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Resumen

Ascaridia galli es un nematodo prevalente a nivel mundial en aves domésticas, entre
las cuales afecta a gallinas ponedoras, pollos criados en traspatio y gallos de pelea
causando impactos negativos en su produccion y en la economia de los productores.
El uso de antihelminticos es esencial para su control. En esta investigacion, se
determind la eficacia del levamisol en la ciudad de Cajamarca, Peru. Se siguieron las
directrices de la WAAVP, infectando artificialmente 20 pollos con 210 huevos de
Ascaridia galli en tres dosis, 36 dias postinfeccion artificial se confirmo la presencia
del parasito mediante analisis coproparasitolégico. Diez pollos recibieron una dosis
oral de levamisol (30 mg/kg) como tratamiento, mientras que los otros diez no fueron
tratados. Se determind la eficacia clinica por el porcentaje de reduccion del recuento
de huevos en las excretas, se recolectdé muestras fecales en el dia O (pretratamiento) y
en el dia 7 (postratamiento). Para determinar la eficacia controlada se calculd el
porcentaje de reduccion del recuento de parasitos mediante necropsia realizada siete
dias postratamiento. Demostrandose que la eficacia clinica fue 79,61% y la eficacia
controlada de 64,71%, concluyéndose que levamisol presenta disminucion en su

eficacia en el control de Ascaridia galli.

Palabras clave: Ascaridia galli, eficacia, Gallus gallus domesticus, levamisol,

nematodo.
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Abstract

Ascaridia galli is a nematode prevalent worldwide in domestic birds, among which it
affects laying hens, backyard chickens and fighting cocks, causing negative impacts
on their production and on the producers' economies. The use of anthelmintics is
essential for its control. In this research, the efficacy of levamisole was evaluated in
the city of Cajamarca, Peru. The WAAVP guidelines were followed, artificially
infecting 20 chickens with 210 Ascaridia galli eggs in three doses. 36 days post-
artificial infection, the presence of the parasite was confirmed by coproparasitological
analysis. Ten chickens received an oral dose of levamisole (30 mg/kg) as treatment,
while the other ten were not treated. Clinical efficacy was determined by the
percentage reduction of the egg count in the excreta. Fecal samples were collected on
day O (pretreatment) and on day 7 (post-treatment). To determine the controlled
efficacy, the percentage reduction of the parasite count was calculated by necropsy
performed seven days post-treatment. It was shown that the clinical efficacy was
79.61% and the controlled efficacy was 64.71%, concluding that levamisole presents

a decrease in its efficacy in the control of Ascaridia galli.

Keywords: Ascaridia galli, efficacy, Gallus gallus domesticus, levamisole, nematode



INTRODUCCION

Ascaridia galli es un nematodo prevalente en aves a nivel global (1), teniendo como
hospedador definitivo a las aves domésticas, la especie que se ve mas afectada es
Gallus gallus domesticus, se encuentra en las gallinas ponedoras, las aves criadas en

traspatio y los gallos de pelea (2, 4), crianzas comunes a nivel mundial (5).

Ascaridia galli impacta negativamente a la productividad de las aves y afecta la
economia de los criadores (6). Por lo tanto, resulta imperativo abordar el control de
Ascaridia galli mediante el uso de antihelminticos efectivos. El levamisol es un
antihelmintico, utilizado de manera continua durante mas de medio siglo (7). Siendo

la dosis recomendada en aves entre 18 y 30 mg/kg (8, 10).

La importancia de evaluar la eficacia del levamisol ha suscitado investigaciones a nivel
mundial. Algunas de estas investigaciones han revelado una preocupante disminucién
en su eficacia en aves (11, 12). No obstante, en el contexto peruano, la ausencia de

investigaciones en aves plantea una inquietud relevante.

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar la eficacia clinica y
controlada del levamisol en el control de Ascaridia galli en pollos (Gallus gallus
domesticus) infectados artificialmente en la ciudad de Cajamarca, Peru. Se administrd
levamisol (30mg/kg) via oral a un grupo de aves, mientras que otro grupo de aves no
recibio tratamiento. La determinacién de la eficacia clinica y controlada se realiz6 a
través del calculo del porcentaje de reduccién del recuento de huevos en las excretas

y del porcentaje de reduccién del recuento de parasito, respectivamente.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes de la investigacion

Las infecciones artificiales son cruciales para entender como los parasitos afectan
a los hospedadores y para propagar cepas especificas de nematodos con
caracteristicas particulares, un objetivo de esto es determinar la eficacia de los
antihelminticos. Desde 1954 se ha venido ejecutando la infeccién artificial de aves
con el parasito Ascaridia galli, implementando anualmente protocolos
meticulosos con el objetivo de asegurar la replicabilidad en la induccién de estas

infecciones artificiales (13).

Internacionales

En el afio 2022 en Australia, huevos de Ascaridia galli fueron obtenidos de
parésitos adultos de pollos infectados de forma natural y cultivados. Se infectaron
pollos de un dia de edad por goteo con 600 huevos embrionados (larva enrollada)
de Ascaridia galli en seis dosis, estos fueron agrupados en lotes de doce aves por
tratamiento, determinados mediante el recuento de huevos en las excretas y el peso
corporal como criterios de clasificacion. Levamisol (28 mg/kg), administrado de
forma oral, tanto individual como grupal. La evaluacion de la eficacia se realizé a
través de la reduccion del recuento de parasitos y la disminucién del recuento de
huevos en las excretas. Se presentd mayor eficacia cuando se administrd de
manera individual, con un rango de eficacia que oscil6 entre el 87,7% y el 100%

(14). En otra investigacion realizada en el afio 2021, los mismos autores reportaron



la eficacia del levamisol (28 mg/kg) administrado en dosis Unica de forma
individual y grupal en el agua, mostrando eficacia del 99,1% y 96,4%,

respectivamente (9).

En Iran en el afio 2022, se infectaron veinticuatro patos de catorce dias de edad
con Ascaridia galli por goteo con 300 huevos con sonda hasta el buche. Los
huevos se obtuvieron de lombrices obtenidas de aves infectadas naturalmente y
cultivadas. Se mostré positividad ocho semanas después. Se administro levamisol
(30 mg/kg) via oral e intravenosa, el estudio se llevd a cabo mediante reduccion
del recuento de parésitos. Una semana después de la administracion del farmaco
se realizd el sacrificio y necropsia de las aves, el tratamiento ya sea por
administracion intravenosa u oral, redujo significativamente el recuento de

paréasitos adultos y obtuvo el valor dptimo de eficacia al 100% (15).

