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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la eficacia del
Triclabendazol (TCBZ) en dosis de 12 mg/kg de p.v. por via oral en alpacas
provenientes de la Granja Porcdn de Cajamarca, las mismas que fueron artificialmente
infectadas con Fasciola hepatica. Se trabajo con 10 alpacas positivas a F. hepatica, a
las que se realiz6 un analisis coproparasitolégicos previo, mediante el método de
sedimentacion, para determinar el nimero de huevos por gramos de heces (hpg).
Luego los animales fueron ordenados en dos grupos homogéneos de 5 animales cada
uno. En el grupo de los animales tratados con TCBZ, en el pre tratamiento, tuvo un
promedio 3,8 hpg; y a los 7 y 14 dias post tratamiento, tuvo un promedio de 6,4 hpg y
7,2 hpg, respectivamente; sobre la base de estos resultados se realiz6 la prueba de
reduccion del nimero de huevos en heces (FECRT), obteniéndose valores negativos a
los 7 y 14 dias respectivamente, lo que equivale a una nula eficacia, no existiendo
diferencia significativa (P>0,05) en la reduccién de numero huevos pre y post-
tratamiento. Ademas, el dia 14 post-tratamiento se realizé el sacrificio de las alpacas
del grupo control sin tratamiento y del grupo tratado con TCBZ, se contd el nimero
de fasciolas adultas en sus higados mediante la prueba de eficacia absoluta; el nimero
de fasciolas en el grupo control sin tratamiento fue en promedio geométrico 1,74 y en
el grupo tratado de 4,69 respectivamente, obteniéndose un valor negativo, lo que
equivale a una nula eficacia absoluta, no existiendo diferencia significativa (P>0,05).
Se concluye que el TCBZ en dosis de 12 mg/kg de p.v. no es eficaz para el control y
tratamiento de las alpacas artificialmente infectadas con F. hepatica en Cajamarca; lo

cual podria ser una evidencia de resistencia a este farmaco.

Palabras clave: Triclabendazol, eficacia, Fasciola hepatica, alpaca.
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the efficacy of Triclabendazole (TCBZ) in
the single dose of 12 mg/kg life weigth orally in alpacas from the Porcén farm of
Cajamarca, the same ones that were artificially infected with Fasciola hepatica. We
worked with 10 alpacas positive to F. hepatica, those who underwent a previous stool
testing by the sedimentation method to determine the number of eggs per gram of
faeces (epg). Then these animals were sorted into two homogeneous groups of 5
animals each. In the group of animals treated with TCBZ, in the pre-treatment, it had
an average of 3,8 hpg; at 7 and 14 days post treatment, had an average of 6,4 epg and
7,2 epg, respectively; with these results, a reduction test was performed to obtain the
number of eggs in faeces (FECRT), obtaining negative values at 7 and 14 days
respectively, which is equivalent to null efficacy, with no significant difference (P>
0,05) on reducing number of pre-and post- treatment eggs. Also, on day 14 post —
treatment, the alpaca was sacrificed in the control group without treatment and in the
group treated with TCBZ, the number of adult fasciolas in their livers was counted
using a test for absolute efficacy.; the number of fasciolas in the control group without
treatment was in geometric average 1,74 and in the treated group of 4,69 respectively,
obtaining a negative value, which is equivalent to a null absolute efficacy, with no
significant difference (P> 0,05). It is concluded that TCBZ at doses of 12 mg/kg life
weigth is not effective for the control and treatment of alpacas artificially infected

with F. hepatica in Cajamarca; which could be evidence of resistance to this drug.

Keywords: Triclabendazole, efficiency, Fasciola hepatica, alpaca.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La Fasciolosis es una afeccidn parasitaria ampliamente difundida en el todo el
mundo. En esta realidad reside la dedicacion tan importante y numerosa que han
desarrollado diversos y prestigiosos equipos de investigacion, ello quizés también
resalta que los puntos de vista desde los que se ha investigado sobre Fasciola o
Fasciolosis, hayan sido muy distintos y hayan hecho avanzar profundamente todo lo
referente a su conocimiento; desde los estudios iniciales, puramente biologicos o
ecoldgicos, hasta los mas modernos y actuales que tienen su méaximo apoyo en la
aplicacion de avanzadas técnicas de biologia molecular, bioquimica, inmunologia, etc.

(Diez, 2011).

La Fasciolosis causada por Fasciola hepatica, es una enfermedad parasitaria
prevalente en los rumiantes criados en las regiones templadas del mundo. Es
econémicamente importante, con pérdidas que suman entre US délares 2000 — 3000
millones anuales (Boray, 1994). Infecta también a mas de 300 millones de bovinos y
250 millones de ovinos en todo el mundo y causa pérdidas econdémicas muy
importantes estimadas en mas de US tres billones de délares anuales (Mas-Coma et
al., 2005). El impacto negativo de la Fasciolosis animal en la economia de Peru se
estima en no menos de 50 millones de ddlares americanos por afio, estimada por la
prevalencia de la infeccion, decomisos de higados en mataderos, pérdidas en los
productos del ganado, costos asociados al tratamiento, baja ganancia de peso,

reducida fertilidad y productividad, entre otros (Espinoza et al., 2010).



Fasciola hepatica es capaz de infectar a una amplia gama de mamiferos; sin
embargo, las diferentes especies presentan distintos grados de resistencia a la infec-
cion. De acuerdo a esto, a los hospederos susceptibles se ha clasificado en 3 grupos:
el primer grupo conformado por ovinos, equinos y cuyes, presenta una menor
resistencia; el segundo grupo constituido por bovinos y el hombre est& en el grupo de
resistencia moderada, y el tercer grupo conformado por los porcinos, es el grupo de

mayor resistencia (Boray, 1986; Quiroz, 1999).

Las medidas actuales de control de la Fasciolosis se basan en el uso de drogas
como el TCBZ (Claxton et al., 1998). En Cajamarca, entre los afios 2006 y 2011 se
demostr6 la resistencia antihelmintica de F. hepatica al TCBZ en bovinos de los
predios Quebrada Honda, S.A.L.S. José Carlos Mariategui-Huacraruco, San Vicente,

San Luis y Tartar (Rojas, 2012).

La crianza de alpacas en Cajamarca tiene importancia significativa en su
sistema productivo, tanto en fibra como en carne; sin embargo, se conoce poco sobre
trabajos de investigacion relacionados con la sanidad. Por tal motivo, este estudio
persiguio el objetivo general de determinar la eficacia del TCBZ a la dosis de 12
mg/kg. de p.v. por via oral en alpacas artificialmente infectadas con F. hepatica,en

Cajamarca; cuyos objetivos especificos fueron:

- Determinar la eficacia del TCBZ en dosis de 12 mg/kg. de p.v. por via oral en
alpacas artificialmente infectadas con F. hepatica, mediante la prueba de reduccién
del nimero de huevos en heces.

- Determinar la eficacia del TCBZ en dosis de 12 mg/kg. de p.v. por via oral en
alpacas artificialmente infectadas con F. hepatica, mediante el test de eficacia

absoluta.






CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

A nivel internacional:

Fasciola hepatica se encuentra distribuida en todo el mundo, la infeccién
puede conducir a disminuir la productividad y muerte de los animales, y
originar millones de dolares cada afio en pérdidas en la produccién (carne, lana,
leche, condena de higados, infecciones secundarias, los requisitos de reemplazo
de valores), por elevados costos en tratamiento y prevencion. En Australia
afecta principalmente al ganado vacuno y ovino, pero también puede afectar a
las alpacas, cabras, caballos, cerdos, canguros, marsupias, conejos Yy
ciervos. Los seres humanos también pueden ser infectados. Los paréasitos
adultos son de color marrén palidos o marron grisaceo, y son planos, miden
entre 1,5-4 ¢cm de largo y viven en los conductos biliares del higado. El
medicamento mas eficaz de eleccion contra Fasciola hepatica
es Triclabendazol (Ej Fasinex®, Flukare®, Tremacide®). Si bien es muy
especifica para Fasciola, no es eficaz contra nematodos, céstodos y otros
trematodos. Se estima que la tasa de dosis para alpacas debe de ser 15 mg/kg de
peso corporal por via oral (en comparacion con ovejas y cabras 10 mg/kg pv y

vacunosl12 mg/kg pv). La via de administracion oral (Vaughan, 2013).



En un estudio realizado en la India, en bufalos infectados
experimentalmente con Fasciola gigantica, para entender la farmacocinética
mediante la administracion intrarruminal del Triclabendazol (TCBZ) con dosis
de 12, 24 y 36 mg por kg/pv, en la semana 2 y 10 después de la infeccion; no se
observo presencia de huevos de trematodos en las heces en los animales que se
trataron con dosis de 24 y 36 mg/kg pv, mientras que la dosis terapéutica
recomendada de 12 mg/kg pv fue de 19 a 23% de efectividad. La
biodisponibilidad de Triclabendazol era més en bufalos con trematodos maduros

que con duelas inmaduras (Sanyal y Gupta, 1996).

En Holanda, se estudi6 la eficacia de Triclabendazol en ovinos
experimentalmente infectados con F. hepatica. Dos grupos de doce corderos
fueron infectados con cepas susceptibles (S) y resistentes (R) de F. hepatica.
Ocho semanas despues de la infeccion, seis corderos de cada grupo (ST y RT)
fueron tratados con Triclabendazol (10 mg/kg). Los otros corderos se utilizaron
como controles no tratados (SC y RC). Se observaron infecciones patentes en
todos los animales de los grupos SC, RT y RC. En el grupo ST, de vez en
cuando un par de huevos se encontraron en cinco corderos. El porcentaje de
trematodos era 31,3 en SC y 37,6 en RC. En los grupos tratados ST y RT, el
porcentaje de trematodos era 0,06 y 33,6, respectivamente. Estos resultados
corresponden a eficacias de 99,8% en los susceptibles y 10,8% en la cepa
resistente. Puesto que la cepa resistente se aislo de una mezcla de ganado y
granja de ovejas, se confirma la presencia de resistencia Triclabendazol en los

Paises Bajos (Gaasenbeek et al., 2001).



En un estudio realizado en Meéxico, cuyo objetivo fue determinar la dosis
efectiva de un fasciolicida alfa compuesto o 5 -cloro- 2 - metiltio - 6 - (1 -
naftiloxi) - 1H Bencimidazol, en ganado infectados experimental Yy
naturalmente. En el primer experimento, se trabajo con 24 novillas libres de
fasciolas, fueron infectadas con 800 metacercarias de F. hepatica y re-
infectados a los 45 dias con otros 600 metacercarias por animal. En el dia 75,
fueron divididos en cuatro grupos (G) de seis animales cada uno de acuerdo con
el recuento de huevos. Grupos 1-3 recibieron el compuesto alfa en dosis de 10,
12 y 14 mg/kg/PO, respectivamente. G4 permanecidé como un testigo sin tratar.
Veinte dias después del tratamiento, los animales fueron sacrificados para la
recuperacion de trematodos. La eficacia se evalu6 como porcentaje de
reduccion huevos en relacion con el control sin tratar. En el segundo
experimento (bovinos infectados en forma natural), 24 novillos positivos a
huevos de F. hepatica se form6 cuatro grupos de cinco animales cada uno.
Grupos 1-3 recibieron el compuesto alfa a 10, 12 y 14 mg/ kg/PO,
respectivamente. Grupo 4 sirvio como control no tratado. Todos los
procedimientos para determinar la eficacia se llevaron a cabo como se ha
mencionado en el primer experimento. Los resultados en el primer estudio
mostraron un porcentaje de reduccion de huevos de 97.3, 100 y 100 y la
reduccion de huevos fue de 94.3, 100 y 100 para los grupos 1-3,
respectivamente. En el segundo estudio, el porcentaje de reduccion de huevos
fue de 87.5, 99.1 y 100 y la eficacia general fue de 84.2, 99.6, y 100 para los
Grupos 1-3, respectivamente. Se concluye que la dosis efectiva seleccionada
para el compuesto alfa fue de 12 mg/kg/PO en el ganado bovino (Ibarra et al.,

2004).



