mas prolongado; sintomas
principales: hepatitis hemorragica, traumatica, sub aguada,
peritonitis, hepatomegalia, colangitis, fibrosis hepatica, anorexia y
pérdida de peso, anemia hemorragica progresiva, fallo hepatico y
muerte: evolucién de 4-8 semanas. (Kassai, 1998).
Se ha presentado casos de fasciolosis sub-aguda en ovejas y
vacunos que han ingerido gran cantidad de metacercarias durante
largos periodos de tiempo. Los principales signos clinicos son la

pérdida de peso, palidez de mucosa y conjuntiva, en algunos
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casos edema submaxilar y dolor en la palpacién en la region de
proyeccion hepatica. (Blood & Radostit, 1992)
C. Fase crénica
Se produce después de una ingestidon moderada y prolongada de
metacercarias; sintomas principales: reduccion de apetito, anemia
hipoproliferativa de desarrollo lento, emaciacion, edema
submandibular (papo), producido por la colangitis crénica y la
fibrosis hepatica, pérdida de sangre y proteinas enddgenas
(hipoalbuminemia); la aparicién en el plasma de gamma glutamil
transferasa o transpectidasa (GGT) es indicativo de lesiones
cronicas de los conductos biliares; la evolucion es de varios meses.
La ictericia es poco frecuente en la fasciolosis cronica, incluso en
presencia de gran cantidad de parasitos y con graves lesiones
hepaticas. (Kassai, 1998)
Los animales ingieren pequefias cantidades de metacercarias
durante un periodo de tiempo. Casi toda la poblacién de parasitos
en los conductos biliares son adultos. Las fasciolas adultas causan
irritacién de los conductos, pero los productos metabdlicos y las
secreciones de las fasciolas son causa de cirrosis con proliferaciéon
en los conductos biliares. (Leguia, Distomatosis hepatica en el peru,
epidemiologia y control (pag 42), 1991)
En la fase cronica los sintomas son:
- Pérdida de peso

- Edema submandibular (maxilar en botella)
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- Palidez de las mucosas e ictericia (amarillento de la piel y
mucosa).

- Es frecuente la diarrea y caida de lana por mechones.

- Los animales que sobreviven acaban agotados periodos
prolongados.

- Los ovinos en produccion pierden la leche presentan una
diarrea crénica y anemia, generalmente asociado con

nematodiasis.

2.2.4. Accion parasitaria
La Fasciola hepatica es capaz de producir grandes alteraciones en el
hospedero, que pueden resumirse en cuatro acciones principales:
A. Accion traumatica

La Fasciola produce con sus espinas y ventosas una intensa
irritacion de las células epiteliales, que como reaccion defensiva
modifican su estructura. Ante la extensa erosion y necrosis de la
mucosa biliar se desarrolla una intensa reaccion inflamatoria que
interesa a la lamina propia adyacente. La mucosa de los conductos
biliares, incluso la no asociada directamente con los vermes, se
engrosa y esta hiperplasica.
Los vermes alcanzan al higado unas semanas después de la
ingestién de las metacercarias y origina un cuadro patoldgico,
caracterizado por necrosis y hemorragias. Se desarrolla fibrosis

hepatica, como consecuencia como fase migratoria y colangitis
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hiperplasica, por la presencia de vermes adultos en los conductos
biliares y vesicula. (Cordero del campillo, y otros, 1999)

Accion obstructiva

Al localizarse en los conductos biliares, ejerce una accion mecanica
de obstruccion al fibrosarse los conductos y por la misma presencia
del parasito. (Olsen, 1997)

Accién hematoéfaga

El desarrollo de la anemia gradual coincide con la presencia de las
fasciolas en los conductos biliares. Estas observaciones confirman
las conclusiones que considera la alimentacion hematofaga propia
de las fasciolas adultas, siendo los vermes inmaduros histiofagos.
Actualmente existen pocas dudas sobre el origen hemorragico de
la anemia hipoalbuminemia tan caracteristicas de la fasciolosis
cronica. Mediante el marcado de glébulos rojos, con radioisotopos,
se ha calculado la perdida hematica diaria por cada verme en
aproximadamente 0.5-1 mL, de sangre. Estudios eritrocineticos
demuestran la relacion entre la anemia e hipoalbuminemia y el paso
de la sangre al aparato digestivo por via biliar, lo que representa
una pérdida considerable de globulos rojos y proteinas. (Cordero
del campillo, y otros, 1999)

Acciodn toxica

Los productos de excrecion del parasito, asi como los
constituyentes de los distomas muertos o removidos por

tratamientos antiparasitarios, pueden producir sintomas nerviosos,
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debido a la accion toxica de tales sustancias, situacion que se
agrava por las lesiones fibroticas irreversibles que afectan a la

capacidad desintoxicante del higado.

2.2.5. Epidemiologia de la enfermedad
A. Factores relacionados al agente

La fasciola infecta un amplio rango de especies domésticos y
silvestres (alpacas, ovinos, vacunos, cerdos, venados, vizcachas,
etc.). En el ovino puede vivir hasta 11 afios y es altamente prolifico,
pudiendo producir hasta 20000 huevos por dia. Por otro lado, de
cada miracidio que ingresa a un caracol se desarrollan entre 600 a
1000 cercarias, lo que incrementa considerablemente su potencial
de infeccidon. (Leguia, Distomatosis hepatica en el peru,
epidemiologia y control (pag 42), 1991)

Los huevos pueden sobrevivir varios meses en condiciones
humedas especialmente durante la primavera-verano, en tanto que
la sequedad los destruye rapidamente. La estivacion de los
caracoles produce la muerte de las cercarias y el desarrollo de los
esporocistos y redias es inhibido, pero posteriormente se reactiva
cuando cesa el proceso. La metacercaria es muy resistente a los
factores adversos del medio ambiente y bajo condiciones de
humedad y bajas temperaturas, es capaz de sobrevivir mas de un
afno. Sin embargo, la desecacién prolongada y las hidrataciones y
deshidrataciones alternas son letales para su Vviabilidad.

(Ollenshaw, 1971)
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La fasciola hepatica posee una gran especifidad hacia su
hospedador intermediario ya que solo se desarrolla en caracoles de
la familia Lymnaeidae. Estos caracoles estan distribuidos en todo el
mundo, aunque son mas abundantes en las zonas templadas del
hemisferio norte. (Malek, 1985)

No todas las especies de lymneidos son igualmente suceptibles a
fasciola hepatica y tanto los factores extrinsecos (condiciones
ambientales de cada region) como los intrinsecos (estado
nutricional, tamano, madurez sexual, etc.) influyen en el rol de cada
especie como hospedador intermediario. (Matos, Ueno, Goncalves,
& Almeida, 1997).