Se ha reportado baja eficacia del levamisol contra Ascaridia galli, como se
evidencio en Irdn en el afio 2021 (11), las aves naturalmente infectadas, fueron
distribuidas aleatoriamente en grupos de treinta individuos, se administré
individualmente levamisol (16 mg/kg) como Unica dosis. La determinacion de la
eficacia se realiz6 mediante reduccion del recuento de huevos en las excretas,
tomando muestras fecales tanto antes del tratamiento como catorce dias después
de este. Los resultados revelaron una eficacia del 71,8%, indicando baja eficacia
del levamisol. Sin embargo, en Estados Unidos en el afio 2020 concluyeron que
levamisol en el agua (8 mg/kg) por dos dias tuvo una eficacia del 87%,
demostrando mayor eficacia en comparacion con el estudio previo, a pesar de

administrar la mitad de la dosis (12).



1.2. Bases teéricas

1.2.1. Gallus gallus domesticus

Hace unos 120 millones de afios, surgi6 el antepasado primordial de las
gallinas, con la aparicion de los dinosaurios, desde el Sinosauropteryx hasta
el Archaeopteryx, marcando el cambio de reptil a ave. Este proceso requirio

aproximadamente 70 millones de afios (16).

El origen de la gallina doméstica (Gallus gallus domesticus), es Gallus
gallus bankiva, proveniente del sudeste asiatico (17), sin embargo, esto no
es del todo concluyente. Los conquistadores fueron los responsables de
introducir estas gallinas al continente americano hace 500 afios,

practicandose la avicultura de traspatio (18).

1.2.1.1. Clasificacién taxondémica de las gallinas

— Reino: animal

— Subreino: metazoos
— Tipo: vertebrados

— Clase: oviparo

— Orden: galliformes
— Familia: phasianidae
— Género: Gallus

— Especie: Gallus

— Subespecie: Domesticus (16)



1.2.1.2. Clasificacién segun el proposito de crianza

e Gallinas ponedoras

Las gallinas se seleccionan por su alta capacidad de produccion
de huevos. Las razas mas populares son Leghorn y Rhode
Island Red (19). Empiezan su produccion a las 20 semanas de

vida hasta los 2 afios donde su produccion disminuye (20).

e Pollos de engorde

Son criados para la produccidn eficiente de carne (19). En 1963,
se tardaban 63 dias para alcanzar 1,3 kg. Ahora, se puede lograr

1,6 kg en 30 dias (21).

¢ Pollos de doble propdsito

Resultado del cruce entre machos de engorde y hembras
ponedoras, presentan un crecimiento moderado con eficacia
limitada en la produccion de carne y huevos. Su engorde dura

alrededor de nueve semanas (22).

e Gallinas criollas o locales

Proporcionan seguridad alimentaria y una fuente de ingresos,
tienen un peso corporal menor y producen menos carne y
huevos que otras razas. Adaptadas a su entorno tras casi 500
afios de seleccion natural (23), muestran un ciclo de cloquera de

tres semanas y periodos de puesta de siete semanas (24).



e Pollos criollos mejorados

La carne de gallina en Per(, es muy valorada frente a la de pollo
de engorde. Muestran comportamiento de cloquera a las
cuarenta semanas, logran una produccién de méas del 80% por
periodos de cuatro semanas (25). El cruce de razas exoticas con

locales mejora las caracteristicas y adaptacién de las aves (26).

e Gallos de rifia o pelea

Los pollos de rifia se crian juntos hasta los 7 meses, luego se
separan y se evallUan a los 10 meses. Las aves seleccionadas se
preparan durante 15 a 19 meses, mientras que las hembras se
mantienen en grupos (27). Los precios varian entre 100 y 800

dolares por macho y 100 a 500 ddlares por hembras a mas (28).

1.2.1.3. Tipo de crianza

e Crianzaen traspatio

La agricultura familiar es clave para la subsistencia rural,
proporcionando alimentos nutritivos y sostenibles cerca de los
hogares. Es muy comun este tipo de crianza en el mundo,
aunque a menudo sufren enfermedades, parasitosis Yy

desnutricion por la falta de higiene y bioseguridad (5).



e Crianza comercial

Crianza comercial de gallinas, con la capacidad de producir
carne y huevos en grandes cantidades mediante alimentacion
balanceada y control sanitario riguroso. Existen varias formas
de crianza: en jaulas, con espacio limitado, pero control
sanitario facilitado; en piso, donde las aves tienen mayor
libertad; extensiva, que permite acceso al aire libre para
actividades naturales; y organica, que también ofrece acceso al
aire libre, sin jaulas ni antibioticos sintéticos, y con

alimentacion de cultivos organicos (29,30).

1.2.1.4. Importancia alimenticia

e Carne avicola

La carne de ave es digestible, baja en grasa y colesterol, y rica
en proteinas (20 g por cada 100 g). Ademas, es una buena fuente

de fésforo, hierro, potasio y vitaminas del complejo B (31).

e Huevos

Los huevos son un elemento fundamental en la alimentacion
global, siendo consumidos en todas partes del mundo. Son
considerados un alimento completo y esencial para la salud, son
valorados por sus beneficios nutricionales, proporcionando un

equilibrio 6ptimo de nutrientes esenciales (32).



1.2.1.5. Importancia econdémica mundial y nacional

El consumo global de carne de ave y huevos ha aumentado en los
ultimos afios, esto radica por sus altos niveles de proteina (33). En
Per(, la industria avicola es avanzada, con carne de ave de pollos
de engorde y aves nativas, apreciadas por su sabor y caracteristicas
nutricionales (34). En 2023, el sector avicola represento el 26,5%
del Valor Bruto de la Produccién Agropecuaria, con la carne de
aves contribuyendo con el 22,3% y los huevos el 4,2%. El
consumo per cépita de huevos en Per( alcanzé 230 unidades al

afio, con una produccién de 503,080 toneladas (35).

1.2.2. Ascaridiasis en Gallus gallus domesticus

1.2.2.1. Etiologia

Ascaridia galli

1.2.2.2. Clasificacion taxonomica de Ascaridia galli

— Reino: animalia

— Filo: nematoda

— Clase: secernentea

— Orden: ascaridida

— Familia: ascarididae

— Subfamilia: ascaridinae
— Género: Ascaridia

— Especie: galli (36)



1.2.2.3. Hospedadores definitivos

Ascaridia galli se halla en pavos, gansos, patos, gallinas de Guinea

y aves silvestres, siendo el pollo el principal hospedador (37).

1.2.2.4. Distribucién geografica

La primera descripcion de Ascaridia galli se realiz6 en Alemania.
Actualmente se encuentra a nivel global en aves de corral, se

adapta a climas templados, subtropicales y tropicales (37).