En un trabajo realizado en Argentina, que tuvo como objetivo determinar
la ocurrencia de la infestacion por F. hepatica en llamas (Lama glama) criadas
en un area de Fascioliosis endémica de la puna de Argentina, donde se evalud
por coprologia la infeccidon natural. Durante 24 meses se obtuvieron muestras
de heces en una cohorte compuesta por 15 llamas de dos afios de edad
promedio. Todas las llamas se infectaron con F. hepatica. En nueve
determinaciones la prevalencia de la infeccion fue de 80%. La necropsia de una
Ilama con 16 examenes consecutivos positivos reveld la presencia en el higado
de 62 ejemplares adultos de este trematodo. No se observaron signos clinicos
atribuibles a la parasitosis en ninguna de las llamas (Cafrune et al. 1996). Por
otro lado en un hato de vicuiias (Vicugna vicugna) en semi-cautiverio de la
localidad de Molinos, Salta en Argentina. En mayo 2002 la prevalencia
coprolodgica de F. hepatica fue de 23,6%, en junio del mismo afio murieron dos
vicufias con diagnostico presuntivo de Fasciolosis. Tras dos tratamientos
consecutivos con Closantel y Triclabendazol (junio y agosto de 2002); la
prevalencia y la intensidad media de Fasciolosis disminuyeron. Sin embargo en
agosto del 2003 volvié a incrementarse. Se discuten aspectos vinculados al

probable origen de la infestacion por F. hepatica (Cafrune et al., 2004).

En un estudio realizado en Brasil, cuyo objetivo fue determinar la eficacia
del tratamiento contra la F. hepatica en ovejas y cabras en una granja durante un
brote de la Fasciolosis. La granja albergaba 33 ovejas y 60 cabras de razas
mezcladas con diferentes pesos y edades. Se hizo tratamientos mensuales con
Moxidectina. Se hicieron 7 evaluaciones por método Famacha, de examen fecal
(EPG), coprocultivos y la técnica de sedimentacion de huevos se hicieron en

siete ocasiones. Al momento de la primera visita un 81% de las cabras y el



100% de las ovejas fueron positivas para F. hepatica. Los tratamientos con
Triclabendazol no lograron aliviar la fuerte infeccion debido a la resistencia,
con una eficacia de solo el 66,3% el ganado ovino y el 57,3% en el ganado
caprino. No habia constancia de se haya administrado el Triclabendazol

anteriormente en la granja (Oliveira et al., 2008).

Tambien en Irlanda se trabajo con setenta ovejas, los animales fueron
divididos en 10 grupos experimental, para probar la eficacia de dos
fasciolicidas, compuesto alfa (15 mg/kg) contra el Triclabendazol (TCBZ) -
resistentes y TCBZ - susceptibles. Un ensayo paralelo se llevé a cabo usando
TCBZ (10 mg/kg). Las ovejas fueron sacrificadas a las 16 semanas p.i. Todos
los trematodos restantes se recogieron y se midieron, antes de ser procesadas
para la tincion de todo el montaje para evaluar la condicion de sus estructuras
reproductivas (testiculo, vitelina, ovario y Utero). Un segundo estudio se realizd
para probar la actividad del compuesto alfa (15 mg/kg) en contra de F. hepatica
maduras susceptibles a TCBZ. Dieciocho ovejas fueron divididos en dos
grupos, Ay B. EIl grupo A fue tratado y el grupo B sirvieron como un grupo de
control sin tratar. La eficacia se determind por la reduccién en los recuentos de
huevos fecales. Los resultados mostraron que, mientras que el compuesto alfa
era muy activo contra trematodos produciendo una reduccion del 100% en los
recuentos de huevos fecales, el TCBZ so6lo provocé una reduccion del 62,5% en

la carga contra trematodos juveniles (McConville et al., 2009).

En Irlanda se trabajo con veinticuatro corderos los que fueron infectados
via oral con 250 metacercarias de F. hepatica. Doce semanas después de la

infeccion los corderos fueron tratados con TCBZ (10 mg/kg), y con el



fasciolicida experimental un compuesto alfa (Comp. a), un derivado de
Bencimidazol de TCBZ (15 mg/kg). Los corderos fueron sacrificados 48, 72 y
96 h después del tratamiento TCBZ, o 24, 48 y 72 h después del tratamiento o
Comp.; se recogieron los trematodos del higado y vesicula biliar de cada
animal, se logré anotar la intensidad de tres lesiones bien definidas que se
desarrollaron en los testiculos y el Gtero de una muestra representativa de
trematodos de cada cordero, evidencia histologica que indica un fallo de
ovogeénesis desde las 24 h post - tratamiento en adelante. El desarrollo de estas
lesiones puede estar relacionado con la actividad anti-tubulina conocido de la
clase Bencimidazol de antihelminticos. Los resultados indicaron que Comp. a
es un poco menos eficaz que los tratados con TCBZ, en causar dafio histoldgico

de las estructuras reproductivas de trematodos (Hanna et al., 2010).

En Argentina en corderos infectados con F. hepatica, los que fueron
tratados con el Triclabendazol Cullompton (TCBZ) a una dosis de 10 mg/kg y
luego de 16 semanas después de la infeccién, se recuperaron trematodos del
higado y a las 3 h, 24 h, 48 h y 60 h post-tratamiento (PT). Las fasciolas fueron
procesadas para su analisis histolégico del dtero, glandula de Mehlis, Vitellaria,
ovario y testiculo. A las 3 h pt, los treméatodos son esencialmente similares a los
controles y producian huevos normales. La produccion de huevos habia cesado
a las 24 h pt. en este periodo de tiempo, las células de la glandula de la Mehlis
mostraron cierta evidencia de vacuolizacion, pero por lo demas eran
relativamente normales. Un cambio en la poblacion de células vitelino hacia las
células maduras se observd a las 24 h pt, y esta tendencia continué en
posteriores periodos de tiempo. Esto fue acompariado de un desglose de las

células y la presencia de cuerpos apoptdticos. Cambios marcados en el ovario



se observo por primera vez en 48 h pt, como se evidencia por la vacuolizacion y
la presencia de cuerpos apoptdticos. Alguna interrupcion en el testiculo se
observé a las 24 h pt., con una reduccion en la poblacion de células de
espermatogénesis, la aparicion de cuerpos apoptéticos y algunos vacuolizacion
periférica de los tdbulos. Estas anormalidades aumentaron en severidad con
periodos de tiempo més largos pt. Los resultados de adelantar la linea de tiempo
de cese de la produccion de huevos por 24 h, lo que demuestra que este proceso

se ve afectada muy rapidamente pt (Hanna et al., 2012).

A nivel nacional:

Un estudio realizado en Per( para ver la caracterizacion de la respuesta
inmune humoral de alpacas infectadas experimentalmente con F. hepatica, se
Ilevo a cabo en el transcurso de los 6 meses de la infeccion experimental. Seis
alpacas adultas de entre 1-2 afios de edad recibieron una dosis Unica de 200
metacercarias de F. hepatica, dos alpacas no infectados se mantuvieron como
grupo de control. Todos los animales infectados arrojaron huevos a las 8
semanas después de la infeccion (PI1) y el nimero de trematodos recuperados en
la necropsia promedio fue de 41 + 4. Los higados de animales infectados
mostraron regiones con inflamacion crdnica, granuloma con huevos de
parasitos, necrosis y cirrosis. Luego se observo una eosinofilia periférica en los
animales infectados. Un solo pico de transaminasa glutdmico pirGvica sérica
(SGPT) se observo 4 semanas Pl y transaminasa sérica glutdmico oxalacético
(TGO) elevado a las 3 semanas Pl y posteriores. Las IgG circulantes Abs contra
FAS1 y FAS2 se midieron mediante un ensayo inmunoenzimatico (ELISA).

FAS2 -ELISA detecto la infeccion a los 10 dias Pl llegando al titulo mas alto en
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7-8 semanas Pl y se mantiene elevada, hasta el final de la infeccion. FAS1 -
ELISA detecta la infeccién 2 semanas Pl y siguio el mismo patron que FAS2 -
ELISA. Anti FAS2 IgG Abs estaban en titulos mayores y mostraron avidez
fuerte que contra FAS1 IgG Abs. Ademas, los anticuerpos IgG de conejo
producidos contra la proteinasa de la cisteina FAS2 mostraron infiltracion de
este antigeno del parésito asociado a la degradacion de los conductos biliares y
el parénquima del higado de alpacas infectadas. Las alpacas infectadas
provocaron una fuerte respuesta inmune humoral contra cisteina proteinasas
FAS1 y FAS2, que podria considerarse como candidatos para el
inmunodiagndstico y desarrollo de vacunas contra la Fasciolosis en alpacas

(Timoteo et al., 2005).

En el departamento de Ayacucho a 2750 msnm, se estudiaron varias
muestras de animales que llegaron al Camal de Tunsulla de la provincia de
Cangallo, las mismas que fueron analizadas en el Laboratorio de Patologia
Clinica de la Escuela de Formacion Profesional de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Los datos para
determinar grado de lesién fueron obtenidos a través de suero sanguineo (AST y
ALT) también tejido hepatico (histopatologia), y para determinar grado de
infeccion se analizd heces (huevos por gramo de heces) y se contd fasciolas
adultas y juveniles (Necropsia). Los datos fueron analizados haciendo uso de
regresiones lineales, para correlacionar los niveles de transaminasas y numero
de fasciolas encontradas, para medir el grado de lesion (histopatologia) frente al
grado de infeccion (hpg) se usé de la prueba de independencia de Chi cuadrado,
Ilegando al siguiente resultado: Las lesiones hepética estan influenciadas por el

grado de infeccion de la Distomatosis hepatica, siendo las fasciolas juveniles las
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que causarian lesiones en mayor grado que las fasciolas adultas R2=0.8044
(Y=3.3257X+98.52) y R2=0.7569 (Y=2X+41). Cuando existe mayor nimero
de fasciolas adultas los niveles de AST y ALT se mantienen o disminuyen
ligeramente R2=-0.0119 (Y=-0.3676X+126.76) y R2=0.4617 (Y=-
1.41183X+74.005). El grado de lesion con respecto al grado de infeccion
causada por la Distomatosis hepética en alpacas es evidente ya que a mayor
grado de infeccion existe mayor grado de lesion hepética que se puede

determinar a traves de los niveles séricos de AST y ALT (Cipriani, 2007).