Algunos lymneidos actuan como el hospedador intermediario
principal de fasciola hepatica y otro juegan un rol secundario en la
transmision del parasito (Boray J. C., 1981)

Factores de estabilidad: longevidad de la infeccidén, produccion
indefinida de huevos por los trematodos adultos (mas de 20000
huevos/trematodo/dia). Asi mismo las metacercarias sobreviven
mejor en la hierba y el heno a temperaturas inferiores a 20°C
(resisten durante muchas semanas a 2-4° C), pero mueren
rapidamente a temperaturas elevadas y con desecacion, en el
estiércol y ensilado perduran durante 10-14 dias (Kassai, 1998)
Factores relacionados al hospedador

Los caracoles Lymnaea son dextrégiros y tiene capacidad

reproductiva. Un solo caracol puede producir hasta 25000
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descendientes y actuar en forma hermofrodita. Son semianfibios y
proliferan en abundancia en las riberas de los riachuelos, acequias,
canales de curso lento o en acumulaciones de agua permanentes o
temporales como pantanos, charcadas, ojos de agua, pastizales
humedos, etc. El suelo arcilloso con pH ligeramente acido facilita su
establecimiento. Bajo condiciones de temperatura y humedad
adecuadas se reproducen rapidamente; pero en situaciones
adversas, principalmente de sequia, se introducen en el subsuelo
humedo sufriendo prolongados periodos de ‘“estivacion” o
“hibernacion”. En esta forma puede sobrevivir hasta por un afo. En
las regiones andinas los caracoles estivan entre mayo a setiembre,
produciéndose hasta 3 generaciones de caracoles al ano (Leguia,
Distomatosis hepatica en el Peru. Epidemiologia y Control, 1988)

Los hospederos definitivos se clasifican en tres grupos atendiendo
a su receptividad. Asi, se habla de un primer grupo que englobaria
aquellos hospedadores definitivos que reaccionan rapidamente
frente al parasito, evitando su desarrollo, como son el cerdo, el
perro, o el gato; el segundo grupo estaria integrado por aquellos
hospedadores que reaccionan con retraso ante una implantacion en
higado y serian la vaca, el caballo y el hombre; por ultimo el tercer
grado lo formarian los hospedadores mas susceptibles, en los que
la productividad parasitaria es muy alta y existe una marcada
patogenicidad (oveja, cabra, conejo). En Espana se ha encontrado

fasciola hepatica parasitando ovejas, cabras, vacas, gamos, asnos,
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caballos, cerdos, jabalies, conejos, liebres, y a la especie humana
(Rojo & Ferre, 1999)

Factores relacionados al medio ambiente

La latitud y la altitud determinan la temperatura. La temperatura
media de la atmosfera disminuye 0.5°C por cada grado que
aumente la latitud y por cada 100m de elevacion en la latitud
(Flores, Reyes, & Guzman, 2008). A su vez las altas precipitaciones
o el riego artificial en zonas con escasa pendiente o mal drenaje
favorecen la acumulacion de agua en el subsuelo. Cuando la
temperatura oscila entre los 10°C y 30°C y hay suficiente humedad
en el suelo se generan condiciones favorables para el
establecimiento y el desarrollo de los caracoles de la familia
Lymnaeidae, que actua como hospedadores intermediarios de la
fasciola hepatica (Torgerson & Claxton, 1999)

El rango de temperatura ambiental para el desarrollo de las fases
ambientales del parasito se halla entre 10 30°C la temperatura
critica minima es de 10°C por debajo de esta temperatura no hay
desarrollo ni de formas larvarias del parasito ni del hospedador
intermediario, entrando en una suerte diapausa o hibernacion. La
metacercaria merced a la cubierta quistica, puede sobrevivir 9-11

meses especialmente en lugares humedos (Rojas, 1993)
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2.3.

INMUNOLOGIA

2.3.1. Anticuerpos

Es una glucoproteina secretada por las células plasmaticas como

producto de una respuesta inmune de base humoral y que presenta la

propiedad de unirse de forma especifica al determinar antigeno que

indujo a su sintesis.

A. Estructura de anticuerpo

Estructuralmente, estan formados basicamente por cuatro cadenas
polipeptidicas. Dos de ellas, denominadas pesadas o cadenas H
(Heavy: pesado), con un peso molecular de entre 55 a 77 kilodalton
(kDa) y dos ligeras o L (Light) con un peso molecular de entre 23 a
26 kDa. Las dos cadenas H y las dos L mantienen idéntica
estructura entre ellas. Las dos cadenas se unen entre si
covalentemente mediante puentes de azufre y a cadena pesada se
une a la ligera mediante un puente disulfuro. Cada cadena pesada
se une a una ligera mediante un puente disulfuro. Cada una de las
cadenas consta de una regidén constante y otra variable. (Boero,
1976)
Si una molécula de inmunoglobulina es tratada por proteasas, como
la pepsina o papaina, se parte e dos fragmentos denominados: Fab,
de las palabras inglesas “antigen binding Fragment”™ y Fc
(Crystalizable Fragment). En el primer fragmento (Fab), reside la
especificidad de la inmunoglobulina y por tanto su capacidad para

reaccionar con el antigeno, mientras que el segundo fragmento (Fc)
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realiza las funciones efectoras de las inmunoglobulinas (fijacién del
complemento, receptores celulares).

Tanto las cadenas pesadas como las ligeras, estan formadas por
unas estructuras proteicas conservadas denominadas "“Dominio de
Inmunoglobulinas®™.  Estos dominios estan formados por
aproximadamente 110 aminoacidos. Las cadenas ligeras estan
formadas por dominios, uno variable (VL) y otro constante (CL) y
las cadenas pesadas por un aparte variable (VH) y tres (IgG e IgA)
o cuatro (IgM e IgE) constantes (CH1, CH2, CH3 Y CH4). Los
dominios son idénticos en las dos cadenas ligeras entre siy en las
dos cadenas pesadas. (Borchert, Parasitologia Veterinaria.
traducido del aleman por Cordero., 1975)

En las cadenas H también existe una regién adicional, que no forma
parte de los dominios, denominada region bisagra. La region
bisagra esta localizada entre los dominios CH1 y CH2 y permite la
movilidad a las inmunoglobulinas.

El analisis de aminoacidos de la region bisagra demuestra que esta
formada por un gran numero del aminoacido Prolina lo que permite
su flexibilidad, pero también su susceptibilidad al ataque proteasas,
de ahi, su fragmentacion en Fab y Fc.

Los dominios variables (VL y VH) tiene como funcién la union al
antigeno y, por tanto, son los responsables de la especificidad de la
inmunoglobulina, mientras que los dominios constantes permiten la

diferenciacion de los cinco isotipo de cadenas pesada (m, g, €, a, d)
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que formaran las inmunoglobulinas (IgM, 1gG, IgE, IgA e IgD) y de
los dos tipos de cadenas ligeras: capa (K) y landa (I). asi como son
los responsables de las funciones efectoras de las
inmunoglobulinas (fijacion del complemento, receptores celulares)

La variabilidad observada en las zonas variables de ambas cadenas
(L y H) se localiza en tres segmentos, alrededor de 10 aminoacidos,
denominados regiones hipervariables, también conocidas como:
CDR1, CDR2, CDR3 (Complementary Determinig Regions o
Region determinante de complementariedad). Estos segmentos
forman en denominado sitio de union con el antigeno. Por lo tanto,
cada molécula de inmunoglobulina tiene dos sitios de unidn con el
antigeno. (Boray J. , 9. flukes of domestic animals En parasites

pests and predators, Gaafar et al editors,Elsevier pub., 1985)

. Afinidad del anticuerpo

La fuerza de union entre un anticuerpo y un solo antigeno se
denomina afinidad. Es la suma de la fuerzas de sus enlaces, es la
atraccion entre antigeno y anticuerpo. (Boray J. , chemotherapy of

infection with fasciolidae , 1997)

. Avidez del anticuerpo

Los Ac tienen al menos dos zonas de union con el antigeno. Los
antigenos también pueden ser multivalentes, con varios
determinantes antigénicos. La fuerza de unién en este caso es la

avidez.
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D. Especificidad del anticuerpo
Cuando un anticuerpo solo puede reaccionar con un antigeno se

dice que ese anticuerpo es especifico.

2.3.2. Antigeno

Es una molécula extraina reconocida por el sistema inmunitario, en
concreto por anticuerpos preformados o por receptores especificos en
linfocitos B o T. Tradicionalmente se aplica a los inmunogenos o
moléculas que desencadenan la respuesta inmune. (Manual de
inmunologia veterinaria, 1984).