1.2.2.5. Morfologia

e Parasito adulto

Ascaridia galli es el nematodo mas grande en aves (38), los
gusanos adultos son semitransparentes y presentan tres labios
prominentes en la apertura oral (37). La hembra mide entre 72
y 116 mm (37), con un extremo posterior recto y una abertura
anal ventral (1). El macho mide entre 51 y 76 mm, tiene una
ventosa preanal, dos espiculas cuya longitud es de 1- 2,4 mm

(37), y el extremo posterior curvo y puntiagudo (1).

e Huevos
Los huevos de Ascaridia galli son ovalados, cascara lisa y
medidas de 73-92 por 45-57 pum, son similares en forma y

apariencia a Heterakis gallinarum (37).
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1.2.2.6. Ciclo biolégico

Ascaridia galli presenta un ciclo de vida directo, involucra dos
etapas; el parasito sexualmente maduro en el tracto gastrointestinal
y el estadio infeccioso (L3) en forma de embridn resistente al
medio ambiente (37), al ser ingeridos eclosionan en el duodeno,
las larvas se liberan, introduciéndose en la mucosa laminar del
intestino delgado, la duracién de la fase histotropica puede durar
de 3 hasta 54 dias. Las larvas (L4) luego regresan a la luz intestinal
entre los 17 y los 30 dias de edad. Los parasitos adultos residen en
la luz del intestino a las 5 a 8 semanas postinfeccion, eliminando
huevos (39), estos son expulsados en las heces. En el suelo se
desarrolla la larva dentro del huevo en 10 o mas dias.
Ocasionalmente las lombrices de tierra pueden transmitirlos, la

principal ruta de transmision es la ingestion directa por las aves.

1.2.2.7. Patogenia

Ascaridia galli, puede ocasionar obstruccion parcial o total del
intestino delgado en infecciones graves. Tanto las larvas como los
adultos dafan los epitelios, provocando atrofia, proliferacion de
células secretoras y adhesion de las vellosidades intestinales,
ocasionando enteritis, enteritis hemorragica o necrosis mucosa.
Durante la fase histotropica, se observa peérdida de sangre,
disminucion de glucosa en sangre y distension frecuente de los

uréteres (37).
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1.2.2.8. Parasitismo ectopico

Ascaridia galli adulta puede desplazarse por la luz del intestino
grueso y la cloaca, llegando hasta el oviducto, incorporandose al

huevo de la gallina (37).

1.2.2.9. Signos y sintomas

Los signos y sintomas se evidencian en mayor magnitud en pollos
de hasta tres meses. Incluyen ausencia de apetito, caida de alas,
plumaje erizado, menor peso, baja produccion de huevos, anemia,

diarrea y mortalidad, ademaés de picaje y canibalismo (40).

1.2.2.10. Impacto productivo

Ascaridia galli afecta la produccién avicola generando pérdidas
econdmicas de los criadores de aves doméstica, ya que este
parésito ademas de generar problemas sanitarios y mortalidad,
reduce la produccion de huevo en el 24% (41, 42) y disminuye la
masa de huevos (49,2 a 33,8 g) (41). Llegando a comprometer la

calidad ya que se puede encontrar el parasito dentro del huevo (37).

1.2.2.11. Diagnostico

e Necropsia

La fase adulta de Ascaridia galli es visible en el intestino
delgado y permite pruebas directas. Sin embargo, las primeras
etapas son dificiles de detectar y no se pueden identificar

mediante el tamizado del contenido intestinal (3).
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e Examen coproparasitol6gico

Las técnicas coprologicas evallan la carga de parésitos
intestinales. Existen examenes cualitativos, como la flotacion
con solucién saturada de azlcar (SSA), y examenes
cuantitativos, como la técnica modificada de McMaster y la

Mini-FLOTAC (43).

e PCR

La prueba de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es
mas sensible que la flotacion semicuantitativa, ademas, puede
determinar la abundancia relativa de copias de ADN de

Ascaridia galli en muestras fecales (44).

e ELISA

Para realizar el Ensayo de Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas
(ELISA), se necesita recolectar suero o yema para medir los
anticuerpos IgY especificos contra el parasito. Estudios han
demostrado que estos anticuerpos se pueden detectar dos
semanas después de inocular aves con huevos larvados de

Ascaridia galli (45).

1.2.2.12. Tratamiento

Se utiliza antihelminticos como bencimidazoles (fenbendazol,
flubendazol), imidazotiazoles (levamisol, pirantel) y lactonas

macrociclicas (ivermectina) (11, 14).
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1.2.3. Levamisol

El levamisol es un nematicida del grupo de los imidazotiazoles,
originalmente comercializado como tetramisol, una mezcla racémica de dos
isdbmeros oOpticos: S (-) y R (+). El levamisol (levoisomero) tiene mayor

actividad antihelmintica, potencia y margen de seguridad (46).

El levamisol, se aprob6 por la Administracion de Alimentos vy
Medicamentos de Estados Unidos, ha sido empleado como
inmunomodulador, coadyuvante en quimioterapia y farmaco antihelmintico
(47). Se utiliza ampliamente como antihelmintico en ovinos, porcinos,
caprinos, ganado vacuno y aves de corral. Es eficaz contra etapas adultas y
larvarias de nematodos, pero menos efectivo contra larvas hipobidticas y no

afecta a los huevos de los parésitos (46).

1.2.3.1. Caracteristicas quimicas

El nombre quimico de levamisol es (S)-2,3,5,6-tetrahidro-6-
fenilimidazol [2, 1-b] tiazol, cuya formula condensada es

C11H13N2S, y peso molecular de 204 Daltons (48).

1.2.3.2. Dosis recomendada

La dosis recomendada en aves es entre 18 y 30 mg/kg (8-10).



14

1.2.3.3. Mecanismo de accién

Levamisol es un agonista colinérgico (49) se absorbe a través de la
cuticula del parésito y actua sobre los receptores nicotinicos de
acetilcolina en los nematodos, ocasionando despolarizacion,
paralisis espastica y expulsion. A concentraciones altas, también
inhibe el fumarato reductasa, afectando el metabolismo energético,

de manera similar a los benzimidazoles (50).

1.2.3.4. Dosis téxica

El levamisol tiene un amplio margen de seguridad; en ratones, la
dosis letal aproximada es de 368 mg/kg, mientras que las aves

pueden tolerar dosis de hasta 2 g/kg sin efectos adversos (48).