Se realiz6 un estudio en la Estacion Experimental de la Raya, Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco, para determinar la presencia de
formas larvarias de F. hepatica y las especies de caracoles hospederos
intermediarios de F. hepatica en altitudes superiores a 4000 msnm. Se trabajé
en tres altitudes (4000 a 4200, 4200 a 4300, y 4300 a 4500 msnm) colectandose
150 caracoles por cada altitud en la época de lluvias (enero-marzo) del 2004. Se
utilizaron 50 caracoles para la medicion de la concha, 50 para observar el
aparato reproductor y la radula a fin de identificar las especies, y 50 para
verificar la presencia de formas larvarias de F. hepatica. Se encontr6 caracoles
de la especie Lymnaea viatrix entre 4000 a 4200 msnm y de la especie
Pseudosuccinea columella entre 4200 a 4500 msnm. El porcentaje de
infestacion de los caracoles con las formas larvarias de F. hepatica fue de 48, 46
y 36% a 4000-4200, 4200-4300, y 4300-4500 msnhm, respectivamente,
demostrando que el parasito puede sobrevivir sobre los 4000 msnm. La relacién
entre el nivel de infestacion y altitud fue inversamente proporcional (Londorie et

al., 2009).
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En el distrito de Huertas, provincia de Jauja - Junin, se hizo un estudio
para determinar la prevalencia de F. hepatica mediante examenes coproldgicos
en el ganado bovino para evaluar la eficacia de dos fasciolicidas ampliamente
utilizados en la zona: Triclabendazol (TBCZ) y Albendazol (ABZ). Se trabajé
con 387 vacas de 30 establos durante la época de lluvias. Se colectaron
muestras de heces directamente del recto y se analizaron mediante los métodos
de sedimentacion espontanea y de Mc Master modificado. La prevalencia de F.
hepatica fue de 38,2% con cargas promedio de 16 hpg (1-197 hpg). Asimismo,
26 establos (86,7%) resultaron positivos a F. hepatica. En la evaluacién de
resistencia a las drogas se empled la prueba de reduccion de recuento de huevos
(FECRT). Se seleccionaron 75 animales que superaron recuentos de 13 hpg y
se distribuyeron aleatoriamente en dos grupos: a) TCBZ, 12 mg/kg peso vivo
(n=39) y b) ABZ, 10 mg/kg peso vivo (n=33). Las drogas fueron administradas
via oral. La eficacia del TBCZ a los 7, 14, 21 y 28 dias post tratamiento fue de
53,4; 53,3; 36,4 y 34,9% respectivamente, mientras que para el ABZ fue nula
en todos los casos. Se concluye que la ganaderia lechera de Jauja, Junin,
muestra una alta prevalencia de F. hepatica, ademas, de presentar resistencia del

parésito al Albendazol y Triclabendazol (Chavez et al., 2012).

A nivel local:

En un trabajo realizado en cinco predios de la campifia de Cajamarca, para
determinar el grado de eficacia y resistencia antihelmintica de F. hepatica al
Triclabendazol 12% en bovinos: "Tartar”, "El Cortijo", "San Vicente", "Santa
Catalina™ y "Granja Porcon™; entre los afios 2006 y 2008, se utilizd 10 bovinos

en cada predio con infeccion natural a F. hepatica, entre 6 a 60 meses de edad la
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dosis terapéutica fue de 12 mg/kg. pv, via oral. Se extrajo aproximadamente
200 g de heces directamente del recto de cada animal en el dia 3 antes y el dia
28 post dosificacion. Se usé el método Dennis, Stone y Swanson modificada
para cuantificar el namero de huevos por gramo de heces (hpg), la eficacia se
calculé mediante la férmula %E = C/A x 100 y C= A-B. En los resultados se
determind 2,8%; 3,1%; 68%; 96% y 100% de eficacia en los predios "Tartar",
"El Cortijo", "San Vicente", "Santa Catalina" y "Granja Porcén";
respectivamente. Demostrandose en los tres primeros predios un grado de
eficacia "insuficientemente activo” y por tanto F. hepatica es resistente al
Triclabendazol, en tanto que en los predios "Santa Catalina" y "Granja Porcén",
los grados de eficacia van de "eficaz" a "muy eficaz"; respectivamente, lo cual
indica que F. hepatica aun es sensible al farmaco. Se concluye que el grado de
eficacia del Triclabendazol en el control de F. hepatica en los bovinos pueden
ser distintos en los predios de la campifia de Cajamarca y la resistencia de F.
hepatica esté relacionado al uso excesivo del Triclabendazol por muchos afios
(Rojas, 2009).

En un trabajo de investigacion experimental, realizado en el valle de
Cajamarca en ganado lechero Holstein, se les administré via oral el TCBZ en
dosis de 12 mg/kg en diferentes formulaciones, para determinar la
biodisponibilidad a nivel sistémico y poder realizar las comparaciones
respectivas, ya que hay una falta de informacion sobre el control de calidad de
éste farmaco y sobre todo, cdmo esto podria afectar la absorcion del mismo. Se
trabajo con 30 vacas lecheras, fueron distribuidas aleatoriamente en cinco
grupos (n = 6) como sigue: Grupo RF, tratado con la formulacion de referencia

(Fasinex®) y otros grupos tratados con T1, T2, T3 o T4, cada uno
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representando una formulacion diferente de TCBZ comercialmente disponibles.
Se obtuvieron muestras de sangre antes y hasta 168 horas después del
tratamiento. Las concentraciones plasmaéticas de los metabolitos de TCBZ se
cuantificaron por HPLC. TCBZ-sulfoxido (TCBZSO) y TCBZ-sulfona
(TCBZSO2) fueron los unicos analitos recuperados en plasma. Sin embargo la
concentracion del TCBZSO comparado con el tiempo, observamos que el T2
resulto significativamente bajo comparado con el obtenido por el grupo RF. En
los valores del &rea observados en relacion a la curva, fue alta para el T3y el T4
en relacion al grupo RF, considerandose que la unica formulacion de prueba
bajo evaluacion que podria considerarse equivalente al grupo RF fue el T1;
quedando demostrado asi, que hay diferentes concentraciones expuestas al
metabolito sistémico del TCBZSO, indicandonos esto que hay una gran
necesidad de realizar mayores controles de calidad para la aprobacion de los

farmacos dentro del campo farmacéutico veterinario (Ortiz et al., 2011).

En un trabajo que se realizd6 en Cajamarca, que tuvo como objetivo
determinar la eficacia del TCBZ en 11 vacas lecheras positivas a F. hepatica las
que fueron tratadas con TCBZ (10% Fasinex®) a 12 mg/kg de peso vivo; a los
14 dias y 30 dias después del tratamiento; se analizaron las heces mediante la
prueba de reduccion de huevos, demostrandose una eficacia de 31,05% vy del
13,63% respectivamente. Por otro lado, en la prueba en vivo se trabajé con 11
ovejas, divididos en dos grupos, un grupo de control sin tratamiento (n =5) y un
grupo tratado (n = 6), los que fueron infectados con 200 metacercarias. A los
106 dias después de la infeccion todos los animales presentaron huevos de F.
hepatica en las heces, confirmando la presencia de parasitos adultos en sus

higados. Estos ovinos se trataron con TCBZ (10% Fasinex®) a 10 mg/kg de
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2.2.

peso Vivo; los que a los 15 dias pos-tratamiento se realizo el sacrificio de estos
animales y se cont6 el nimero de fasciolas en sus higados; mostrando una
eficacia del fasciolicida de 25,2%. Confirméandose la resistencia a TCBZ en

Cajamarca, Peru (Ortiz et al., 2013).

En Cajamarca, en un estudio que tuvo como objetivo determinar la
situacion actual de la parasitosis gastrointestinal y hepética de las alpacas y
vicufias, se encontré una prevalencia de 38% de F. hepatica para el caso de

vicufas, y para alpacas 30,66% (Cabrera et al., 2013).

Bases tedricas

Definicion y epidemiologia de la Fasciolosis

La Fasciolosis es una enfermedad parasitaria muy comun y de gran
importancia en el mundo de los animales domésticos, causada por un trematodo
Ilamado Fasciola hepatica; siendo mas importante en los rumiantes domeésticos
como las alpacas, bovinos y ovinos (Cordero et al., 1999). La enfermedad se
debe a la presencia y accion del trematodo en el parénquima hepatico y
conductos biliares, en general es un proceso crénico que produce trastornos

digestivos y de nutricion (Quiroz, 1999).

La Fasciolosis, causada por especies de trematodos hepaticos del género
Fasciola, siempre ha sido bien reconocido por su alto impacto en veterinaria
pero ha sido una de las enfermedades mas olvidadas durante décadas con
respecto a la infeccion humana; el cual se encuentra comdnmente en el higado y

el sistema biliar de los rumiantes (Mas-Coma et al., 2009).
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Se ha observado que seis especies de trematodos, son transmitidas por las
plantas y que afectan a los seres humanos: Fasciola hepatica, Fasciola
gigantica y Fasciolopsis buski (Fasciolidae), Gastrodiscoides hominis
(Gastrodiscidae), = Watsonius  watsoni y  Fischoederius  elongatus
(Paramphistomidae). Mientras que la F. hepatica y F. gigantica son hepéticas,
las otras cuatro especies son pardsitos intestinales. Los fascidlidos y los
gastrodisidicos causan zoonosis importantes y estan distribuidas en muchos
paises, mientras que W. watsoni y F. elongatus se han detectado sélo
accidentalmente en los seres humanos. El clima actual y los cambios globales
parecen afectar cada vez mas las helmintiasis transmitidas por el caracol, que
dependen en gran medida de factores ambientales. La Fasciolosis es una
enfermedad parasitaria emergente/re-emergente en muchos paises, como
consecuencia de muchos fendmenos relacionados con los cambios ambientales.
La capacidad de propagacién de la F. hepatica esta relacionada con su
capacidad de colonizar y adaptarse a nuevos huéspedes y ambientes, incluso en
grandes alturas. Las Fasciolopsiasis y Gastrodiscoidiasis pueden controlarse
junto con otras parasitosis transmitidas por los alimentos, Fasciolopsiasis sigue
siendo un problema de salud pablica en muchas zonas endémicas a pesar que
hay programas de control. Fasciolopsiasis se ha convertido en una infeccion re-
emergente en los dltimos afios y Gastrodiscoidiasis, se restringe a los paises

asiaticos, ahora esta reportadose en paises africanos (Mas-Coma et al., 2005).

Los parasitos trematodos viven en el higado, el estbmago, en los vasos
sanguineos de una amplia gama de animales y humanos. La mayoria de ellos
tienen una importancia econdémica y veterinaria especial. En las ovejas y otras

especies de animales la mas comun es la F. hepatica. Fasciolosis hepatica se
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produce en todo el mundo, donde las condiciones climéticas son adecuadas para
la supervivencia de los caracoles acuaticos huéspedes intermedios. También es
de importancia para los rumiantes, en algunas partes del mundo la Fasciola
gigantica y el Fascioloides magna. Otros trematodos que infectan a los
rumiantes incluyen el Dicrocoelium dendriticum; Eurytrema pancreaticum y
Eurytrema coelomaticum. Los Paramphistomidae, algunas especies pueden
infectar a las ovejas y otros rumiantes. Finalmente, Schistosoma spp. se
encuentran en los vasos sanguineos de los rumiantes y son de menor

importancia en las regiones templadas (Rojo-Véazquez et al., 2012).