El antigeno es la porcidn de un microorganismo o parasito que contiene
sitios especificos de reconocimiento de la rama humoral (anticuerpos) o
células (linfocitos) de la respuesta inmunitaria. A estos sitios se les
denomina epitopes. Los denominados antigenos crudos por lo general
son extractos solubles de los microorganismos o parasitos. Se
constituyen por una variedad de componentes, tanto del agente como de
las células en las cuales se aloja o del medio de cultivo. En los antigenos
crudos, la mayor parte de los componentes son irrelevantes, pero pueden
ser reconocidos por anticuerpos o linfocitos por otros microorganismos o
parasitos y dar reacciones falsas positivas o negativas por tanto es
deseable purificarlos. (Chandra, 1979)

Lo mas conveniente es utilizar antigenos mas definidos. Una posibilidad
es utilizar los productos de excrecion/secrecion, los cuales tienen un
menor numero de componentes y reduce la posibilidad de reacciones

cruzadas
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A. Estructura de los antigenos
El numero de posibles Ac frente a un Ag es elevado debido a que
los Ag son estructuras tridimensionales y presentan multiples
EPITOPOS (zona del Ag que es reconocido por el sistema
inmunitario) que pueden ser reconocidos por los LB o LT. Los
epitopos o determinantes antigénicos son cada uno de los sitios
discreto de una macromolécula que son reconocidos
individualmente por un anticuerpo especifico o por un TRC
especifico. Son las regiones inmunolégicamente activas de un
inmunogeno (las que se unen de hecho a un receptor de linfocitos
o aun Ac libre). En este sentido las macromoléculas son antigenos
multivalentes con muchos tipos de determinantes antigénicos
distintos. (Cordero, 1999)
En el Ag hay regiones inmunodominantes a las que se unen la
mayoria de los Ac. Estas regiones se localizan en la zona externa
del Ag, como las asas peptidicas que carecen de estructuras
rigidas. También se han encontrado estas caracteristicas en zonas
moviles donde existe una cierta flexibilidad del epitopo, y las
regiones CDR de Ac pueden alcanzar la energia 6ptima de union.
2.3.3. Reaccién Antigeno — Anticuerpo
La unién antigeno-anticuerpo es especifica, cada anticuerpo reconoce y
se une a un determinado antigeno. Esta unidn se realiza por medio de

uniones intermoleculares entre el antigeno y la zona del anticuerpo y da
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2.4,

lugar al complejo antigeno-anticuerpo segun el modelo llave-cerradura.

(Copa, 1999)
PRUEBA DE ELISA
Ensayo de Inmunoabsorcion ligada a enzimas (Elisa).
Definiciéon: Es una prueba de unién primaria que detecta enlace especifico
antigeno y anticuerpo y cuantifica los inmunocomplejos formados mediante el
marcador enzimatico que actua con un sustrato cromo génico apropiado. El
grado de transformacién del sustrato incoloro a un producto coloreado se
cuantifica objetivamente por espectrometria y es proporcional a la cantidad de
inmunocomplejos formados. (Universidad Complutense de Madrid, 2007)
La técnica de Elisa, se basa en la deteccion de un antigeno inmovilizado sobre
una base sdlida (placas de inmunolon) impregnadas de anticuerpos que directa
o indirectamente producen reaccion cuyo producto es la observacion de una
coloracion debido al cromogeno afiadido a la ultima prueba. Puede ser medido
mediante un lector de ELISA o mediante observacion visual. Este principio tiene
muchas de las propiedades de un inmuno ensayo ideal, es versatil, sencillo y
simple en una reaccion, se basa en el empleo de reactivos para el diagnéstico
y despistajes de enfermedades principalmente de origen infeccioso.
El principio de Elisa de basa en determinar si una proteina particular esta
presente en una muestra y con posibilidad de cuantificarla.
Hay dos variaciones principales en este método: en la primera puede
determinarse cuanto anticuerpo esta en la muestra, o puede determinarse

cuanta proteina es limitada por un anticuerpo. (Colona, 1995)
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Se ha realizado multiples variantes de ensayo de Elisa, siendo los mas

utilizados son los siguientes:

24.1.

24.2.

Elisa indirecta

Ensayo de Elisa simple de dos capas; en la actualidad las placas de Elisa
se prepararan cubriendo los pocillos 0 en celdas con la solucion en las
que se sospecha se encuentran el antigeno, se incuban con anticuerpos
marcados e indica la presencia del antigeno en la solucion analizada.
Menciona también que necesariamente incluyen controles negativos que
son muestras del mismo tipo analizadas, pero en las que se tenga la

certeza de la ausencia del antigeno buscado. (Cuadros, 2005)

Elisa competitivo

Esta técnica también es muy comun para la deteccion de anticuerpos
especificos. Tenemos un anticuerpo (monoclonal o policlonal) de un
antigeno conocido, este antigeno ha sido unido previamente a la placa.
Se conoce como ELISA competitivo porque se incuba el suero con el
antigeno anterior a su incubacion con el antisuero unido a la placa. Por
lo tanto, ambos compiten por el antigeno. EI método de ELISA es una
prueba de eleccion en el diagnostico de numerosas enfermedades
infecciosas y parasitarias, y es de gran rentabilidad de veterinaria al
analizar simultaneamente y en un corto periodo de tiempo grandes
colectivos, siendo, por tanto, util en el sondeo seroldgico de poblaciones
para conocer la situacion sanitaria frente a una situacion determinada. Es
una prueba muy sensible para detectar bajos niveles de anticuerpos. Esto

hace posible la deteccion de animales de estadios tempranos de la
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infeccion, portadores, casos de infeccion sin el estimulo de respuesta
hormonal, etc. La técnica puede emplearse como herramienta de control

con el seguimiento, por analisis repetidos, de explotaciones negativas a

una infeccion o para confirmacién de la positivas.

Faso bguidna
Age*Suoro
probleoma

Fase liquida

sOobre Auntiswero Conjugnado Sustrato

color
A.é‘;:;‘;;o de cobaya {Ac) {(Buero -)

=== ,_
\ ihh ‘:L_LY_-H- 'i

Sustrato sin
color (Sueroc +)

|

Figura 2. Esquema de (Viromedica, 2010)
representacion de Elisa Competitivo

Pasos de ELISA competitivo:
1. Laincubacion del suero de prueba con el antigeno.
2. Adicion de esta mezcla a la placa, previamente incubado con el
antisuero.
3. Adicion del conjugado.
4. Adicién del substrato, en este caso la ausencia del color significa
una muestra positiva. (Gorman, 1994)
a) Ventajas de la prueba de ELISA:
e Alta sensibilidad y especificidad.
e Meétodo rapido.

e Los reactivos son estables.
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2.5.

e Resultado visual
b) Desventajas de la prueba de ELISA:
e Costo de micro placas.

¢ Costo de equipo automatizado.

ANALISIS COPROPARASITOLOGICO

La deteccion de huevos de Fasciola hepatica en las heces de los animales
sospechosos es util para diagnosticar la fasciolosis cronica, muchas veces solo
caracterizada por una reducida productividad. Se ha descrito numerosos
meétodos, desde simples extensiones hasta laboriosas técnicas cuantitativas. El
propdésito de estas ultimas es concentrar los huevos a partir de una muestra de
heces, mediante métodos de flotacién o de sedimentacion. Los métodos de
flotacion utilizan soluciones de alta densidad como un sulfato de zinc o el
yodomercuriato potasico. El inconveniente de las técnicas de flotacion es la
deformacion y colapso de los huevos por fendmenos osmoéticos, debido a las
soluciones utilizadas. La flotacién de sulfato de zinc es una técnica muy
difundida, pero ineficaz ante escasas eliminaciones de huevos (menores de 10
hg), recomendandose, entonces los métodos de sedimentacion. Los métodos
de sedimentacion se basan en la mayor densidad de los huevos de los
trematodos que el detritus que se hallan en las heces, lo que permite
concentrarlos en el sedimento tras repetidos lavados. La adicién de un colorante
de contraste al sedimento permite destacar el color amarillo dorado de los
huevos, en las primeras infecciones agudas los analisis coprologicos son

negativos; el hallazgo de 300-600 hg en ovinos y entre 100-200 en vacunos,
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2.6.