1.2.3.5. Tiempo de retiro

La Union Europea establece limites maximos de residuos de
levamisol en 10 pg/kg para musculo, rifién y tejido adiposo, y 100
ug/kg para higado en vacuno, ovino, porcino y ave (51). En pollos
tratados con levamisol, los residuos caen por debajo de estos
limites entre 3y 18 dias luego del tratamiento, dependiendo de la
dosis (52, 53). Para los huevos, el tiempo de retiro es de 14 dias
con una dosis de 25 mg/kg, administrada en dos dias consecutivos

(10).
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1.2.3.6. Vias de administracion

El levamisol puede administrarse por via oral, intrarruminal,
intravenosa y subcutanea, esta Gltima es la mas biodisponible (46).
Se administra en agua potable en criaderos comerciales, pudiendo
generar subdosificacion (9). En ganado bovino, su absorcién es
rapida, alcanzando la concentracion maxima en sangre en dos a

tres horas por via oral, y es indetectable seis horas después (46).

1.2.3.7. Farmacocinética

Luego de ser administrado por via oral en pollos, el levamisol se
absorbe en el intestino, se distribuye por el cuerpo y puede
acumularse en ovarios y oviductos. La unién a proteinas
plasmaticas es baja, facilitando su distribucion. Es metabolizado
en el higado y rifidn, es excretado principalmente por la orina, con
una vida media de 5-6 horas (54). Por via intramuscular o
subcutéanea, su biodisponibilidad es tres veces mayor, alcanzando
concentracion maxima en plasma en 30 minutos y desapareciendo
en 3-4 horas. En bovinos, la vida media plasmética es de 4-6 horas
y en perros de 1- 4 horas; se elimina también por heces, leche y

moco bronquial (48).

1.2.3.8. Potencial terapéutico en humanos

El levamisol fue aprobado por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos en 1991 como adyuvante del fluorouracilo para

cancer colorrectal, pero fue retirado del mercado en 1999 por
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efectos adversos. Se utiliza como tratamiento de infecciones
parasitarias, virales y bacterianas (55). A nivel internacional, se ha
investigado su uso en diversas patologias, incluyendo el sindrome
de inmunodeficiencia adquirida, colitis ulcerosa, artritis
reumatoide, hepatitis B cronica, sindrome nefritico, cancer de
mama, leucemia mieloide aguda, esclerosis lateral amiotrofica,
lepra, aunque los resultados no han sido concluyentes (47, 55).
Ademas, se ha utilizado en combinacion con otros farmacos para
tratar diversos trastornos dermatoldgicos, como verrugas
resistentes, liquen plano y Ulceras aftosas de la boca (55). El
levamisol ha sido pionero en farmacos que fortalecen la inmunidad
celular, avanzando la comprension de las respuestas inmunitarias

(56).

e Mecanismo de accién como potencial terapéutico

El levamisol es un agente inmunomodulador debido a su
influencia en las células dendriticas y su capacidad para mejorar
la liberacion de citocinas como las interleucinas 12 y 10.
También, ejerce una funcion antioxidante al fortalecer los
sistemas redox celulares, como el glutation, y las enzimas como
el superoxido dismutasa y la catalasa, ademas de tener posibles
efectos sobre enzimas asociadas al glutation. En cuanto a su
actividad antineoplasica, el levamisol presenta dos
mecanismos: induce la apoptosis, detiene el ciclo celular y

aumenta la adhesion de células endoteliales, y también posee
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propiedades antiangiogénicas. Su efecto antiinflamatorio se

atribuye a la inhibicion del TNF-alfa y la interleucina 6 (57).

e [Efectos adversos

Los efectos adversos del levamisol son leves y poco frecuentes
e incluyen erupcidn cutanea, nauseas, calambres abdominales,
alteracion del gusto, alopecia, artralgia, un sindrome similar a

la gripe y con poca frecuencia agranulocitosis (55).

1.2.4. Infeccion artificial

La instauracion de la infeccion acontece por medio de la ingestion de los
estadios infectivos, los cuales han sido manipulados por la intervencion
humana, mediante un cuidado especializado (58), una préactica en uso desde
1954 (13, 58). Los objetivos de las infecciones artificiales incluyen
determinar la eficacia de los antiparasitarios, comprender el impacto de los
parasitos en los hospedadores, probar nuevos antiparasitarios, estudiar la
eficacia antiparasitaria en distintas etapas de desarrollo y propagar cepas

especificas de parasitos (58, 59).

1.2.4.1. Obtencion de huevos de Ascaridia galli

Existe tres formas de obtener huevos del parasito a estudiar para la

infeccidn artificial:

e Excrementos del huésped
Las muestras fecales frescas se mezclan y homogeneizan, se

combinan con agua y se filtran a través de tamices de porosidad
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progresivamente menor. La solucion resultante se centrifuga con
NaCl, se filtra nuevamente, y los huevos del parasito se lavan y
recogen en una suspension concentrada en agua destilada para su
andlisis (60).

e Cultivo de parasitos adultos

El material infeccioso se obtiene de paréasitos adultos hembra de
pollos naturalmente infectados, aislandolos del intestino delgado y
enjuagandolos a través de tamices. Las hembras se cultivan en
medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) a 37°C durante 3
dias. Cada 24 horas, los medios con huevos de parasitos se recogen
y centrifugan, los huevos concentrados se recolectan con pipetas de

transferencia (61).

e Alteracion fisica de parasitos adultos hembra

Las hembras de Ascaridia galli se cortan y exprimen para liberar
los huevos. Luego, se eliminan los tejidos y los huevos se enjuagan
a través de tamices con aberturas de malla especificas. Finalmente,

los huevos se recolectan utilizando un tamiz de 36 um (61, 62).

1.2.4.2. Medio de incubacién de huevos de Ascaridia galli

Diversos estudios han utilizado medios como dicromato de potasio,
formalina, acido sulfurico y agua durante 20 a 30 dias, mostrando una
mejora significativa con acido sulfurico 0,1 N (62-64). Sin embargo, el
medio 6ptimo sigue en investigacion y su seleccion depende de la

disponibilidad local.
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1.2.4.3. Forma de infeccién

La administracion de huevos larvados a los pollos se puede realizar de
diversas formas, como mediante el uso de una canula esofégica,
directamente en el pico o mediante inyeccién con aguja hipodérmica en

el buche (65, 66).

1.2.4.4. Edad de infeccion de las aves

La edad del pollo es crucial para la infeccion; estudios recientes indican
que los pollos mas jovenes, con un sistema inmunitario menos
desarrollado, muestran mejores resultados. Por ello, la mayoria de los

estudios actuales se realiza en pollos de un dia de edad (58, 59).

1.2.4.5. Dosis

La infeccidn artificial en pollos con huevos larvados puede realizarse
de dos maneras: a) mediante una sola dosis alta, en la que se inocula un
namero especifico de huevos en un solo dia (67), b) utilizando dos o
mas dosis, también conocido como infeccion por dosis repetidas o por
goteo en dias diferentes, este Gltimo método es el més recomendado

(58, 59).