El parasito de F. hepatica es la responsable de la enfermedad en zonas
templadas y, concretamente en Espafia, F. hepatica parasita a numerosas
especies de mamiferos, si bien se consideran hospedadores méas adecuados los
rumiantes, tanto domeésticos como silvestres. Asi pues, en Espafia se ha
encontrado parasitando ovejas, cabras, vacas, alpacas, asnos, caballos, cerdos,

jabalies, conejos, liebres y también el hombre (Rojo y Ferre, 1999).

Etiologia
La Fasciolosis es causada por un helminto hermafrodita llamado Fasciola.

hepatica, cuya clasificacion taxondmica es la siguiente:

- Phylum : Platyhelminthes.
- Subphylum : Cercomeria.

- Superclase : Cercomeridea.

- Clase : Trematoda.

- Subclase : Digenea.

- Orden : Fascioliformes.
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- Superfamilia : Fascioloidea.

- Familia : Fasciolidae.
- Subfamilia : Fasciolinae.
- Genero : Fasciola.
- Especies : hepatica, gigantica.
(Citado por Cordero et al., 1999).
Morfologia

El parésito adulto presenta forma aplanada, con apariencia carnosa y
extremo anterior saliente en forma de cono, con una ventosa oral y otra ventral.
Mide aproximadamente de 2 a 3 cm de largo y 1 cm de ancho. Son parasitos
hermafroditas y ambas gonadas se encuentran bien desarrolladas con forma
ramificada. El aparato digestivo se encuentra formado por la faringe, el eséfago
y el ciego, este ltimo dividido en dos tubos ramificados. Este treméatodo habita
en los conductos hepéticos o biliares de sus hospederos definitivos, en los que
pone huevos ovalados de gran tamafio, que oscilan entre los 130-150 x 60-90
MM y presentan un opérculo en uno de sus extremos (Martinez et al., 2012).

El parésito adulto es hermafrodita, mide de 18 a 50 mm por 4 a 14 mm, el
cuerpo es aplanado dorso ventralmente de forma folidcea, ancha anteriormente
formando 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. EIl 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 (Urquart et al., 2001)
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Ciclo bioldgico

La Fasciola hepatica tiene un ciclo bioldgico indirecto, necesita de un
hospedero intermediario que es un caracol donde se desarrollan y multiplican
las etapas asexuadas. Los parasitos adultos producen los huevos que pasan al
duodeno con la bilis y salen del huésped con las heces. Una fasciola adulta
pone entre 20 mil a 50 mil huevos/dia. El tiempo de desarrollo y nacimiento del
miracidio depende en gran parte de la temperatura, a 26°C eclosionan en 9 dias,
pero a 10°C no se desarrollan pero permanecen viables por un largo periodo; es
ciliado y mide 150 x 40 micras, abandona el huevo por el opérculo, para su
posterior desarrollo es necesario un huésped intermediario, ya que puede
sobrevivir mas de 24 horas en vida libre. La accion fototropica pasiva de la
mancha ocular atrae al miracidio a la superficie del agua; nada de un lado a otro
hasta que llega al caracol del género Lymnaea (Quiroz, 2005).

Los huevos salen al intestino con la bilis y son eliminados con la materia
fecal al medio. Para estos embriones es indispensable que caigan al agua dulce,
en la cual dan origen a la primera forma larvaria que se denomina miracidio, y
sale a través del opérculo. Este miracidio ciliado nada libremente en el agua e
invade un molusco de la familia Lymnaeidae. Este molusco se comporta como
hospedero intermediario de este parasito (Martinez et al., 2012).

En el interior del caracol el parasito se reproduce y se desarrollan las
formas larvarias de esporoquistes, redias y cercarias; estas ultimas tienen cuerpo
redondeado y cola no bifurcada, abandonan el caracol y nadan en el agua para
buscar plantas a las cuales se adhieren y se transforman en metacercarias de

aproximadamente 0,5 mm. Los hospederos definitivos se infectan al ingerir
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estas plantas contaminadas con metacercarias. En el intestino delgado se libera
el parésito 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 3 a 4 meses (Martinez et al., 2012). Los animales, al igual que el hombre se
infectan por medio de la ingestion de pastos y aguas contaminadas con

metacercarias (Gonzélez et al., 2011).

Patogenia

La Fasciolosis hepéatica aguda y cronica se produce por diferentes estadios
de Fasciola hepatica en el higado. La forma aguda se puede presentar de 5-6
semanas post infeccién por la ingesta de gran cantidad de metacercarias,
desencadenando una invasion réapida de fasciolas jovenes en el higado; esto
causa una destruccion del parénquima hepéatico dando lugar a una insuficiencia
hepética aguda, hepatitis trauméatica hemorragica aguda, hemorragia de la
cavidad peritoneal, presencia de exudado serofibrinoso y disminucion en la
sintesis de albumina. Las fasciolas inmaduras se alimentan de tejido hepatico,
pero pueden ingerir una pequefia cantidad de sangre lo que produce una anemia
durante las 4 a 5 semanas de infestacion. La Fasciolosis crénica se desarrolla
lentamente, debida a la actividad de las fasciolas adultas en los conductos
biliares, estas producen colangitis heperplastica, obstruccion biliar, destruccion

del tejido hepatico, fibrosis hepética y anemia (Blood y Radostits, 1992).

Diagnostico
Clinico: Esto se hace mediante la observacion de la sintomatologia, el sindrome
clinico mas frecuente es la forma cronica; y afecta principalmente a los

animales jovenes. Los sintomas mas caracteristicos son pérdida de peso,
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anorexia, palidez de las mucosas, puede aparecer anemia, debilidad, emaciacién
y edemas (Cordero et al., 1999). Puede aparecer varios animales jovenes
muertos en el rebafio en posicion de cubito pectoral, los ollares apoyados sobre
el suelo; dolor a la palpacion del hipocondrio derecho, distencion abdominal,
problemas digestivos de tipo indigestion, algunas veces con diarrea, ictericia,
atonia ruminal, estrefiimiento con apetito variable, disminucion de la produccién
de leche, reduccion del proceso reproductivo (Quiroz, 1999).
Fundamentalmente depende de la cantidad y frecuencia de ingestion de
metacercarias, siendo los sintomas mas frecuentes inapetencia, anemia, pérdida

de peso menores indices productivos (Rojas, 1990).

Parasitoldgico: La deteccion de huevos de F. hepatica en las heces de los
animales sospechosos es Util para diagnosticar la fasciolosis crénica mediante
los métodos de flotacion o sedimentacion (Cordero et al., 1999). Los métodos
de sedimentacion son los mas usados para el diagnéstico coproparasitolégico,
ya sea de manera cualitativa y cuantitativa, esto Gltimo se consigue con el peso
de las heces y el factor de dilucién usado. En bovinos, la sensibilidad de la
prueba es del 70% con un solo examen; mientras, un examen seriado de tres
eventos aumenta a 93%. En ovinos es también del 70% en un evento y sube a
97% con tres. Los resultados encontrados no reflejan el 100% del total de
animales infectados, teniendo un adicional porcentaje significativo de falsos
negativos (Quiroz, 2000); siendo el método méas difundido el recuento de
huevos en la materia fecal mediante la prueba de sedimentacion (Nari y Fiel,
2001; Kassai, 2002). Los datos obtenidos de un muestreo de materias fecales

que sea representativo pueden ser expresados en forma cuantitativo (Nari y Fiel,
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2001). El hallazgo de 100 a 200 huevos por gramo de heces en vacuno, indican
una infeccion probablemente patégena, que requiere la aplicacion de un

fasciolicida (Cordero et al., 1999).

El diagnostico de rutina de la Fasciolosis animal se hace mediante un
examen coproldgico de sedimentacion, que evalla la presencia de huevos en las
heces. La adicion de un colorante de contraste al sedimento permite destacar el
color amarillo dorado de los huevos (Cordero et al., 1999). Como desventaja
este método no detecta infecciones prepatentes y tiene una sensibilidad de sélo
el 72,5% en ovinos; 76,6% en los porcinos y 83,3% en los equinos. Esto se
debe a que el método solo detecta huevos a partir de los tres meses, por lo tanto
no detecta infecciones agudas ni prepatentes. Ademas es una técnica que
detecta menos positivos cuando la carga parasitaria es baja y cuando existe una
eliminacién de huevos en forma intermitente. ElI examen coproldgico demora
alrededor de 20 minutos por muestra, lo que es mayor al tiempo empleado por

muestra con técnicas seroldgicas (Gorman et al., 1990).

Necropsia: La distomatosis aguda se caracteriza por producir hepatitis aguda
traumatica y en los animales afectados se hallan colectas sanguinolentas en la
cavidad abdominal, el higado hemorréagico y friable presenta acimulos de
fibrina y taneles provocados por las fasciolas durante la migracion y también
peritonitis fibrinosa. En la distomatosis cronica el parénquima hepético se
hallara fibrotico y duro, mientras que los canaliculos biliares estaran
engrosados, fibrosos y pueden presentar depdsitos calcareos (Vignau et al.,
2005). Si se trata de Fasciolosis aguda, se encuentran hemorragias en el

parénquima hepatico, producidas por la migracion de los parésitos inmaduros
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durante las primeras 8 semanas post-infeccion. Hay una gran inflamacion del
higado, con trayectos hemorragicos en el parénquima. Hay ademéas hematomas
subcapsulares, congestion venosa y peritonitis. Si se corta el higado en ld&minas
de 1 cm se pueden encontrar en el parénquima gran cantidad de formas jovenes
del parésito. En la Fasciolosis cronica los sintomas dependen del niumero de
parésitos existentes. Se manifiesta con colangitis, fibrosis hepética, ganglios
linfaticos agrandados y al corte de los canales biliares se les ve engrosados y
con depositos calcareos (en bovinos) con la presencia de parasitos adultos

(Boray, 1994).

En un estudio realizado en Chile, donde se observé la estructura macro y
microscopica del higado de 6 llamas adultas (Lama glama), 4 machos y 2
hembras, se determind que el higado se ubica en la region abdominal craneal, a
la derecha del plano mediano. Carece de vesicula biliar y el conducto hepético
se une al conducto pancreético mayor, a unos 3 cm del duodeno, formando el
conducto hepato-pancreatico, el cual desemboca mediante el trayecto intramural
en la segunda curva dela ese sigmoidea del duodeno. En los lobulillos
hepaéticos, el tejido conectivo de soporte es escaso, se halla limitado al espacio
porta. Los estudios morfologicos brindan un soporte estructural para la
realizacion de técnicas de diagndstico especificas de este drgano, como por

ejemplo, la biopsia hepatica (Castro et al., 2001).