indican una infeccidén probablemente patdgena, que requiere la aplicacidén de un
fasciolicida. (Cordero del campillo, y otros, 1999)
El diagndstico de laboratorio puede realizarse en forma directa por la
identificacion y cuantificacién de huevos de fasciola hepatica que no es posible
hasta 8 a 10 semanas post infeccion. EI examen coproscopico comprende
técnicas tales como: sedimentacion vy filtracion con malla metalica. EI método
de sedimentacion es el mas utilizado por su sencillez y bajo costo y fue
considerado como la regla de oro tal como se conoce al diagndstico de rutina
establecido en las unidades pecuarias, el que consiste en tomar
aproximadamente tres gramos de muestra fecal y si resulta positiva es suficiente
para aplicar el tratamiento (Borchert, Parasitologia veterinaria , 1981)
2.5.1. Técnica de sedimentacion
Se basa en que el tiempo de caida de los huevos de Fasciola hepatica
en el agua es de 100 mm/minuto, mas rapido que el de la caida de
detritos de las materias fecales. El tiempo de sedimentacion debe de ser

de 3 a 4 minutos (Abbas , 2002)

METODO DE DENNIS MODIFICADO

Este método de Dennis Modificado, sirve para el hallazgo de la Fasciola,
Paramphistomun y Metastrongylus, disefiado especialmente para Fasciola
cuyos huevos requieren de un tratamiento cuidadoso y no solo se le debe
someter a presiones. Por ejemplo, la centrifugacién, tiende a destruirlo. Se
colecta una muestra de 2 a 3 gramos de heces para desmenuzarlo en el mortero
u homogenizarlo con la bagueta, agregando progresivamente 50 ml de solucién

detergente, filtrar en la copa de precipitacion o en un tubo de prueba mediante
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un tamiz, dejar sedimentar durante 10 a 12 minutos y luego decantar el
sobrenadante y re suspender el sedimento con otros 50 ml de solucion
detergente y repetir el paso anterior, al sedimento agregar 4 a 6 gotas de lugol

fuerte, agitar y vaciar en placa Petri para su observacion (Rojas, 1993)
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3.1.

3.2.

CAPITULO 1l

MATERIALES Y METODO

LOCALIZACION DEL TRABAJO
El presente trabajo de investigacion se realizé en la comunidad campesina de
Pfullpuri puente Ccoyo Uscamarca del distrito de Santo Tomas, de la provincia de
Chumbivilcas, del departamento de Cusco.
La principal actividad econdmica que desarrolla esta comunidad es la actividad
pecuaria, en relacion a la produccion agricola, en primer orden de importancia
economica es la crianza de ganado ovino.

TRABAJO DE LABORATORIO
El trabajo se realiz6 en las instalaciones del laboratorio de Sanidad Animal “ATILIO
PACHECO PACHECQO” Desarrollo y validacion de pruebas Seroldgicas vy
Moleculares para la Investigacion y Diagnéstico de Enfermedades Infecciosas y
Parasitarias de la Escuela Profesional de Zootecnia, departamento académico de
Ganaderia, Area de Sanidad Animal de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco.

3.2.1. Ubicacion politica

e Regién : Cusco.

e Departamento : Cusco.

e Provincia : Chumbivilcas.
e Distrito : Santo Tomas.
e Comunidad : Pfullpuri puente Ccoyo Uscamarca
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3.2.2. Ubicacion geografica
e Latitud Sur :14°27°017° S
e Longitud Oeste : 72° 05" 00" W
e Altitud Maxima : 4400 m.s.n.m.

e Altitud Minima : 3678 m.s.n.m.

Provincia de
Chumbivilcas

Lf)ov.

Figura 3. Mapa de ubicacién provincial (INEI, 2010)
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Figura 4. Mapa de ubicacion del distrito de Santo Tomas (INEI, 2010)

3.3. DATOS CLIMATICOS
3.3.1. Clima
El clima de Santo Tomas es frio, moderadamente lluvioso y con amplitud
térmica moderada. La media anual de temperatura maxima y minima
(periodo 2004-2008) es 16.6°C y 2.0°C, respectivamente. (MINAM & IGP,

2004-2008)

3.3.2. Precipitacion
La precipitacion media acumulada anual para el periodo 1964-1972 es

768.6 mm/afno. (MINAM & IGP, 2004-2008)

3.4. MATERIALES BIOLOGICOS
e Ganado ovino (Raza Criolla, Hampshire Down y cruzados)
e Sangre para examen serolégico (Prueba de Elisa).

e Heces para examen coproparasitolégico (Dennis Modificado).
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3.5.

3.6.

3.7.

MATERIALES DE CAMPO PARA LA OBTENCION DE SANGRE

e Tubos

Agujas vacutainer 18 G

vacutainer con separador de suero alcohol

e Torundas de algodon

e Gradillas

e Termo

e Etiquetas/ marcador

e Camara fotografica

MATERIALES Y EQUIPOS PARA LA CONSERVACION DE SUERO

o Refrigeradora

o Centrifuga Congelador a — 20°C

o Viales criogénicos

o Pipetas Pasteur desechables

o Etiquetas/ marcador

MATERIALES Y EQUIPOS DE LABORATORIO

3.7.1. Equipos e instrumentos

Estufa de incubacién 38 °C

Congelador — 20°C

Lavador de placas Elisa

Lector de micro placas de Elisa
Refrigeradora

Micro pipetas de 5 - 10 - 50 - 100 y 1000 pl.

Matraz Erlenmeyer
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3.8.

e Probeta Graduada
3.7.2. Materiales
e Tips de 20-200 -1000
e Papel absorbente
e Parafilm
e Agua destilada
3.7.3. Reactivos
e Kit de Fasciola Hepatica (antigeno y anticuerpo) Bio-X Diagnostic
S.A. (EE. UU.)
e Solucion de lavado
e Bufferr de dilucion
e Conjugado de inmuno globulina IgG1 anti ovina
e Suero positivo
e Solucion de cromégeno
e Solucion subtrato de peréxido de hidrogeno
e Solucion estop
EQUIPOS DE LABORATORIO (EXAMEN COPROLOGICO)
e Mortero
e Tamices 150, 75 y 63micras
e Placas Petri
e Copa de precipitacion
e Agua destilada

e Solucion detergente
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e Espatula
e Microscopio Optico
e Azul de metileno
3.8.1. Materiales de campo para la recoleccion de heces
e Mameluco
e Botas de jebe
e Bolsas plasticas para recoleccion de muestras
e Cajatérmica
e Fichas clinicas
e Marcador
e Soga

e (Camara fotografica
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3.9.

METODOS DE MUESTREO

3.9.1.

3.9.2.

Poblacion

La poblaciéon de ganado ovino en la Comunidad de Pfullpuri Puente
Ccoyo Uscamarca del distrito de Santo Tomas, de la provincia de
Chumbivilcas, segun la agencia agraria sede Santo Tomas y la
municipalidad provincial de Chumbivilcas, atreves de la oficina
desarrollo econémico local proyecto ovinos gestion 2015-2018 esta
constituido por 3582 cabezas de ovinos. (Agencia Agraria Santo
Tomas, 2012)

Tipo de muestreo

El tamaio de la muestra para la evaluacion de las pruebas seroldgicas

y coproparasitologico seran de acuerdo a la siguiente férmula de

MITAC
N x Z2p * q
TTWN-D cEZ+ 22(p * q)
Dénde:
N: Tamano de la poblacion.
Z: 1.96, nivel de confianza que se da a la muestra.

p: Variabilidad 0.5
q: Variabilidad 0.5
E: Precision o error Experimental 0.1% al 90%.

n: Tamano de muestra
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El numero de animales que han sido sometidos el presente trabajo de
investigacion es de 94 ovinos de una poblacion de 3582 animales de
la comunidad de Pfullpuri Puente Ccoyo Uscamarca del distrito de
Santo-tomas provincia Chumbivilcas, resultado que se aplicé para la
prueba de Elisa indirecta y Dennis modificado.