1.2.4.6. Cantidad de huevos

En diversos estudios, emplearon entre 100 y 1000 huevos larvados para
la induccion de infeccidn artificial. Se ha observado que, en general,
existe una relacion inversa entre la dosis de huevos y la tasa de

establecimiento de Ascaridia galli, indicando que una mayor dosis
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puede disminuir la tasa de establecimiento (59, 67).

1.3. Definiciéon de términos basicos

Aislamiento. Para la presente investigacion, aislamiento es la obtencion de
parasitos adultos, mediante la separacion fisica de los mismos del contenido

intestinal mediante tamizaje.

Carga parasitaria. Estima la cantidad de parasitos en un organismo mediante la
determinacion de su indice de fecundidad (68), expresada en huevos por gramo

de heces.

Eficacia. Implica la ejecucion de un tratamiento, intervencién o procedimiento
médico en condiciones ideales y controladas, administrada de manera altamente

estandarizada (69).

Eficacia controlada. Analisis comparativo de recuentos de parasitos adultos en
grupos emparejados y asignados aleatoriamente, analizando la disparidad entre

individuos tratados y aquellos no medicados (58).

Eficacia clinica. Medida en que un tratamiento, intervencion o procedimiento
médico demuestra ser efectivo en condiciones controladas, determinado a través

de estudios y ensayos clinicos (70).

Examen coproparasitologico. Permite determinar los agentes parasitarios

causantes de enfermedades (71).

Monoxeno. Requiere de un solo huésped para completar el ciclo de vida (72).



CAPITULO 11

MARCO METODOLOGICO
2.1. Ubicacion geogréfica

La investigacion se llevd a cabo en la ciudad de Cajamarca y en el Laboratorio de
Parasitologia Veterinaria y Enfermedades Parasitarias de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de Cajamarca, distrito, provinciay region

de Cajamarca, Peru (Figura 1).

El Laboratorio de Parasitologia Veterinaria y Enfermedades Parasitarias, se ubica
dentro del Campus universitario de la Universidad Nacional de Cajamarca,
presenta una latitud de -7,1681 y longitud de -78,4938. El ambiente para la
estancia de las aves durante el estudio se encuentra ubicado en la latitud de -7,1634

y longitud de -78,5166 (Figura 1).

Cappmares

Océano
Pacifico

Océano § . . . .
Atlantico 9 Laboratorio de Parasitologia Veterinaria y

Enfermedades Parasitarias (UNC)

Estancia de aves

Figura 1. Ubicacién geogréfica del laboratorio de Parasitologia Veterinaria y

Enfermedades Parasitarias y estancia de las aves.
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Condiciones meteoroldgicas

Cajamarca, presenta las siguientes caracteristicas climatoldgicas y geograficas™.

— Altitud: 2749,53 ms. n. m.

— Humedad relativa promedio anual: 75%

— Temperatura maxima promedio anual: 22,4°C
— Temperatura minima promedio anual: 7,5 °C

— Precipitacion Anual: 768 mm

2.2. Métodos de investigacion

La investigacion se realiz6 siguiendo las pautas establecidas por la Asociacién
Mundial para el Avance de la Parasitologia Veterinaria (WAAVP), también
conocida por su traduccion al inglés como World Association for the
Advancement of Veterinary Parasitology, para verificar la eficacia de

antiparasitarios en aves (58).

Se infectaron artificial a 20 pollos de 15 dias de edad (negativos a nematodos
mediante examen coproparasitoldgico) criados en cautiverio, se administré 210
huevos infectivos de Ascaridia galli por ave, en tres dosis a lo largo de una semana
que se obtuvieron a partir del cultivo de parasitos adultos hembras provenientes
de gallinas infectadas de manera natural (61). Para verificar que los pollos se han
infectado con este parasito se realizd exdmenes coproparasitologicos a partir de
las cinco semanas del inicio de la infeccién incluyendo en el estudio a las aves

que presenten mas de 100 huevos por gramo (HPG). Se tuvo dos grupos de trabajo,

*Fuente: Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia Cajamarca (73).
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mediante disefio experimental se asigné a cada ave de acuerdo a la carga
parasitaria formando grupos homogéneos; en el grupo de tratamiento, se
suministré levamisol (Milverm® 4%, laboratorio: Reana, N° de Lote: 2041823) a
una dosis de 30 mg/kg, conforme a la informacion previa que sugiere su eficacia
en pollos (Gallus gallus domesticus) (9, 10), el grupo control no recibi
tratamiento. En el grupo tratado, la recoleccion de heces ocurrié en dos momentos:

antes del tratamiento y siete dias después del tratamiento.

Estas recolecciones se llevaron a cabo con el propdsito de determinar el porcentaje
de reduccidn del recuento de huevos en las excretas (74), el mismo dia posterior
a la ultima recoleccion de heces se realizé el sacrificio de todas las aves con el fin
de determinar el porcentaje de reduccion de recuento de parasitos (58). Los datos
obtenidos se anotaron en fichas (Apéndice 1 y 2). Estos procedimientos
permitieron llevar a cabo la determinacion de la eficacia clinica y controlada del

levamisol respectivamente.
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Edad de los pollos (semanas)

+ = Infeccién artificial con 70 huevos embrionados de Ascaridia galli por pollo
@ = Recuento de huevos en las heces (HPG)
¥ = Tratamiento (levamisol)

W =Necropsia

Figura 2. Cronologia de eventos experimentales para la determinacion de la
eficacia del levamisol en el control de Ascaridia galli en pollos (Gallus gallus

domesticus).
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2.3. Disefio de la investigacion

El estudio consto de 5 etapas:

2.3.1. Primera etapa: Obtencion e incubacién de huevos de Ascaridia galli

Los huevos de Ascaridia galli destinados a la infeccion artificial de los pollos
fueron obtenidos a través del cultivo de parasitos adultos hembras
provenientes de pollos infectados naturalmente (66) de un criadero de
traspatio con reporte positivo a este parasito. EI procedimiento se observa en

el Apéndice 3.