Tratamiento con Triclabendazol

Descripcion.  El Triclabendazol pertenece a la familia quimica de los
benzimidazoles; su nombre quimico es 5-cloro-6-(2,3-diclorofenoxil)-2-

metiltio-1H-benzimidazol. (Adams, 2003).
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Farmacodinamia. El sitio mas usual de metabolismo es el higado, donde
comunmente ocurren reacciones de oxidacion y separacion. Su accion es
producida por un derivado metabdlico: sulfoxido de Triclabendazol el cual
después de ejercer su accion a nivel de parénquima hepéatico y conductos
biliares, es eliminado conjuntamente con la bilis. Todos los benzimidazoles
actlian sobre los parésitos interfiriendo su metabolismo generador de energia, la
gran mayoria inhibiendo la enzima Fumarato reductasa. EIl bloqueo del paso de
la Fumarato reductasa inhibe la generacion de la energia mitocondrial en la
forma de adenosin trifosfato (ATP) (Booth y McDonald, 1987). El
Triclabendazol ademés de bloquear la Fumarato reductasa, también se fija a la
tubulina de los parésitos, lo que impide la unién de las subunidades de proteinas
alfa y beta de la tubulina y altera la funcion y la estructura de los microtdbulos
de las células de los parasitos. Los microtibulos son estructuras intracelulares
con varias funciones relacionadas con el movimiento de los cromosomas
durante la division celular, la absorcion de nutrientes, la movilidad y el soporte
estructural de la célula, el movimiento de particulas intracelulares, la exocitocis

y la comunicacion intracelular (Marquez, 2007).

Farmacocinética. Después de que se administra por via oral, se absorbe bien.
La Cpmax Se alcanza a las 8 horas; se metaboliza hasta 95% de la dosis
administrada y los principales metabolitos encontrados en plasma son sulfoxido
y el Triclabendazol sulfona. Se elimina principalmente en heces, el resto en
orina y leche (Sumano, 1996). Son variantes pequefias las que existen entre

estos benzimidazoles, salvo su espectro, que en este caso es mas eficaz contra
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fasciolas adultas de mas de seis semanas (100%) y con otras formas inmaduras

de hasta una semana de edad (99%) (Adams, 2003).

Dosificacion. En lo general, se recomienda dosis de 5mg/kg en cabras, de 10
mg/kg en las ovejas y de 12mg/kg en el ganado vacuno (Adams, 2003).
Bovinos y ovinos: la dosis es de 10 a 15mg/kg por via oral, intrarruminal,

intraabomasal o subcutanea (Sumano y Ocampo, 1997).

Indicaciones y eficacia. En las ovejas se pueden conseguir eficacias del 98-
100% contra F. hepatica con dosis de 15mg/kg en los trematodos de 1 dia, de
15 mg en trematodos de 1-4 semanas, de 10 mg/kg en los trematodos de 6 a 8
semanas, de 5mg/kg en los trematodos de 10 semanas y de 2,5 mg/kg en los
trematodos de 12 semanas (Adams, 2003). Quizéa el efecto mas importante en
este producto sea el residual, ya que después de una sola aplicacion no existen
huevos de Fasciola hasta por 11 semanas, lo que permite desarrollar un plan
para erradicar al parasito en la granja. Con solo cuatro aplicaciones/afio es

factible eliminar la metacercaria de la pastura (Sumano y Ocampo, 1997).

Toxicidad. La dosis maxima tolerada es de 200mg/kg por lo cual los animales
pueden presentar incoordinacion hasta por 3 dias. Se informa que consecuente
a la aplicacion del Triclabendazol se puede presentar reacciones en piel por
fotosensibilidad, la cual se manifiesta por inflamacion de la piel y de la ubre;
esto se considera un efecto de toxicidad, del cual no esta bien definida la causa.

Se indica que puede existir lesion en el area de piel donde se aplique el producto
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por via subcutanea, sin que esto sea una limitante para su uso. No produce

efectos teratdgenos (Sumano y Ocampo, 1997).

Tiempo de retiro. El tiempo de retiro para carne de ovino y bovino es de 28-42

dias, y para leche es de 7 dias (Sumano y Ocampo, 1997)

Grado de eficacia de un farmaco. La W.A.A.V.P. recomienda lo siguiente,
como: muy eficaz (méas del 98%), eficaz (90-98%), moderadamente eficaz (80-
89%) o insuficientemente activos (menos de 80%). Esta clasificacion se debe
utilizar para la calificacién de los productos para los nematodos, trematodos y

cestodos (Wood et al., 1995).

Resistencia antihelmintica

La resistencia a los antihelminticos se define como un aumento
significativo en la capacidad que tiene una fraccion de una poblacion de vermes
para tolerar dosis toxicas de sustancias quimicas que son letales para otras
poblaciones de la misma especie (Booth y McDonald, 1987); siendo la
heredabilidad de la resistencia la caracteristica mas importante de este

fendmeno (Kassai, 2002).

El alcance total de la resistencia antihelmintica de los nematodos en los
animales de granja no se conoce. La resistencia puede ser detectada con la
prueba de recuento de reduccién de huevos y con dos ensayos in vitro, la
eclosion de los huevos vy las pruebas de desarrollo de las larvas. La sensibilidad

de estos dos ensayos in vitro se puede aumentar mediante el uso de dosis
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discriminantes. S6lo bencimidazol se puede detectar la resistencia con las
pruebas basadas en la PCR debido a que los mecanismos moleculares de la
resistencia a levamisol y las lactonas macrociclicas siguen siendo desconocidos.
La deteccion de resistencia es importante porque permite elaborar estrategias
para ser puesto en su lugar. El desarrollo de la resistencia se retrasa por
mantener parésitos suficientes en refugios (no expuesta a antihelmintico). La
puesta en cuarentena de animales para evitar la introduccién de helmintos
resistentes a la granja es importante. Se requiere amplias investigaciones para
manejar la resistencia, especialmente en el control de la resistencia en F.

hepatica (Coles, 2005).

Se han descrito métodos para ayudar en la deteccion de la resistencia
antihelmintica en los nematodos estrongilidos de los rumiantes, caballos y
cerdos. Para lo cual se recomiendan dos pruebas, una prueba in vivo, la prueba
de reduccion de huevos en heces en los animales infectados, y un ensayo in
vitro, la prueba de eclosion de los huevos para la deteccion de la resistencia a
los benzimidazoles en los nematodos que eclosionan poco después de la
embrionacion. Estas pruebas permiten ser comparables en todo el mundo

(Coles et al., 1992).

En cuanto a TCBZ se refiere, los mecanismos de resistencia son
especificos para este farmaco, numerosos estudios aportan evidencias de que los
sistemas enziméaticos de metabolizacion podrian estar alterados o
sobreexpresados en los individuos de F. hepatica resistentes a TCBZ. En este
punto se ha sefialado que la flavin monooxigenasa y el citocromo P-450 son los

responsables fundamentales de la metabolizacion del TCBZ en sus principales
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metabolitos activos (Mottier et al., 2004) y se ha demostrado que esta actividad
metabolica es significativamente mayor en las cepas resistentes (Alvarez et al.,
2005).

Existen varios mecanismos moleculares por los cuales se presenta
resistencia de Fasciola hepatica al TCBZ, entre ellos se encuentra: a) la lenta
reduccion de la oxidacion del TCBZ a Triclabendazol sulféxido (TCBZSO) que
es el metabolito activo, b) la unién del TCBZ a proteinas no especificas
restringe la habilidad del farmaco a unirse al sitio de accién, y c) el eflujo
mediado por transportadores donde se sobreexpresa la accion de la Gp-P
permitiendo la eliminacion del farmaco desde las células (Alvarez et al., 2005).
Otros procesos relacionados con la dindmica del farmaco en los tejidos
parasitarios también pudieran contribuir al desarrollo de la resistencia. Asi, se
ha demostrado que mientras la absorcion del TCBZ y el TCBZ.SO en las cepas
resistentes es significativamente menor que en las susceptibles (Alvarez et al.,
2005; Mottier et al., 2006), este resultado sugiere que el mecanismo de
resistencia es especifico para el TCBZ, pudiendo estar implicada una proteina
transportadora de membrana, la glicoproteina-P (Gp-P), que impediria a la
molécula antiparasitaria alcanzar concentraciones activas en el lugar de accion.
La sobreexpresion de la Gp-P se ha relacionado con el desarrollo de resistencias
frente a diferentes clases de antihelminticos (Prichard y Roulet, 2007)

Estudios in vivo e in vitro han demostrado que la Gp-P funciona como
una bomba de eflujo que secreta en forma activa una gran cantidad de
compuestos no relacionados, desde el interior de la célula hacia el espacio
extracelular. A nivel intestinal, la Gp-P limita la absorcion y difusion trans

epitelial provocando modificaciones en la biodisponibilidad de farmacos
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administrados por via oral. Esta glicoproteina, no solo se localiza en tejidos
involucrados en los procesos de absorcion, como en la superficie apical de los
enterocitos, sino también en tejidos de 6rganos involucrados en la eliminacion
de farmacos como superficie canalicular de los hepatocitos y superficie apical

de las células epiteliales del tubulo renal. (Lin, 2003).

La resistencia al TCBZ, es una amenaza actual y esta generalizada en la
produccién ganadera, su prevalencia es tan alta en algunas regiones; es un
farmaco de eleccion para el tratamiento de la Fasciolosis en los seres humanos y
es concebible que podria suponer un riesgo para la salud humana, especialmente
en areas del Peru y Bolivia donde hay una alta incidencia. Las diferencias
metabdlicas entre las cepas resistentes y susceptibles al TCBZ, han sido
reportados en la sulfoxidacion de TCBZ a TCBZ.SO y a TCBZ.SO2, lo que
sugiere que el proceso de absorcidn este alterado en su flujo de salida, y/o el
metabolismo de TCBZ que tiene un papel importante en el TCBZ resistente en
los procesos basados en la tubulina. La actividad de la Gp-P también se ha
demostrado que tiene un efecto sobre la absorcién y la eficacia de TCBZ in
vitro utilizando los aislados tanto resistentes y susceptibles. (Kelley et al.,

2016).

La segunda edicion de la Asociacion Mundial para el Avance de la
Parasitologia Veterinaria (WAAVP), incluye una guia actualizada sobre los
procedimientos parasitologicos estandar, ajuste de la dosis, la confirmacion de
la dosis y los ensayos clinicos, y proporciona directrices para la evaluacion de
productos para la eficacia contra los parasitos resistentes a antihelminticos, la
persistencia de la actividad y la actividad profilactica. Se incluyen pruebas para

la eficacia contra nematodos, trematodos y cestodos (Wood et al., 1995).
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La (WAAVP) ha elaborado nuevos métodos para la deteccion de
resistencia antihelmintica en los nematodos de los rumiantes, caballos y cerdos,
como base para la discusion y con la finalidad de que se evaltan a nivel
internacional para determinar si se podria en el futuro ser recomendados. Se
describe una prueba de resistencia para el Bencimidazol (BZ) por la eclosion
de los huevos, y otra para el desarrollo de larvas para el Bencimidazol y

Levamisol (Coles et al., 2006).