Tabla 2. Distribucion de muestras de ovinos de la comunidad de
Pfullpuri Puente Ccoyo Uscamarca

ESPECIE MADRES BORREGUILLAS CARNEROS TOTAL

Ovino 67 20 07 94

Fuente. (Elaboracién propia)

3.9.3. Procedimiento de muestreo

e Las muestras de sangre se tomaron directamente de la vena
cefalica radial con la ayuda de una aguja vacutainer y un tubo
con separador de suero al vacio la cantidad de 5ml.

e Las muestras de heces se obtuvieron directamente del recto del
animal, la cantidad de 4 gr en horas de la mafana. Cabe indicar
que las heces se obtuvieron de los mismos animales que se
tomaron indistintamente para la recoleccién del suero sanguineo,
dicha muestra se coloco en bolsas de plastico las que fueron

debidamente rotuladas.
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3.10. METODOS DE EVALUACION

3.10.1. Metodologia de campo

A. Obtencion de muestras de sangre

La extraccién de la sangre se realiz6 directamente de la vena cefalica
del ovino el que esta previamente sujetado. Se realiza la hemostasia
necesaria sobre la vena cefdlica del animal y con la ayuda de un
casquete y la aguja vacuteiner se extrae la sangre a un tuvo al vacio
con separador de suero debidamente rotulado con sus respectivos
datos (nombre, categoria del animal, fecha y zona de recoleccion) y
se deposita en un recipiente con pilas de hielo y protegido de la luz
solar se transporta al laboratorio Atilio Pacheco Pacheco para ser
centrifugado y se pueda retirar de cada tuvo el respectivo sueros y

estos ser congelados debidamente.

Figura 5. Toma de muestra de sangre
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B. Obtencion de muestras de heces
Esta tarea se realiz6 en horas de la mafnana. Las muestras
de heces se obtuvieron directamente del recto del ovino
introduciendo los dedos protegida con un guante de latex y
una bolsa plastica en la que se extrae y se transportara el
material bilégico al laboratorio para ser conservado con una
solucién de formol al 10 % para que los huevos de las

fasciolas se fijen y no eclosionen.

Figura 6. Toma de muestras fecales

3.11. METODOLOGIA EN LABORATORIO
3.11.1. Método Elisa indirecta
Fundamento: El anticuerpo conocido es conjugado con una enzima,
en la cual se producira la reaccion antigeno-anticuerpo y luego se
afadira el sustrato especifico que producira una modificacion de

color y esta cuantificara mediante lectora de Elisa.
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3.11.2. Procedimiento del método de Elisa indirecta

Protocolo de desarrollo de la prueba de Elisa de acuerdo al kit para

serodiagnostico de fasciola hepatica del laboratorio Bio-X

Diagnostics S.A de Fasciola hepatica (ovinos y bovinos)

Poner todos los reactivos a 21°C por lo menos 20 minutos antes
de iniciar el test.

Quitar la micro placa de su envoltura.

Para muestra de suero sanguineo colocar buffer de dilucién 1 ml,
preparado como se indica en la seccién “composicion del kit” en
tubos de hemolisis de 5 a 10 ml. Ahadir 10 ul de las muestras de
suero a cada uno de estos tubos y agitar brevemente en un
agitador mecanico.

Diluir el suero positivo del kit 1/100.

Distribuir 100 ul de las muestras en cada pocillo respetando la
pauta siguiente: suero positivo A1, A2; suero problema pozos B1,
B2.

Incubar la placa a 21°C durante una hora, cubrir la placa con
parafilm.

Enjuagar la placa con la solucién de lavado preparada como se
indica en el kit; como sigue, vaciar el liquido de la placa
poniéndola volteada sobre un papel absorbente limpio para
quitar todo el liquido, llenar los pocillos con la solucion del lavado

y repetir el procedimiento de lavado por tres veces.
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Diluir el conjugado 1:50 en el buffer de dilucion (por ejemplo, para
una placa diluir 250 ul de solucibn madre de conjugado el
12250ml| de diluyente) afadir 100ul de la solucion diluida del
conjugado a cada pocillo e incubar por una hora a 21°C
cubriendo con parafilm.

Lavar la placa como se describe en el paso ocho.

Anadir 100 ul de la solucién de cromégeno a cada pocillo de la
placa. La solucion cromégena debe ser incolora cuando se
pipetea a cada pocillo, si aparece un color azul esto indica que la
solucion se ha contaminado.

Incubar durante 10 minutos a 21°C protegido de la luz o al
descubierto, esto esta dado como un tiempo referencial pudiendo
este tiempo ser mayor o menor.

Después de esta incubacion anadir 50ul de la solucion de
frenado.

Se procedera a realizar la lectura de las muestras con el lector

de Elisa, donde se medira la longitud optica de 450 nm.

Figura 7. Kit de Fasciola hepatica a temperatura ambiente
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Figura 8. Preparacion de la solucién de lavado

A. FLUJOGRAMA DE LA METODOLOGIA DE ELISA INDIRECTA PARA
LA FASCIOLA HEPATICA

Figura 9. Dilucién de muestras y controles con el diluyente de

la muestra y cubra los pocillos e incube a 18 — 26 °C durante 30
minutos (* 2 minutos)

T N -

-

Figura 10. Incubaciéon de la placa perfectamente sellada para

evitar la evaporacién a 37 °C (* 2 °C) durante 60 minutos (£ 5
minutos)
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Figura 11. Lavado de las placas culminada la incubacién de 60
minutos (£ 5 minutos) con 300 pl de solucién de lavado por 3 veces

Figura 12. Se agreg6 100 pl de substrato TMB en cada pocillo y
cubra los pocillos e incube a 18 — 26 °C durante 10 minutos (+ 1
minuto)

\ NP

PRI ||
!\ml&p\hﬂ.

Figura 13. Se agreg6 50 pl de la solucién frenado en cada pocillo
para detener la reaccién y medir la absorbancia a 450 nm
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Tabla 3. Validacién para valores medios de la densidad 6ptica (DO)

VALORES MEDIOS DE LA DENSIDAD OPTICA (DO)

Control Negativo DO (450nm) < 0.200

Media Control Positivo - Media Control

Negativo (P- N) P- N =0.300

B. DISTRIBUCION DE LA PLACA DE ELISA PARA EL DIAGNOSTICO
DE LA DISTOMATOSIS HEPATICA
e PLACA1

FH FH FH FH FH FH FH FH FH

FH FH FH FH FH FH FH FH FH

C TR TR FH FH FH FH FH FH FH FH FH FH

D FH FH FH FH FH FH FH FH FH FH FH FH

E FH FH FH FH FH FH FH FH FH FH FH FH

F FH FH FH FH FH FH FH FH FH FH FH FH

G FH FH FH FH FH FH FH FH FH FH FH FH

H FH FH FH FH FH FH FH FH FH FH FH FH

e PLACA2
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e PLACA3

LEYENDA:

P: Pocillo con suero positivo
N: Pocillo con suero negativo
TR: Tracer, marcador

FH: Pocillos con suero problema.

3.11.3. Interpretacion de los resultados
Restar cada valor registrado para las columnas impares la sefal del
pozo de control negativo correspondiente y anote el resultado. Al
realizar este calculo, tenga en cuenta los valores negativos que
puedan existir. Realice las mismas operaciones para la columna
correspondiente a los controles positivo y negativo.
La prueba solo se puede validar si el positivo de una diferencia en la

densidad optica a 10 minutos que es mayor que 0,800 y el suero
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negativo produce una diferencia en la densidad 6ptica menor que
0.300.

Dividir la senal de la lectura para cada muestra obtenida bien por la
sefal correspondiente de suero de control positivo y multiplicar este

resultado por 100 para expresar como porcentaje.