La eutanasia del animal se realiz6 de acuerdo a las normas de Bienestar
Animal y al Cédigo de Etica de la Universidad Nacional de Cajamarca,
Capitulo IV, Articulo 10 sobre el empleo de animales para las investigaciones
(75). Se llevé a cabo esta préactica, utilizando la técnica de dislocacion
cervical, posteriormente a la muerte del ave, se extrajo desde la molleja hasta
el recto, limpiando el mesenterio y abriendo el intestino longitudinalmente.
Con la mano apretada se recolectaron y depositaron los parasitos adultos en
placas Petri, se identifico a las hembras adultas mediante su morfologia
(Apéndice 4), presentando las hembras una longitud de 72 - 116 mm vy el
extremo posterior recto con abertura anal ubicada ventralmente, en contraste,
los machos miden alrededor de 51 - 76 mm, exhiben una ventosa preanal y
dos espiculas iguales de 1 - 2,4 mm de largo, el extremo posterior curvo y

punteagudo (1, 37), se selecciond solo a los parasitos adultos hembras.
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Los parasitos adultos, fueron lavados con cloruro de sodio al 0,9% (Ecoflac®)
en placas Petri, luego se transfirieron con hisopos estériles (extremo de
algodon, cuerpo de madera y longitud de 15 cm) a tubos Falcon con faldon
de 50 mL con medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) + antibiotico
y antimicotico (estreptomicina, penicilina y anfotericina B) + Suero Fetal
Bovino (SFB) al 5%, durante siete dias se mantuvieron en incubacion a 37 °C
hasta que se observd ausencia de movimiento; cada 12 horas, el medio se
transfirio a otro tubo Falcon de 50 mL, tratando de que los parasitos
permanezcan en el primer tubo, afiadiendo inmediatamente nuevo medio
RPMI, las lombrices fueron llevadas a incubacion nuevamente; a
continuacién, el medio de cultivo obtenido de dejo sedimentar por cinco
minutos y luego se decantd, para de esta manera obtener los huevos y
posteriormente agregar agua destilada y volver a decantar cada cinco minutos
hasta obtener un medio claro. Finalmente, al sedimento se afiadié agua
destilada con hipoclorito de sodio (0,5%), hasta obtener una solucién de 35
mL, los tubos Falcon fueron envueltos con papel aluminio y rotulados con un
namero especifico, fecha y hora de recoleccién para ser llevados a

refrigeracion a 4 °C.

Al dia 4, en total se obtuvieron 8 tubos Falcon con sedimento de huevos de
Ascaridia galli, estos se mantuvieron a 4°C hasta su uso. El dia 5, se tomd
una alicuota de 0,5 mL de los tubos Falcon de 50 mL que contenia los huevos
sedimentados y estos fueron transferidos a crioviales conicos de 5 mL. Ambos
grupos de tubos, tanto los de 50 y 5 mL fueron protegidos usando papel

aluminio y luego fueron incubados a temperatura constante de 25°C durante
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21 dias. Los crioviales de 5mL fueron abiertos cada 3 dias como se muestra
en la figura 3, hasta verificar que en su mayoria los huevos presentaban larvas

y de esta manera asegurar la infeccion.

Tubos de centrifuga de 50 mL

Tubo N* 1 Tubo N° 2 Tubo N° 3 Tubo N° 4 Tubo N° 5

Tubos de centrifuga de 5 mL

Muestra del Muestra del Muestra del Muestra del Muestra del
tubo N° 1 tubo N° 2 tubo N° 3 tubo N® 4 tubo N° 5

Dia de observacion de las muestras

3 4] 9 12 15
18 21 24 27 30

Figura 3. Proceso de observacion del desarrollo de Ascaridia galli de tubos

muestra en dias especificos.

La observacion de la evolucion morfoldgica de los huevos se llevo a cabo de
manera gradual, se realizo revisiones cada tres dias desde el comienzo de la
incubacidn, hasta que se logre identificar el desarrollo completo de la larva.
Este proceso se llevo a cabo mediante la utilizacion de un microscopio
binocular con objetivos de 10x y 40x, y se clasificd la morfologia segun las

categorias preestablecidas por Tarbiat et al. (76) y Thapa et al. (77).
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Tabla 1. Clasificacion de huevos de Ascaridia galli (Apéndice 5).

. Huevos
Huevos no Etapa Estadio .
) embrionados Huevo muerto
desarrollados temprana vermiforme (L3)
Embrion
Unica célula inmovil, * Masa
- ' |Huevoen parecido a un intracapsular
ocupa casi la - - .
: mitosis con renacuajo, Embriones anormal.
totalidad de la . ! .
cascara del presencia de dos | ocupa casi la enrollados, e Céascara de
huevo células o mas, totalidad del ocupa casi la huevo rota.
resent); sin manifestar espacio capsular | totalidad del e Masa
?orma signos de con una huevo. embrionaria
diferenciacion. | opacidad interna
granulada. . -
terminal encogida.
notable.

La observacion de huevos larvados en su mayoria se observo en el dia 21. Un
dia antes de llevar a cabo la infeccion artificial, se seleccionaron y separaron
70 huevos larvados en microtubos de 2 mL utilizando un estereoscopio
binocular y una micropipeta de transferencia de 50 pL. Seguidamente, se
procedi6 a realizar un segundo conteo de los huevos a través de un
microscopio binocular con los objetivos de 10x y 40x para asegurar su
morfologia precisa de cada uno y el nimero exacto de infeccion.
Posteriormente, se realizé la proteccion de los microtubos con papel aluminio

y guardaron en refrigeracion a 4 °C hasta el dia de la infeccion artificial.

Segunda etapa: Infeccion artificial de pollos con Ascaridia galli

Se realizé el estudio de acuerdo con las pautas estandar de la Asociacion
Mundial para el Avance de la Parasitologia Veterinaria (WAAVP), que
menciona las directrices para determinar la eficacia de los antihelminticos en

aves de corral (58). El procedimiento se observa en el Apéndice 6.
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Se obtuvieron 30 pollos de la linea criollos mejorados de un dia de edad de
una granja avicola, las aves fueron identificadas mediante la colocacion de un

precinto numerado en la pata derecha.

El alojamiento fue cuidadosamente mantenido para asegurar condiciones
Optimas que promuevan el desarrollo saludable de las aves, durante los
primeros 50 dias, las aves se alojaron en grupo, en un area total de 10,5 m2,
dividida con un cerco de carton de 70 cm en forma circular, proporcionando
0,08 m2 por ave durante los primeros dias. Se amplié gradualmente el espacio
hasta alcanzar la totalidad del area designada. Se instalaron campanas
calentadoras eléctricas hasta que las aves alcanzaron los 28 dias de edad,
durante la primera semana las campanas permanecieron encendidas las 24
horas del dia, se fue reduciendo progresivamente el tiempo de funcionamiento
en los dias subsiguientes hasta su retirada total. Se proporcion6 acceso libre
a agua potable en bebederos tipo tolva. La alimentacion se distribuy6 en
comederos tipo tolva, se fue cambiando por comederos y bebederos de mayor
tamario de acuerdo a la etapa de desarrollo de las aves. Durante las fases de
inicio y crecimiento, se les proporciond alimento concentrado, se utilizo la
marca Pechugdn®. Para la fase de mantenimiento, la dieta incluyd una
combinacién de Pechug6n® (crecimiento) y maiz partido, se llevé a cabo un
periodo de aclimatacion de 14 dias, durante el cual se superviso de cerca la
salud de las aves, asi como su consumo de agua, alimentacion,

comportamiento y pesos.
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Cada pollo con 15 dias de edad se administré 70 huevos infectivos
directamente en el pico mediante una pipeta Pasteur de 0,2 mL en los dias 15,
18 y 21, sumando asi un total de 210 huevos por ave. Este método por goteo
se ha seleccionado por su idoneidad para lograr una infeccion mas efectiva y

precisa (58, 59).