La Asociacion Mundial para el Avance de la Parasitologia Veterinaria
(WAAVP), ha elaborado una guia para evaluar el correcto uso de productos en
lo que respecta a las dosis, que contienen dos o mas ingredientes activos
antihelminticos para el tratamiento de infecciones por nematodos en rumiantes y
caballos. En la actualidad, las politicas reguladoras sobre la aprobacion de estos
productos varian entre jurisdicciones, y estas directrices deberian permitir la
armonizacion de los requisitos. Esta guia hace recomendaciones claras sobre las

normas minimas necesarias (Geary et al., 2012).

El uso intensivo de antihelminticos para controlar los nematodos
gastrointestinales se ha convertido en un problema importante en muchos paises
europeos. La presencia de cepas resistentes de neméatodos a Benzimidazoles,
imidazotiazoles y/o lactonas macrociclicas se ha informado en varias ocasiones,
en particular para los tres géneros méas importantes, Haemonchus,
Trichostrongylus y Teladorsagia. La experiencia hasta ahora nos dice, que no
deben confiarse con el solo uso de antihelminticos, hay que usar otros productos
quimicos, sin descuidar el manejo en el medio ambiente y la inmunologia

(Papadopoulos et al., 2012).
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La terapéutica de la Fasciolosis debe ir dirigida tanto contra las fasciolas
adultas localizadas en los conductos biliares, como contra las formas inmaduras
que migran por el parénquima hepatico, con el fin de restaurar la funcion
hepética. En la Fasciolosis aguda y subaguda se puede utilizar el TCBZ, por su
alta eficacia sobre fasciolas inmaduras, también puede utilizarse el Clorsulon,

Closantel, Albendazol, Nitroxinil, Rafoxanida, etc. (Cordero et al., 1999).
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CAPITULO 11l

DISENO DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

3.1. Hipotesis

El Triclabendazol tiene una eficacia menor al 90% en el control de

Fasciola hepatica en alpacas de Cajamarca, infectadas artificialmente.

3.2. Disefio metodoldgico

La investigacion fue netamente experimental, ya que se manipul6 la
variable independiente (tratamiento con TCBZ), y en la fase in vivo hubo dos

grupos formados: tratado y control sin tratamiento, distribuidos aleatoriamente.

3.3. Localizacion

El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo con alpacas
provenientes de la Cooperativa Agraria “Atahualpa Jerusalén” de Trabajadores
Ltda., Granja Porcon; el trabajo de campo se realiz6 en las instalaciones del
fundo Tartar Pecuario de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de Cajamarca y el trabajo de laboratorio se realiz6 en las instalaciones
de la Facultad de Ciencias Veterinarias, en el Laboratorio de Inmunologia e
Investigacion y Laboratorio de Parasitologia de la Universidad Nacional de

Cajamarca. Cajamarca presenta las condiciones climatolégicas siguientes (*):



- Altitud promedio

- Latitud sur

- Longitud oeste

- Temperatura promedio anual

- Temperatura minima promedio anual
- Temperatura maxima promedio anual
- Precipitacion pluvial

- Presion barométrica

- Humedad relativa promedio anual

3.4. Unidad de analisis, universo y muestra

: 2536 msnm.

: 7°10°36”.

: 78°30°36”.

: 15,4 °C.
:8,9°C.

122,04 °C.
:707,4 mm.

: 740,5 milibares.

1 62.9 %.

Para el estudio se utiliz6 10 alpacas, las cuales fueron distribuidas 5 para el

grupo control sin tratamiento y 5 para el grupo tratado con el TCBZ.

3.5. Descripcion del disefio de investigacion

Cultivo y mantenimiento de caracoles

Este proceso consistid en recolectar caracoles dextrdgiros, usando pinzas

de plastico y de metal de la zona del distrito de Polloc — Cajamarca; los mismos

que fueron llevados al Laboratorio de Inmunologia e Investigacion de la Facultad

de Ciencias Veterinarias de la UNC; donde se siguié con el Protocolo respectivo,

(Ver Anexo 2 y Foto 1).

(*) Fuente: Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia (SENAMHI) — Cajamarca - 2015
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Obtencion de fasciolas adultas e incubacion de huevos

En vista que no se logré obtener fasciolas adultas de la Granja Porcon
debido a la escasa prevalencia de esta parasitosis, se hizo una visita programada
al Camal Municipal de Cajamarca para obtener fasciolas adultas de higados
decomisados de ovinos, las que luego fueron sometidas a protocolo respectivo
sobre incubacidn de huevos, para obtener los miracidios (Ver Anexo 3y Foto 2,

3,4y5).

Infeccion de los caracoles

Luego de la obtencion de los miracidios los que fueron colocados en una
placa Petri y los caracoles colocados en los pocillos de la placa de ELISA, se
procedié a infectar los caracoles, segun el protocolo respectivo, (Ver Anexo 4y

Foto6y 7).

Estimulacion de caracoles y obtencidén de metacercarias.

Terminado el proceso de infeccién de los caracoles, los mismos que
fueron colocadas en su respectiva caja de plastico, se procedio a la estimulacion
de los caracoles para obtener las metacercarias, siguiendo los pasos que se

indican en el protocolo respectivo, (Ver Anexo 5y Foto 8 y 9).

De la produccion de metacercarias

Este proceso consistio en obtener miracidios a partir de huevos de
Fasciola hepatica, con estos miracidios se infectaron caracoles (Lymnaea
viatrix) criados artificialmente en el Laboratorio de Inmunologia de la FCV-

UNC. Seis a ocho semanas posteriores a la infeccion de los caracoles, se
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colectaron las metacercarias, las mismas que se conservaron en agua destilada a

4°C hasta ser usadas para infectar a las alpacas.

De las alpacas seleccionadas

Para seleccionar a los animales se trabajé por mas de 1 afio, realizando
muestreos de heces; de la poblacion alpaquera (380 alpacas) de la Granja
Porcon, las muestras de heces se recolectaron en bolsas de polietileno,
rotuladas con plumdn de tinta indeleble con el mismo cddigo del animal. Se
trasladaron las muestras en caja de tecknoport hasta el Laboratorio de
Parasitologia Veterinaria de la Universidad Nacional de Cajamarca para su
analisis respectivo, mediante la técnica de sedimentacion rapida de Dennis
Stone Swanson, modificada (Ver Anexo 1). Donde se determind en 3 estudios
respectivos prevalencias de 13,25%, 8.75%. y 11%. Ademas que, en los tres
andlisis realizados en fechas diferentes, en el contaje de huevos de las muestras
positivas, han sido de 1, 2 0 m&ximo 4 huevos de Fasciola hepatica por gramo
de heces.

Con el objetivo de minimizar variaciones individuales entre los
animales, se seleccion6 10 alpacas de 12 meses de edad, machos y de 20 kg
peso promedio, libres de Fasciola hepatica y sin tratamiento antihelmintico,
(Foto 10); posteriormente fueron trasladas al fundo Tartar Pecuario de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de Cajamarca,
donde se las instal6 en un ambiente apropiado (Fotos 11); los animales
estuvieron en una crianza intensiva rigurosa durante 6 meses, alimentados

solamente con heno de alfalfa seca, proveniente de la costa, concentrado de
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engorde y agua potable ad-libitum. Luego se procedié a identificar y tomar el

peso de las alpacas (Foto 12, 13).

3.5.3. Del disefio experimental

El disefio se realizO asignando aleatoriamente

las unidades

experimentales a uno de los dos grupos conformados de la siguiente manera:

Cuadro 1. Disefio experimental

Infeccion Tratamiento Sacrificio
Grupo N° Artificial con TCBZ
(15-06-2016)
(17-02-2016) (01-06-2016)
Control sin tratamiento 5 X X
Con tratamiento de TCBZ 5 X X X

3.5.4. De la infeccion y tratamiento de los animales

Dias previos a la infeccion artificial se tomaron muestras para realizar

el analisis coproparasitologico, confirmandose la ausencia de huevos de

Fasciola hepatica; los animales fueron pesados e identificados, y se infectaron

con metacercarias; cada uno de los animales recibié un in6culo de 60

metacercarias de Fasciola hepatica (Foto 14).
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A los 106 dias de la infeccion artificial, antes del tratamiento, se realizo
el anélisis de heces de las alpacas (Tabla 3); luego los animales del grupo
experimental fueron dosificados (Foto 15) con TCBZ al 12% (Bilevon®), lote
11102774, fecha de elaboracién: 11/2014, vencimiento: 11/2017) en dosis de
12 mg/kg p.v. por via oral, (Tabla 4) en tanto que los del grupo control no

recibieron tratamiento.

Luego se realizé los andlisis de heces a los 7 dias y 14 dias post
tratamiento (Tabla 1). Los anélisis coproparasitoldgicos se realizaron mediante
la técnica de sedimentacion rapida de Dennis Stone Swanson, modificada,
expresando los resultados en nimero de huevos por gramo de material fecal

(Foto 16).

3.5.5. De la necropsia de los animales

A los 14 dias de aplicado el tratamiento con TCBZ, todos los animales
fueron sacrificados siguiendo los lineamientos descritos por la Asociacién
Mundial para el Avance de la Parasitologia Veterinaria (WAAVP) para la

evaluacion de antihelminticos en rumiantes (Wood et al., 1995).

Se extrajo el higado, donde se hizo cortes de 1 cm de espesor, para
recuperar el nimero total de fasciolas (Tabla 2) (Foto 17, 18, 19, 20),
siguiendo los procedimientos normalizados para la recopilacion y el analisis de

higado (Ver Anexo 6).
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3.5.6. De la determinacion de la eficacia

El porcentaje de eficacia en términos de reduccion del nimero de

huevos en heces, se calculé mediante la formula (Young et al., 1999):

% Eficaci Promedio de hpg pre tratamiento — Promedio de hpg pos tratamiento 100
_ X
o blicacia Promedio de hpg pre tratamiento

La eficacia del tratamiento antihelmintico a la necropsia (prueba de
eficacia absoluta), se determin6 comparando la carga parasitaria de fasciolas
adultas, entre los animales de los dos grupos; de acuerdo a la siguiente formula

(Wood et al., 1995):

o MG de F.hepatica en grupo control — MG de F. hepatica en grupo tratado
Eficacia = - X 100
MG de F. hepatica en grupo control

Donde:

MG = media geométrica.

3.6. Andlisis estadistico

Los datos de la investigacion fueron analizados a través de una estadistica
descriptiva: media aritmética y media geométrica, distribuidos en tabla de
frecuencia. El nimero de huevos por gramo de heces y/o el numero de fasciolas
adultas en cada grupo experimental se compard utilizando la prueba de “t” de

Student, para ello se usé el programa estadistico InStat (GraphPad Software).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1. Eficacia del Triclabendazol en alpacas (Lama pacos) mediante el test de
reduccion del nimero de huevos (FECRT).

Dia 0 pre Dia 7 post Dia 14 post
N° animales
tratamiento (hpg) tratamiento (hpg) tratamiento (hpg)

1 7 24 25

2 3 0 0

3 2 4 6

4 4 2 4

) 3 2 1
¥ hpg 19 32 36
Promedio hpg 3,8 6,4 7,2
Eficacia (%0) -68.24 -89.47

Como se puede apreciar en la Tabla 1, la eficacia del Triclabendazol en el
control de F. hepatica, mediante el test de reduccion del conteo de huevos (FECRT)
a los 7 y 14 dias presenta valores negativos, lo que equivale a una nula eficacia. No
existiendo una diferencia significativa (P>0.05 GraphPad Software) en el recuento de

huevos en heces, entre los animales del grupo control sin tratamiento y grupo tratado.