Delta OD muestra * 100

VAL =
(he) Delta OD positivo

INTERPRETACION:

Tabla 4. Interpretacion de resultados de la prueba de Elisa
indirecta

0 +/- + ++ +++

VAL <10%<= <15%<= <45%<= <75<= >75

Fuente. (Bio-X Diagnostics S.A.)

LEYENDA:

0: No presenta ninguna infestacion de Fasciola hepatica
+/-:  Infestacién dudoso

+: Infestacion leve

++: Infestacidon moderada

+++. Infestacion alta o grave
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3.12. METODO DE DENNIS MODIFICADO

e Pesar 2-3 g. de heces en una balanza.

e Se desmenuzo la muestra utilizando un mortero, Mezclar las heces con
50 ml de agua fria y homogenizar.

e Sobreponer 3 tamices de 150, 75 y 63 micras.

e Pasar las heces por el tamiz de 150 micras con abundante agua
haciendo movimientos giratorios.

e Retirar el tamiz de 150 micras, echar el agua sobre el segundo tamiz de
75 micras, hasta que fluya facilmente.

e Repetir la misma operacién hasta transferir totalmente a un vaso de
precipitacion de 250 ml. con chorro de agua.

e Dejar en reposo aproximadamente 10 minutos.

e Descartar el sobrenadante y dejar reposar de 10 a 15 minutos

e Vaciar a placas petri milimetradas

e Anadir 6-8 gotas de azul de metileno.

e Observar en el microscopio la ausencia o presencia de huevos de

Fasciola hepatica. En la placa Petri con el objetivo x10 (Chavez J. C.)
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3.12.1. Procedimiento para realizar el hallazgo de huevos de Fasciola

hepatica

Figura 14. Muestra de heces de ovino con
solucion detergente y tamizando las muestras

Figura 15. Decantado del sobre nadante de las
muestras

Figura 16. Muestra decantadas con azul de metileno, para
observar en el microscopio
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3.13. PREVALENCIA

Para determinar la prevalencia de Fasciola Hepéatica en el ganado ovino

utilizaremos la siguiente férmula:
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Resultado de densidad éptica de muestreo de suero de ovinos

Al realizar los procedimientos de Elisa Indirecta, las muestras fueron

introducidas en lector de micro placas y se obtuvo la siguiente lectura:
Tabla 5. Lectura de Densidad Optica (DO) proporcionada por el lector de micro

placas Elisa (Chromante Manager) de la comunidad de Pfullpuri Puente Ccoyo
Uscamarca, placa 1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
100 58.74466789 | 64.77757465 | 99.93906155 | 75.56368068 | 104.69226080
3.778184034 | 40.7678245 | 53.44302255 | 76.66057282 | 30.83485679 | 75.74649604
28.51919561 | 17.42839732 | 30.04265692 | 37.35527118 | 36.62400975 | 54.78366849
2474101158 | 22.5472273 | 30.53016453 | 26.26447288 | 40.64594759 | 45.27726996
20.29250457 | 42.35222425 | 33.21145643 | 32.29737965 | 23.03473492 | 45.64290067
32.54113346 | 26.32541133 | 24.74101158 | 29.98171846 | 26.32541133 | 19.43936624
40.09750152 | 7.982937233 | 32.72394881 | 34.36928702 | 32.17550274 | 19.31748934
4.204753199 | 14.99085923 | 33.75990250 | 36.07556368 | 46.98354662 | 42.65691651
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Tabla 6. Lectura de Densidad Optica (DO) proporcionada por el lector de micro
placas Elisa (Chromante Manager) de la comunidad de Pfullpuri Puente Ccoyo
Uscamarca, placa 2.

3 4

5 6

7 8

9 10

11 12

100

26.97547684

68.80108992

44.89100817

54.22343324

35.55858311

4.08719346

47.34332425

58.85558583

43.80108992

56.94822888

82.97002725

33.92370572

72.47956403

10.08174387

30.38147139

9.264305177

87.05722071

14.44141689

80.79019074

76.15803815

36.17166213

94.41416894

46.59400545

29.08719346

83.71934605

58.24250681

69.48228883

71.9346049

77.04359673

34.40054496

37.12534060

24.93188011

80.51771117

11.17166213

69.34604905

82.42506812

91.96185286

57.83378747

34.40054496

90.59945504

90.25885559

51.08991826

119.8910082

60.96730245

101.2942779

101.1580381

91.21253406

Tabla 7. Lectura de Densidad Optica (DO) proporcionada por el lector de micro
placas Elisa (Chromante Manager) de la comunidad de Pfullpuri Puente Ccoyo
Uscamarca, placa 3.

1 2
A 100
B 3.723404255
Cc 43.91252955
D 30.85106383
E 33.33333333
F 20.981087470
G 36.761229310
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LEYENDA:

0 +/- + ++ +++

VAL <10%<= <15%<= <45%<= <75<= >75

Fuente. (Bio-X Diagnostics S.A.)

0: No presenta ninguna infestacion de Fasciola hepatica
+/-:  Infestacion dudoso
+: Infestacion leve

++. Infestacion moderada
+++. Infestacion alta o grave

Tabla 8. Clasificacion de los resultados de sueros de referencia positiva y
referencia negativa, analizados por Elisa Indirecta.

Inspeccion No
Infestados | + Dudosos Total
Elisa Infestados | -
Total 87 3 4 94

Tabla 9. Prevalencia de la Distomatosis hepatica mediante la prueba de Elisa
Indirecta en ovinos.

POSITIVOS NEGATIVOS DUDOSOS TOTAL
N° de N° de N° de N° de
% % % %
animales animales animales animales
87.00 92.55 3.00 3.19 4.00 4.26 94.00 100
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DISCUSION PARA ELISA INDIRECTA

Como se puede observar en la tabla 9, la prevalencia de la Fasciola hepéatica en
ovinos mediante el diagnostico de Elisa Indirecta fue de 92.55% de positivos, 3.19%

de negativo y de 4.26% dudosos de un total de 94 animales.

Torrel Pajares (1997) en Cajamarca con el método de Elisa de Captura en 85
ovinos obtuvo una prevalencia de 90.5%, mis resultados son superiores a obtenidos
por Torrel Pajares, esto posiblemente se deba a que en esos afios no se utilizaron

equipos tan sensibles como en la actualidad.

Casana. WM. (2005) en La Libertad, Pataz con el método de Western Blot en 388
ovinos; encontrandose un numero de 214 ovinos presentan una prevalencia de
61.8% estos resultados son inferiores al presente trabajo; esta inferioridad se debe

a que el método de Wester Blot no es tan especifico en detectar anticuerpos.

Soto Olarte. (2011) en Espinar con el método de Elisa Indirecta en 90 vacunos
encontré una prevalencia de 91.1%, los cuales son similares a pesar de ser en

bovinos, esto quiere decir que este método no especifica especies.

Llanos Yépez. (2013) en Anta con el método de Elisa Indirecta en 95 vacunos
encontré una prevalencia de 97.89 para la Distomatosis Hepatica este resultado se

debe porque la provincia de Anta es una zona endémica para esta enfermedad.

55



Tabla 10. Prevalencia de la Distomatosis hepatica mediante el método
coproparasitolégico en ovinos

POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL
N° de N° de N° de
% % %
Animales animales animales
54.00 57.45 40.00 42.55 94.00 100.0

DISCUSION PARA DENNIS MODIFICADO

Como se puede observar en la tabla 10 la prevalencia de la Distomatosis Hepatica en
ovinos por el método de Dennis modificado se determin6é que 54 muestras de heces
de ovinos presentan huevo de Fasciola hepatica, lo que representa una prevalencia
de 57.45% y de 42.5% son negativos a Fasciolasis de un total de 94 ovinos en la
comunidad de Pfullpuri Puente Ccoyo Uscamarca del Distrito de Santo Tomas de la
provincia de Chumbivilcas.Torrel Pajares (1997) Matadero — Cajamarca obtuvo una
prevalencia de 69.4% que es superior al resultado obtenido en el presente trabajo
57.45% este valor se atribuye que, en su mayoria de territorio, cuenta con acequias y
arroyos; ademas de muchos lugares pantanosos que son lugares preferidos por los
pobladores para el pastoreo debido a la gran cantidad de pastos naturales que alli
crecen.