Para que las hembras adultas de Ascaridia galli alcancen la madurez
reproductiva y eliminen huevos a través de las heces del ave, se requieren
entre 35 a 56 dias (37). Por lo tanto, a los 50 dias de edad los pollos se
trasladaron a jaulas individuales (0,28 m?) hasta finalizar el estudio. En las
jaulas, se recogieron los excrementos de las aves mediante la colocacion de
carton y hojas de papel tamafio A4 en la base, de 7 a 10 a.m., ya que a esta

hora la produccion y expulsién de los huevos en las heces es maxima (78).

Las heces se recolectaron en bolsas plasticas debidamente identificadas y se
evaluaron en el laboratorio en un plazo menor a 24 horas, repitiendo el
proceso cada 7 dias hasta detectar la presencia de huevos de Ascaridia galli.
Una vez fueron positivos los resultados de los exdmenes coproparasitoldgicos
cualitativos, realizados mediante la técnica de flotacion por concentracion
centrifugada SSA, se procedio a llevar a cabo exdmenes coproparasitologicos
cuantitativos utilizando la técnica modificada de McMaster INTA (79, 80).
Los pollos considerados aptos para participar en el estudio, tuvieron al menos

100 HPG (58). La informacion fue registrada en una ficha (Apéndice 1).
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2.3.3. Tercera etapa: Administracion de tratamiento y recoleccion de muestras

fecales

El antihelmintico que se utiliz6 con nombre comercial fue Milverm® 4%
(Laboratorio: Reana, N° de Lote: 2041823), cuyo principio activo es
levamisol clorhidrato (4 g/100 mL), este producto se presenta en forma
liquida, facilitando su administracion directamente en el pico del ave, sin

requerir preparacion adicional (Apéndice 7.)

El tratamiento se llevo a cabo en un grupo formado por diez pollos (n=10), se
administré en dosis de 30 mg/kg, de acuerdo con informacién previa que
respalda su eficacia en pollos (Gallus gallus domesticus) (9, 10). En contraste,
al grupo control (n=10) no se administré ningln tipo de tratamiento. La
asignacion de cada ave a su respectivo grupo se realiz6 considerando la carga
parasitaria, con el objetivo de formar grupos homogéneos. En el grupo
tratado, el mismo dia de la administracion del tratamiento se recolecté las
heces de forma individual de 7 a 10 a.m., seguidamente, entre las 10 a 11
a.m., se pesaron las aves utilizando una balanza digital (Henkel, capacidad de
30 kg), estableciendo asi la cantidad precisa de medicamento a administrar
por cada ave. De acuerdo al peso se administré el medicamento, a las 12 a.m.,
en ayunas y directamente en el pico de las aves, utilizando jeringas de 1 6 3

mL.
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2.3.4. Cuarta etapa: Necropsia y examen coproparasitoldgico

Después de 7 dias de administrar la dosis del antihelmintico, se realiz6 la
recoleccion de heces de las aves del grupo tratado, de 7 a 10 a.m., posterior a
esto se realizé eutanasia a todos los pollos, para ello se retird la comida a las
aves 12 horas antes, este procedimiento se realiz6 de acuerdo a las normas de
Bienestar Animal y al Codigo de Etica de la Universidad Nacional de
Cajamarca, Capitulo 1V, Articulo 10 sobre el empleo de animales para las

investigaciones (75). El procedimiento se observa en el Apéndice 8.

Se realiz6 la técnica de dislocacidn cervical, luego de la muerte del animal se
extrajo desde la molleja hasta el recto, limpiando el mesenterio y abriendo el
intestino longitudinalmente. El contenido del intestino delgado con la mano
apretada se fue depositando en un recipiente y lavando con la menor cantidad
de agua de grifo posible, para luego pasarlos por un tamiz con una abertura
de malla de 100 um. El contenido se colocé en un recipiente desechable
transparente de plastico con una capacidad de 1 L y separando los parasitos
(Apéndice 9), identificando a que animal pertenece. Finalmente, se realizo el
conteo de los paréasitos (Anexo 1). La informacion fue registrada en una ficha

(Apéndice 2).
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2.3.5. Quinta etapa: Analisis de datos

2.3.5.1. Eficacia clinica: Reduccion del recuento de huevos en las excretas

Se recolectaron muestra de heces del grupo tratado con levamisol,
pretratamiento y el dia del sacrificio, comparando el recuento de huevos
(HPG), utilizando la técnica McMaster modificada INTA (79, 80), para
que el antihelmintico sea considerado eficaz, se requiere un resultado

superior al 90% (81).

RRHE%* = MA** (HPG pretratamiento) — MA** (HPG postratamiento) .
° MA** ( HPG pretratamiento)

* RRHE%: porcentaje de reduccion del recuento de huevos en las

excretas

**MA: media aritmética

2.3.5.2. Eficacia controlada: Reduccion del recuento de parasitos

Se llevo a cabo el célculo del conteo medio geométrico de parésitos,
conforme a las directrices de la WAAVP (58), que establece la
necesidad de comparar la cantidad de parasitos en aves de control con

los presentes en aves tratadas.

MA** (RP del grupo control) — MA** (RP del grupo tratado) y

RRP%* =
o MA** (RP grupo control)

100

*RRP%: reduccion del recuento de parésitos

**MA: media aritmética
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En este contexto, para que un antihelmintico sea considerado eficaz, se

requiere:

— Al 'menos 10 aves en el grupo control alberguen el parésito.
— El nivel de reduccién sea > 90% segun el grupo de tratamiento.
— Exista una probabilidad > 95% de que la carga media de paréasitos

(control versus tratado) sea diferente (usando datos transformados).
2.4. Poblacién, muestra y unidad de analisis

2.4.1. Poblacion

Treinta pollos (Gallus gallus domesticus) positivos a Ascaridia galli,

infectados artificialmente en la ciudad de Cajamarca — Peru.