En el presente trabajo, los resultados de la prueba de la eficacia del farmaco de
TCBZ (dosis de 12 mg/kg de p.v. por via oral), contra F. hepatica, obtenido por el
FECRT, ha demostrado una falta de eficacia, tanto en 7 y 14 dias post tratamiento.
Esto se va convirtiendo en un problema grave en Cajamarca, donde los tratamientos
administrados a los animales son proporcionados por los propios agricultores sin
consejos de un especialista, con el riesgo de usar una dosificacion incorrecta, ademas
no hay un adecuado control en su aplicacion por via oral, tal como lo informa Ortiz et
al. (2013), quienes en una investigacion hecha con 11 vacas lecheras positivas a F.
hepatica que fueron tratadas con TCBZ a la dosis de 12 mg/kg de peso vivo; a los 14
dias y 30 dias después del tratamiento, encontraron que la eficacia del farmaco
mediante la prueba de reduccién de huevos, fue de sélo 31,05% y del 13,63%
respectivamente; resultados que guardan relacién con la del presente estudio. La
explicacion podria asumirse también por el uso indiscriminado de esta droga, por
muchos afios en el valle de Cajamarca, tal como lo sefialan Claxton et al. (1998). Esta
presion de uso ha conducido a que en los Gltimos afios se presente fenémenos de
resistencia frente al TCBZ, como lo manifiesta Rojas (2009). También tiene
concordancia con los estudios realizados en bovinos en el distrito de Huertas-Junin
donde Chévez et al. (2012) detectaron resistencia antihelmintica a este principio

activo, donde obtuvieron el 53,4% (7 dias), 53,3% (14 dias) de eficacia.

Esto se podria explicar porque, existen varios mecanismos moleculares por los
cuales se presenta resistencia de Fasciola hepatica al TCBZ, entre ellos se encuentra:
a) la lenta reduccion de la oxidacion del TCBZ a Triclabendazol sulfoxido (TCBZSO)
que es el metabolito activo, b) la union del TCBZ a proteinas no especificas restringe
la habilidad del farmaco a unirse al sitio de accion, y c) el eflujo mediado por

transportadores donde se sobreexpresa la accion de la Gp-P permitiendo la

41



eliminacion del farmaco desde las células (Alvarez et al., 2005); la Gp-P también se
localiza en tejidos involucrados en los procesos de absorcion (células epiteliales de
intestino), distribucion (barrera hematoencefélica) y eliminacion de farmacos
(superficie canalicular de los hepatocitos, superficie apical de las células epiteliales

del tabulo renal y superficie apical de los enterocitos) (Lin, 2003).

Estos resultados encuentran apoyo ademas, en la falta de control de calidad de
las formulaciones orales a base de TCBZ, ya que en un estudio se encontrd
diferencias en la concentracion de la biodisponibilidad de diferentes farmacos
comerciales a base de este producto, medidos a través de metabolitos de TCBZ en
sangre, como lo manifiestan Ortiz et al. (2011). Otros hechos que puede explicar los
resultados obtenidos es que la cepa de Fasciola hepatica utilizada para la infeccién de
las alpacas podria haber sido resistente al TCBZ; este resultado se corrobora cuando
se analiza la Tabla 2, en la cual se observa que el porcentaje de reduccion de fasciolas

adultas fue nula.
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Tabla 2. Eficacia absoluta del Triclabendazol en alpacas (Lama pacos) mediante la

necropsia.
e -
N° animales Contro_l sin Triclabendazol
tratamiento (N© fasciolas)
(Ne° fasciolas)
1 1 7
2 1 3
3 4 3
4 4 9
5 1 4
X Fasciolas adultas 11 26
Promedio geomeétrico 1,74 4,69
Eficacia (%) -169,3

En la Tabla 2, observamos que el porcentaje de eficacia del TCBZ, a la dosis
de 12 mg/kg de p.v. por via oral, en alpacas artificialmente infectadas con F. hepatica,
al dia 14 post tratamiento, mediante la prueba de eficacia absoluta es negativa, lo que
equivale a una nula eficacia. Por lo que no existe una diferencia estadistica
significativa (P>0,05) entre el ndmero de fasciolas adultas encontradas en los
animales del grupo control y grupo tratado; demostrando que TCBZ no es eficaz para
el tratamiento de la Fasciolosis en alpacas en Cajamarca. Estos datos no pueden ser
discutidos a nivel regional, ni nacional ya que no existen trabajos de investigacion

similares a éste. Sin embargo Wood et al. (1995), sefialan que la prueba de eficacia
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controlada o absoluta es el método mas fiable para evaluar la eficacia antihelmintica
de los antiparasitarios en rumiantes. Podria decirse que coincide con un trabajo
realizado por Ortiz et al. (2013), realizado con 11 ovejas positivas a F. hepatica,
artificialmente infectadas, tratadas con TCBZ a la dosis de 10 mg/kg de peso vivo,
quienes mostraron una eficacia del fasciolicida de 25,2%; los mismos que estan
fundados en lo que indica Wood et al. (1995), quienes mencionan que un
antihelmintico que tiene una eficacia por debajo del 80%, se considera como no
eficaz. En el caso de la presente investigacion, la cepa utilizada para la infeccion de
las alpacas fue obtenida de fasciolas provenientes del higado de un ovino,
posiblemente resistente al TCBZ, por el uso frecuente de diferentes formulaciones
comerciales y por mucho tiempo en el valle de Cajamarca, lo cual ha dado lugar a
confirmar el fenémeno de resistencia de la Fasciola hepatica al farmaco estudiado.
Este resultado es concordante con lo manifestado por Alvarez et al. (2005) y
por Lin (2003), quienes manifiestan que existen varios mecanismos moleculares por
los cuales disminuye la eficacia de TCBZ frente a Fasciola hepatica, entre ellos el
eflujo mediado por transportadores donde se sobreexpresa la accion de la Gp-P; o por
lo reportado por Kelley et al. (2016), que dicen que la Gp-P tiene efecto sobre la
absorcion y la eficacia de TCBZ in vitro utilizando los aislados tanto resistentes como
susceptibles. Ademas Prichard y Roulet (2007), manifiestan que la sobreexpresion de
la Gp-P se ha relacionado con el desarrollo de resistencias frente a diferentes clases de

antihelminticos.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMEDACIONES
Conclusiones:

1. La eficacia del TCBZ a la dosis de 12 mg/kg. de p.v. por via oral en alpacas
artificialmente infectadas con F. hepatica, mediante la prueba de reduccién del
nimero de huevos en heces, fue nula a los 7 y 14 dias post tratamiento,

respectivamente.

2. La eficacia del TCBZ a la dosis de 12 mg/kg. de p.v. por via oral en alpacas
artificialmente infectadas con F. hepatica, mediante la prueba de eficacia absoluta

fue nula.

3. Qued6 demostrado que la eficacia absoluta del TCBZ es “insuficientemente

activa”, en el control de Fasciolosis en alpacas de Cajamarca.

4. Los resultados encontrados en la presente investigacion, suguieren que la hiptesis
planteada ha sido corroborada, en razén de que el uso del TCBZ no mostré eficacia

alguna.

Recomendaciones:

1. Seguir investigando sobre la eficacia absoluta, del Triclabendazol en el control de
la Fasciola hepatica, en otras especies, con cepas sensibles y resistentes, en otros

lugares de la Region Cajamarca.
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Anexo 1. Técnica de Dennis Stone Swanson modificada (Dennis et al., 1954)

- Pesar 2 g de heces en una balanza.

- Disolver las heces en aproximadamente 50 ml de agua.

- Filtrar en el embudo tamiz metélico de 86 hilos por pulgada y recibirlo en el vaso

conico de vidrio de 250 ml y llenar con agua.

- Dejar sedimentar por 10 minutos.

- Eliminar las % partes de agua y dejar el sedimento.

- Llenar nuevamente con igual cantidad de agua y dejar sedimentar.

- Repetir el mismo procedimiento, hasta que el agua este un poco clara y eliminar el

sobrenadante, dejando unos 3 ml de sedimento.

- Agregar una gota de azul de metileno al 1%, agitar

- Vaciar el sedimento en una placa Petri rayada y observar en el estereoscopio.

- Contar el numero de huevos de fasciolas en todo el sedimento.
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Anexo 2. Protocolo cultivo y mantenimiento de caracoles

(Laboratorio de Inmunologia e Investigacion “Grupo de Investigacion en Trematodos” UNC.)

Materiales:

- Depositos de plastico - Cajas de plastico de 5 It

- Pinzas de pléastico y metal - Calcio para tortuga comercial

- Tamiz - Sistema de aireacion

- Agua corriente - Lechugas molidas y deshidratadas
- Placas Petri - Estereoscopio

Procedimiento:

1. Recoleccion de caracoles dextrdgiros, en el campo, usando una pinza de plastico o

bien de metal pero teniendo cuidado de no dafiarlos.

2. En el laboratorio los caracoles colocarlos en un tamiz y proceder a lavarlos con
agua corriente por unas 3 0 cuatro veces, y luego pasarlos a varias placas Petri para

identificarlos bajo el estereoscopio.

3. Se prepara cajas de plastico (5 It), con agua declorada en un volumen de 4lt y

agregamos calcio para tortuga comercial, de similar forma llevamos el

procedimiento en las cajas pequefas.

4. Colocar simultaneamente el sistema de aireacion para ir acondicionando el agua.
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5. Una vez limpios los caracoles, separarlos por tamafios y proceder a colocarlos en el
medio a razén 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 mantenerlas bajo la luz artificial por 4 horas y foto periodo

12h/12h.

7. Terminado este proceso, en su respectiva caja se controla la ovoposiciéon. Al
encontrar masas de huevos (normalmente entre el 5° y 9° dia) se retira los
caracoles y se deja las masas de huevos, en lo posible se evita tocarlas, también se
cambia el agua de los recipientes para asi eliminar las heces y nuevamente se

agrega agua, calcio y alimento.

8. Las masas de huevos eclosionan entre 11 y 15 dias post ovoposicion, esto depende
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 sulfato de calcio y la cantidad de agua que se

evapore.
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Anexo 3. Protocolo incubacion de huevos de Fasciola hepatica

(Laboratorio de Inmunologia e Investigacion “Grupo de Investigacion en Trematodos” UNC.)

Materiales:

- Pipeta Pasteur.

- Vaso pléstico de 100 ml.
- Papel de aluminio

- Agua destilada

- Huevos lavados (*)

- Estereoscopio

- Propipeta

Procedimiento:

(*)Primero con los huevos obtenidos de bilis de ovinos o de fasciolas incubadas en
suero realizar una sedimentacion, al inicio con agua de cafio y seguidamente con

agua destilada, hasta observar que los huevos van quedando limpios.