Casana WM. (2005) en La Libertad de un total de 388 ovinos se encontré una
prevalencia de 42.3% que es inferior a los obtenidos en el presente trabajo 57.45%;
esta superioridad se debe a que uno de los factores que influye en esta prevalencia
podria ser el poco interés de algunos productores en realizar el tratamiento y el manejo
donde frecuentemente los productores pastorean en bofedales y solo en épocas de

lluvia en laderas de la comunidad.Barriga NL. (2013) Jorge Basadre Tacna; quien
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obtuvo una prevalencia de 25.22% que es inferior al resultado que obtuvimos 57.45%,
este resultado obtenido es relativamente alto debido a que en la comunidad de
Pfullpuri Puente Ccoyo Uscamarca. Existen condiciones ecolégicas sumamente
adecuadas para el desarrollo del parasito y del caracol. Sin embargo, la temperatura
no seria el factor determinante, sino la presencia de humedad permanente proveidos
por rios, bofedales, manantiales, que permite la Fasciola hepatica. En Tacna la zona
no es endémica esto podria deberse que él % de distoma es muy bajo.Ticona D.
(2010) Vilcashuaman-Ayacucho, obtuvo una prevalencia de 39.1% el cual es inferior
al resultado obtenido en el presente trabajo de investigacion 57.45% este valor se
atribuye que en la mayoria los productores de esta comunidad tienen un
desconocimiento y despreocupacion, si tiene una alta o baja prevalencia de Fasciola
hepatica lo cual puede deberse a la presencia de enfermedades infecciosas o
gastrointestinales.

Sangay M. (2013) llevado a cabo en Pariamarca y Cashapampa (Cajamarca), de un
total de 384 muestras fecales de ovinos, se encontré una prevalencia de 29% y 27%
respectivamente. Estos contrastes posiblemente se deban a las diferencias
ambientales que determina la supervivencia del parasito y de su hospedero
intermediario. A si como también las diferentes politicas que se aplican con respecto
a la dosificacion antiparasitaria a los animales y la capacitacion a los pequenos
ganaderos como también en la zona esta enfermedad se presenta esporadicamente.
En el presente trabajo se utilizdé una prueba parasitologica; llamada técnica de Dennis
modificado. Por lo que se debe contrastar los resultados con una prueba inmunoldgica.

Ya que las pruebas coproparasitologicas solo son positivos cuando el parasito esta en
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el estadio adulto; a diferencia de las pruebas inmunolégicas a partir de la identificacion

de coproantigenos.

Figura 17. Huevos de fasciola hepatica

Tabla 11. Prevalencia Comparativa entre los dos Métodos de Elisa Indirecta y
Dennis Modificado

ELISA INDIRECTA DENNIS MODIFICADO
N° de N° de
% Total de % Total de
animales animales
prevalencia | animales prevalencia | animales
infectados infectados
87.00 92.55 94.00 54.00 57.45 94.00

En la tabla 11 se aprecia que la prevalencia de Fasciola hepética para ovinos con Elisa
indirecta 92.55% es mayor que la prevalencia al analisis coproscopico 57.45%.

El metodo de Elisa Indirecta es mas sensible que Dennis modificado debido a que
detecta fases pre patentes ya que los ovinos al ingerir las metacercarias infecciosas
estas viajan hasta el higado para localizarse en los conductos biliares desde donde
comenzaran a eliminar los huevos a partir de los 8 a 10 semanas de haber infestado

al animal, es en esta etapa que el animal al ser sometido a un examen
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coproparasitolégico dara un resultado negativo o falso negativo; por otra parte, al
realizar el diagndstico serologico de Elisa indirecta su deteccion se hace en menos
tiempo ya que en el suero se podran detectar los antigenos de secrecion y excrecion
propios de la Fasciola hepdtica, incluso a los pocos dias de su infestacion; siendo este
un gran aporte para tomar decisiones inmediatas en el tratamiento y control de esta

infestacion.
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5.1.

CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

De acuerdo a las condiciones en que se desarrollé el presente trabajo de

investigacion, se concluye que:

e La prevalencia de Distomatosis hepatica mediante la prueba seroldgica
de Elisa Indirecta en la comunidad de Pfullpuri Puente Ccoyo Uscamarca
del distrito de Santo Tomas de la Provincia de Chumbivilcas fue de
92.55%, indicando que existe una alta prevalencia de la enfermedad de
fasciola hepatica.

e La prevalencia de Distomatosis hepatica mediante el analisis coprologico
de Dennis modificado en la Comunidad de Pfullpuri Puente Ccoyo
Uscamarca del distrito de Santo Tomas de la Provincia de Chumbivilcas.
Fue de 57.45%, indicando que existe una menor prevalencia que la
prueba de Elisa Indirecta; no obstante, con este método se detecta la fase
patente de Faciola hepatica que se encuentra en los conductos biliares
en forma adulta.

Concluyo que el analisis ha demostrado que el hallazgo de antigenos es

mas eficaz que el hallazgo de huevos del parasito en heces.
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5.2.

RECOMENDACIONES

Desparasitacion adecuada con dosis recomendado por el producto, 2
veces al afo, antes y después del periodo de las lluvias en la comunidad
de Pfullpuri Puente Ccoyo Uscamarca del distrito de Santo Tomas de la
Provincia de Chumbivilcas.

Realizar estudios de diagnostico para parasitos gastrointestinales en
ovinos, asi como también practicarlo en diferentes areas y especies
animales, con el fin de ampliar los datos que se tienen sobre esta prueba,
y de acuerdo a sus conclusiones utilizarla como una prueba de rutina.
Realizar campanas informativas, prevencion, tratamiento, de ovinos
dirigidas a los diferentes productores de la comunidad de Pfullpuri Puente
Ccoyo Uscamarca del distrito de Santo Tomas de la Provincia de
Chumbivilcas; ya que ayudara tanto a su crecimiento econémico como a

mejorar la salud animal.
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ANEXOS

Anexo N° 1: Calculo para determinar el tamaino de la muestra
Calculos para determinar el tamafio de muestra, de la comunidad de Pfullpuri Puente

Coyo Uscamarca del distrito de Santo tomas provincia Chumbivilcas.

N «Z%p x q
TTONCD BT+ 22(p r @
Dénde:
N: Tamano de la poblacion.
Z: 1.96, nivel de confianza que se da a la muestra.
p: Variabilidad 0.5.
q: Variabilidad 0.5.
E: Precision o error Experimental 0.1% al 90%.
n: Tamarno de muestra.
q = N*Z2 pxq
(N-1)+E?+Z2(p*q)
. 3582 (1.96)2 (0.5) (0.5)

~ (3582 — 1) (0.1)2+(1.96)2(0.5)(0.5)

_ 3582(3.8416) (0.25)
= (3581) (0.01) + (3.8416)(0.25)

3582(0.9604)  3440.1528

N = e og0d = 367705 = 03557665948697 = 94
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Anexo N° 2: Ficha de trabajo en campo — Registro de muestra de sangre y
heces

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AGROPECUARIA
REGISTRO DE MUESTRAS DE SANGRE

COMUNIDAD: ....ccvviiininiiiiiiniiiniienenans DISTRITO: .cciniiiiiiniiiiiiiiineene,

PROVINCIA: ... DEPARTAMENTO: .......ccccveninennen.