1. Colocar el contenido de la bilis de ovino o de fasciolas incubados con suero en un
vaso plastico de 150 ml. Dejar sedimentar durante 15 minutos (el tiempo al inicio

es mayor por la cantidad de detritos).

2. Descartar el sobrenadante con el uso de la propipeta hasta tener 20 ml en el vaso,
luego agregar agua destilada hasta completar el vaso, dejar sedimentar durante 10

minutos y repetir el paso por 5 a 6 veces.
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. Al momento de terminar con el ultimo descarte de sobrenadante dejar sedimentar
un par de minutos y observar al estéreo para asegurarnos que no haya detritos, de

no ser asi seguir lavando.

. En un vaso de 100 ml colocar 2 a 3 ml de huevos lavados de Fasciola hepatica
(esto va a depender de la cantidad de huevos que observemos luego del lavado) y

completar con agua destilada hasta la medida 90 ml de vaso.

. Forrar el vaso totalmente con papel aluminio (no colocar la tapa del vaso) y

seguidamente identificar.

. Dejar incubar por 15 a 20 dias a temperatura ambiente en oscuridad, para obtener

los miracidios.
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Anexo 4. Protocolo infeccion de caracoles

(Laboratorio de Inmunologia e Investigacion “Grupo de Investigacion en Trematodos” UNC.)

Materiales:

- 2 Pipetas Pasteur (vidrio)

- 1 Pipetas Pasteur de pléstico
- Pinza de plastico

- Pincel

- 2 Placas Petri

- Estereoscopio

- Agua destilada

- Placa de ELISA limpia

- Caracoles

- Vasos con huevos incubados

Procedimiento.

1. Sacar los vasos incubados y abrir la cubierta de aluminio evitando que les llegue la
luz directamente. Introducir la pipeta de plastico y dejar el contenido, para de esta
forma homogenizar los huevos, luego extraer 2ml del incubado en una placa Petri,

completar la placa con agua destilada y colocar a la luz durante 5 minutos.

2. Con la pinza de plastico 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
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estereoscopio que hayan quedado limpios. Caso contrario descartar el agua y

repetir.

3. Llevar al estereoscopio y observar que estén libres de detritos (heces, tierra, etc),
asi mismo observar que los huevos hayan eclosionado. Una vez confirmado este
paso ayudado por la pipeta pasteur de vidrio (la que tiene la punta doblada), atrapar
los miracidios, para luego colocarlos en cada uno de los pocillos de la placa de
ELISA (2 a 3 miracidios por pocillo, seguidamente completar cada pocillo con

agua destilada, evitando derramar el contenido.

4. Ayudado de la pinza de plastico tomar un caracol y colocar en cada pocillo que
contiene 3 miracidios. Observar al estereoscopio y observar la presencia de
miracidios. Asi sucesivamente con todos los caracoles que queramos infectar,
siempre con ayuda del pincel mantenerlos dentro del pocillo. Finalmente tapar y
mantener sumergidos durante 4 a 6 horas, después nuevamente observar al estéreo

para asegurar que no haya la presencia de miracidios.

Terminado este proceso, colocar los caracoles en su respectiva caja de plastico.
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Anexo 5. Protocolo estimulacion de caracoles y obtencion de metacercarias

(Laboratorio de Inmunologia e Investigacion “Grupo de Investigacion en Trematodos” UNC.)

Materiales:

- Pipeta Pasteur

- Bolsa de pléastico de 100 ml
- Agua destilada helada (4°C)
- Caracoles infectados

- Estereoscopio

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

- Hoja de bisturi

- Vaso pléstico de 100ml

- Tijeras

- Piceta con agua destilada

- Microtubos de 1.5ml

Procedimiento:

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.
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. Llenar una bolsa con 50 ml aproximadamente de agua destilada helada (4°C), con
ayuda de la pinza pléstica colocar la cantidad de caracoles prevista (3 a 5 caracoles

por bolsa).

. 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.

. Luego del paso anterior envolver la parte torcida en un gancho y colocar la bolsa

en oscuridad por 24 hrs.

. Pasadas las 24 hrs observar la presencia de metacercarias, de observarse alguna

cercaria sin enquistar dejar por unas horas mas.

. Sacar el gancho de la bolsa y soltar la 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 unidén 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 algln 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.
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9. 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.

10. Finalmente identificar y guardar en refrigeracion con la tapa del microtubo

entreabierta.

Nota: Cada dos 0 3 semanas observar la cantidad de agua que hay en cada tubo, de ser

necesario agregarle agua destilada.
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Anexo 6. Protocolo para recopilacién y analisis de higado

(Laboratorio de Inmunologia e Investigacion “Grupo de Investigacion en Trematodos” UNC.)

Materiales:

- Guantes de nitrilo
- Mandil

- Cuchillos

- Bisturis

- Pinzas

- Tabla de cortar

- Baldes pequefios
- Gasa

- Tamices

- Agua tibia

Procedimiento:

1. Recoger los higados en bolsas debidamente identificadas, de acuerdo con la
secuencia de la matanza.

2. Comprobar en el laboratorio el nimero de identificacion, y Ilenar un balde con

agua tibia.

3. Lavar la parte interna de la bolsa y tamizar todo el contenido. Importante: el lavado
y tamizado de todos los materiales es obligatorio para no perder ningln parasito
especialmente las pequerias cabezas rotas. Siempre el lavado a contracorriente del

tamiz, en el balde grande etiquetar para su posterior analisis.
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4. Se comenzara la busqueda de fasciolas en el higado y los conductos biliares
engrosados. Con un bisturi, tijera o el borde de un cuchillo fino agudo, abrir
longitudinalmente los conductos biliares engrosados (evitar el corte de las
fasciolas), recoger las fasciolas con unas pinzas y ponerlos en suero fisiologico a

37°C).

5. Después de terminar con los conductos engrosados, o si no hay el paréasito, empezar

a cortar el higado en grandes trozos (2 a 4 cm de espesor), (Foto 20).

6. Buscar los parasitos con calma y con cuidado. Recoger todas los paréasitos

visualizados con una pinza y ponerlos en el frasco con suero fisioldgico a 37°C.

7. Apretar suavemente los conductos biliares para la expulsion de las fasciolas.

Importante: Nunca se debe apretar un conducto biliar calcificado.
8. Apretar los cortes de higado (suavemente), en agua tibia.

9. Luego cortar el higado en trozos pequefios de 1 6 2 cm, y poner en el interior de
una gasa abierto, formando una bolsa (Foto 21). Un pufiado de cubitos de higado

es suficiente para una bolsa.

10. Estas bolsas de gasa se apretaran de nuevo en agua a 37°C (con firmeza esta vez),
los cubos son entonces dispuestos y la gasa se encuentra inmersa en la misma

agua para el lavado (trematodos generalmente se adhieren a la gasa).
11. Repita el mismo procedimiento hasta que se procese todo el higado;

12. Al final todo el contenido de la cubeta y el lavado se tamiza. Verter el contenido

lentamente, el tamiz se lava a contracorriente.
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13. Todo el sedimento recogido se homogeniza y se vierte sobre la bandeja oscura.

14. Recoger y buscar fasciolas y ponerlos en un frasco con agua destilada, con mucho

cuidado.

15. Limpiar todos los materiales y proceder al siguiente higado.
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Tabla 3. Carga parasitaria expresada en hpg, dia 0 antes del tratamiento en alpacas
(Lama pacos) infectadas artificialmente con Fasciola hepatica.

Grupo control
Ne animales Grupo Triclabendazol
sin tratamiento

1 2 7
2 1 3
3 2 2
4 2 4
5 1 3
)Y 8 19
Promedio 1,6 3,8

Los andlisis coproparasitologicos realizados en ambos grupos resultaron positivos a

Fasciola hepatica, considerandose satisfactoria la infeccion artificial.
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Tabla 4. Registro de datos obtenidos en el grupo Triclabendazol

N° animales Peso Edad Dosis Dia7 Dial4 NC° Fasciolas adultas
(kg) (meses) (mg/kg) hpg hpg dia 14 necropsia
1 32 18 3.2 24 25 7
2 31 18 3.1 0 0 3
3 35 18 35 4 6 3
4 29 18 2.9 2 4 9
5 34 18 34 2 1 4

Tabla 5. Registro de datos obtenidos en el grupo control sin tratamiento.

N° animales Peso Edad Dia7 Dial4 N° Fasciolas adultas

(kg) (meses)  hpg hpg dia 14 necropsia
1 30 18 2 1 1
2 25 18 1 1 1
3 35 18 93 4 4
4 31 18 4 1 4
5 35 18 18 0 1
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Tabla 6. Prueba t Student para medias de dos muestras emparejadas, dia 7 post

tratamiento

Control Triclabendazol
Media 3,8 6,4
Varianza 3,7 98,8
Observaciones 5 5
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,894369079
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t -0,703473915
P(T<=t) una cola 0,260275551
Valor critico de t (una cola) 2,131846786
P(T<=t) dos colas 0,520551102
Valor critico de t (dos colas) 2,77644505

No existe diferencia significativa.

Valor T: 0,520551102

Para que exista diferencia significativa deberia de ser menor a 0,05. P<0,05

En este caso es mayor.

Tabla 7. Prueba t Student para medias de dos muestras emparejadas, dia 14 post

tratamiento

Control Triclabendazol
Media 3,8 7,2
Varianza 3,7 104,7
Observaciones 5 5
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,878965644
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t -0,884984651
P(T<=t) una cola 0,213078752
Valor critico de t (una cola) 2,131846786
P(T<=t) dos colas 0,426157505
Valor critico de t (dos colas) 2,776445105

No existe diferencia significativa.

Valor T: 0,426157505

Para que exista diferencia significativa deberia de ser menor a 0,05. P<0,05
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Tabla 8. Prueba t Student para medias de dos muestras emparejadas, para la eficacia

absoluta
Control Triclabendazol
Media 2,2 5,2
Varianza 2,7 7,2
Observaciones 5 5
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,272165527
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t -2,449489743
P(T<=t) una cola 0,035241998
Valor critico de t (una cola) 2,131846786
P(T<=t) dos colas 0,070483997
Valor critico de t (dos colas) 2,776445105

Valor T: 0,070483997
Para que exista diferencia significativa deberia de ser menor a 0,05. P<0,05

No existe diferencia significativa entre el grupo control y el tratamiento P>0.05.
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Anexo 8. Fotos

Foto 1. Recoleccion de caracoles Foto 2. Fasciolas adultas e incubacion
de huevos

Foto 3. Frascos de 100 ml con huevos Foto 4. Frascos llevados a incubacion
para obtencion de miracidios

Foto 5. Eclosion de miracidios Foto 6. Miracidios en placa Petri
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Foto 7. Placa de ELISA (3 miracidios
por pocillo)

Foto 9. Obtencidn de metacercarias Foto 10. Seleccion de los animales

Foto 11. Instalacion en el Fundo Tartar Foto 12. Identificacion de las alpacas
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Foto 15. Tratamiento con TCBZ Foto 16. Analisis en laboratorio

Foto 17. Sacrificio y recoleccion de higado Foto 18. Conductos biliares engrosados
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Foto 20. Trozos de 2 cm de espesor

Foto 21. Preparacion bolsitas de gasa Foto 22. Frasco con fasciolas.
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