F HA:
ECHA: ..t

NOMBRE DEL

N°|CODIGO PROPIETARIO ANIMAL

EDAD | RAZA

OIN[OD|O|BR|[WIN|[—~
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w
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Anexo N° 3: Ficha de trabajo en laboratorio — Registro para la obtencion de

resultados de la prueba de Elisa

REGISTRO PARA LA OBTENCION DE RESULTADOS DE LA PRUEBA DE

NOMBRE DE PRUEBA

DISTRITO....

ELISA

N°DEPLACA............c.euee

1
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Anexo N° 4: Toma de muestra de sangre de ovinos en la comunidad

Pfullpuri Puente Ccoyo Uscamarca
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Anexo N° 5: Registro de ovinos para la prueba de Elisa Indirecta y Dennis

Modificado
N° | CODIGO PROPIETARIO NOMBRE EDAD RAZA
DEL ANIMAL
1 1 Pablo Cabrera Muriel. S/IN BLL C
2 3 Pablo Cabrera Muriel. CHUNO BLL C
8 5 Pablo Cabrera Muriel. S/IN BLL cz
4 7 Juan Cabrera Chuquirimay CILA 6D CN
5 9 Juan Cabrera Chuquirimay S/IN 4D C
6 11 Juan Cabrera Chuquirimay BLANCA 6D C
7 13 Juan Climaco Mendoza ILLA 6D CN
8 15 Juan Climaco Mendoza SUSANA 6D CN
g 17 Juan Climaco Mendoza GLORIA BLL CN
10 |19 Mauro Cabrera Muriel GORDA BLL CN
11 21 Mauro Cabrera Muriel ILDA BLL CN
12 |23 Mauro Cabrera Muriel JUANA BLL CN
13 |25 Porfirio Checya Flores S/IN 6D C
14 |27 Porfirio Checya Flores S/IN 4D C
15 |29 Porfirio Checya Flores S/IN BLL C
16 (31 Maximo Cabrera S/IN BLL Ccz
17 |33 Maximo Cabrera ELISA 6D Ccz
18 |35 Victor Monterola Patifio TOMASA 6D CN
19 |37 Victor Monterola Patifio PEQUENA 4D CN
20 (39 Victor Monterola Patifio AVICHA BLL CN
21 41 Estanislao Gomez S/IN BLL (074
22 |43 Estanislao Gomez S/IN BLL (074
23 (45 Estanislao Gomez S/IN BLL Ccz
24 |47 Ignacio Huamani Valencia SANTA 4D CN
25 (49 Ignacio Huamani Valencia CLEOPATRA |6D CN
26 (51 Ignacio Huamani Valencia NINA BLL CN
27 |53 Teodoro Bautista S/IN BLL C
28 |55 Teodoro Bautista S/IN BLL C
29 (57 Teodoro Bautista S/IN BLL C
30 |59 Mario Mendoza Merma SALVAJE 6D (074
31 61 Mario Mendoza Merma MALVADA 6D (074
32 |63 Mario Mendoza Merma ISABEL 6D (074
33 |65 Juan Esquivel Pefa S/IN BLL C
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34 |67 Juan Esquivel Pefia SIN BLL C

35 |69 Juan Esquivel Pefa S/IN BLL C

36 (71 Luisa Pineda Guevara DACHIS 4D CN
37 |73 Luisa Pineda Guevara SURI 4D CN
38 |75 Luisa Pineda Guevara FARIZA 4D CN
39 |77 Miguel Heredia S/IN BLL Ccz
40 |79 Miguel Heredia S/IN BLL Ccz
41 81 Miguel Heredia S/IN BLL Ccz
42 |83 Zaragoza Cuba Vera PEPE 4D CN
43 |85 Zaragoza Cuba Vera BANDIDO 4D CN
44 |87 Zaragoza Cuba Vera CAZADOR 4D CN
45 |89 Daniel Centeno Diaz S/IN BLL C

46 |91 Daniel Centeno Diaz S/IN BLL C

47 |93 Daniel Centeno Diaz SIN BLL C

48 |95 Cesar Calluche Mendoza PACHAMAMA | 6D Ccz
49 |97 Cesar Calluche Mendoza ANY BLL Ccz
50 (99 Cesar Calluche Mendoza LUZCA 6D Ccz
51 101 Aurora Narvaez Almora S/IN BLL C

52 (103 Aurora Narvaez Almora S/IN BLL C

53 [105 Aurora Narvaez Almora S/IN BLL C

54 (107 Josue Alferez Mendoza FORAJIDA 4D CN
58 109 Josue Alferez Mendoza CANTUTA 6D CN
56 |11 Josue Alferez Mendoza LILI BLL CN
57 |113 Mariano Ancalla Merma S/IN BLL Ccz
58 115 Mariano Ancalla Merma S/IN 6D Ccz
59 117 Mariano Ancalla Merma S/IN 4D Ccz
60 (119 Remigio Salcedo Ibarra URPHY | BLL CN
61 121 Remigio Salcedo Ibarra URPHY I BLL CN
62 |123 Remigio Salcedo Ibarra GLISELDA 6D CN
63 (125 Ignacio Layme Checya S/IN 4D Ccz
64 (127 Ignacio Layme Checya S/IN BLL Ccz
65 [129 Ignacio Layme Checya S/IN 6D Cz
66 |131 Bernave Ancalla Huayto S/IN BLL C

67 |133 Bernave Ancalla Huayto S/IN 4D C

68 (135 Bernave Ancalla Huayto S/IN 6D C

69 137 Sixto Herrera Valencia FLORENCIA |BLL CN
70 139 Sixto Herrera Valencia CUSQUENA |[BLL CN
71 141 Sixto Herrera Valencia PANDORA BLL CN
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72 (143 Nolberto Quispe Layme SIN BLL C
73 | 145 Nolberto Quispe Layme S/IN BLL C
74 | 147 Nolberto Quispe Layme S/IN 6D C
75 149 Felipa Herrera Valencia HILDAURA BLL CN
76 151 Felipa Herrera Valencia LISBETH BLL CN
77 153 Felipa Herrera Valencia VALENTINA |BLL CN
78 |155 Casemiro Checya Patifio S/IN BLL Ccz
79 | 157 Casemiro Checya Patifio S/IN 6D Ccz
80 |159 Casemiro Checya Patifio S/IN 6D Ccz
81 161 Aquilino Ccalluche Tribeno SIN BLL CzZ
82 |163 Aquilino Ccalluche Tribefio S/IN 4D Ccz
83 |165 Aquilino Ccalluche Tribefio S/IN BLL Ccz
84 |167 Espiritu Soncco Salhua S/IN BLL C
85 |169 Espiritu Soncco Salhua S/IN 6D C
86 |171 Espiritu Soncco Salhua S/IN 6D C
87 |173 Rosalon Corrales NEGRO | 4D Ccz
88 |175 Rosalon Corrales NEGRO II BLL Ccz
89 |177 Lucho Quispe SOLEDAD | BLL C
90 (179 Lucho Quispe SOLEDAD Il |6D C
91 181 Lucho Quispe JONAS BLL C
92 |183 Francisco Montafiez Muriel CHAVAL BLL CN
93 185 Francisco Montafiez Muriel CHAPARRO |BLL CN
94 (187 Francisco Montafiez Muriel MILUSCA BLL CN
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Anexo N° 6: Calculo para determinar la prevalencia de la Distomatosis
Hepatica

Calculos para determinar la prevalencia de la Distomatosis Hepatica de ELISA
INDIRECTA y DENNIS MODIFICADO. en ovinos de la comunidad de Pfullpuri Puente

Coyo Uscamarca del distrito de Santo tomas provincia Chumbivilcas.

Total de animales (ganado ovino) PARASITADOS

PREVALENCIA =
Total de animales (ganado ovino) MUESTREADOS *

100

Anexo N° 7: Crioviales con suero y descongelamiento antes de ser procesados

en la prueba de Elisa indirecta
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Anexo N° 8: Resultados finales en la lectura de densidad éptica, por el método

de lector de microplacas
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