2.4.2. Muestra

Se trabajo con 20 pollos (Gallus gallus domesticus), de acuerdo con las
pautas estandar de la WAAVP, positivos a Ascaridia galli (> 100 HPG)
postinfeccién artificial, distribuidos en 2 grupos de 10 pollos, un grupo
recibié tratamiento con levamisol y el otro grupo no recibié tratamiento

siendo el grupo control.

2.4.3. Unidad de anélisis

Heces e intestinos de pollos (Gallus gallus domesticus)
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2.5. Técnicas e instrumentos de recopilacidon de informacion

2.5.1. Técnica para la observacion de huevos de Ascaridia galli en las heces de

las aves

Se utiliz6 la técnica de flotacion por concentracion centrifugada con SSA
(82).

e Colocar aproximadamente 3 g de heces en un vaso.

e Agregar aproximadamente 20 mL de SSA (1280 g de azucar rubia/L de
agua) con densidad de 1,20 — 1,27, con una bagueta homogeneizar y filtrar.

e Colocar la solucidn filtrada en los tubos de prueba, llenar casi al borde del
tubo y centrifugar a 1500 rpm por 3 minutos.

e Con la punta de una bagueta retirar el material flotado, colocar en la ldmina
portaobjetos, posicionar encima una laminilla cubreobjetos y observar en

microscopio colocando el objetivo 4x, 10x y de ser necesario 40x.

2.5.2. Técnica para el conteo de huevos de Ascaridia galli en las heces de las

aves

Se utilizo la técnica McMaster modificada INTA (79, 80).

e Pesar 3 g de heces y agregar 57 mL de SSA en un vaso descartable,
homogeneizar la suspension con una varilla de plastico y filtrar.

e Con una pipeta Pasteur se cargaran todas las camaras con el liquido
filtrado.

e Esperar 5 minutos y realizar el conteo en un microscopio Optico y
observando con los objetivos de 4x 6 10x.

e La cantidad total de huevos se multiplicara por un factor correspondiente
a 10.
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2.5.3. Protocolo de eutanasia, recoleccién y conteo de helmintos adultos en aves

Se utiliz6 el protocolo de eutanasia establecido por la WAAVP (58), el cual

menciona que se debe realizar de la siguiente manera:

Se retira a las aves el alimento 12 horas antes de la eutanasia.

e Se puede utilizar los métodos de eutanasia mas comunes en aves de corral
como la dislocacion cervical o asfixia con didxido de carbono.

e Se extrae el intestino del ave, desde la molleja hasta el recto.

e Se abre longitudinalmente el intestino y el ciego, recogiendo con la minima
cantidad necesaria de agua de grifo, extrayendo con la mano apretada para
que todo el contenido se desplace y lograr recolectar.

e El contenido recogido se lava sobre un tamiz numero 18 (abertura de 1000
pum) lavando con agua con rocio suave, tibio y fino. El residuo se lava a
contracorriente en un recipiente oscuro, los ascaridos maduros se cuentan
y se separan.

e Los parasitos obtenidos de cada animal se conservan con formalina o

etanol/alcohol o en congelacion.
2.6. Técnicas para el procesamiento y analisis de la informacion

2.6.1. Organizacion de la informacion

Se utilizo el aplicativo Excel (Microsoft Office Professional Plus 2019).

2.7. Aspectos eticos de la investigacion

Se trabajé con animales por lo que todo el estudio fue disefiado para respetar el
bienestar animal y causar el menor estrés posible segun lo estipulado el Cadigo
de Etica para la Investigacion Cientifica en la Universidad Nacional de

Cajamarca en el Articulo 10 (75).



2.8. Equipos, materiales, insumos y otros

Para llevar a cabo esta investigacion, se empleo lo siguiente:

2.8.1. Equipos

Camara McMaster modificada INTA
Centrifuga

Estereoscopio

Incubadora

Microscopio binocular

Micropipeta 50 pl

Refrigerador

2.8.2. Materiales de laboratorio

Alcohol 70°

Bata de laboratorio
Cooler de Tecnopor
Cuaderno de laboratorio
Detergente

Gradilla

Gradilla para microtubos
Guantes de latex
Hisopos de algoddn
Jabédn liquido antibacterial
Lapicero

Microtubos de 2 mL
Papel aluminio

Papel toalla

Pipeta Pasteur de 0,2 mL
Pipeta Pasteur de 3 mL
Placa Petri de plastico
Termometro de mercurio
Tips de 200 pL
Crioviales de 5 mL
Tubos Falcon de 50 mL



37

2.8.3. Materiales de campo

Alimento balanceado para pollos

Alcohol 70°

Balanza digital (Henkel, capacidad de 30 kg)
Bebedores tipo tolva de 1, 3y 5 L de capacidad
Bolsas de polietileno

Botas impermeables para campo

Campanas calentadoras eléctricas

Cartén, rollo (0,8 x 7,5 m)

Cascarilla de arroz

Comederos tipo tolva de 1, 3y 5 kg de capacidad
Cuaderno de campo

Guantes de latex

Hojas bond A4

Jaulas

Jeringa de 1 mL

Lapicero

Mameluco de campo

Papel toalla

Plumén de tinta indeleble

Precintos con numeracion

Recipiente desechable transparente de plastico

2.8.4. Material quimico

Antibiotico y antimicético (estreptomicina, penicilina y anfotericina
B) (Sigma-Aldrich®)

Agua estéril para inyeccion (Medifarma®)

Hipoclorito de sodio (Clorox®)

Levamisol (Milverm® 4%, laboratorio: Reana, N° de Lote: 2041823)
Medio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®)

NaCl al 0,9% (Medifarma ®)

Suero Fetal Bovino (SFB) al 5%

2.8.5. Material biologico

e Pollos (Gallus gallus domesticus)
e Parasitos (Ascaridia galli)
e Huevos de Ascaridia galli



CAPITULO I

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Presentacion de resultados

Se determind la eficacia clinica del levamisol en el control del parasito Ascaridia
galli en pollos (Gallus gallus domesticus) en Cajamarca, Per0. Se realizo el
recuento de huevos (HPG) en el grupo tratado, utilizando la técnica McMaster
modificada INTA. Los datos presentados en la siguiente tabla muestran el HPG
de las aves antes de la administracion de levamisol y siete dias después del
tratamiento. Los resultados indican que levamisol present6 una eficacia clinica

del 79,61%.

Tabla 2. Eficacia clinica del levamisol en el control de Ascaridia galli en pollos

(Gallus gallus domesticus) en Cajamarca, Perd, en el afio 2024.

N° HPG Pretratamient+o HPG Postratamiento

1 130 0

2 160 0

3 160 0

4 340 130

5 150 110

6 170 0

7 140 0

8 360 120

9 340 60

10 110 0
Total 2060 420
DS* 98,68 57,12

Eficacia (%) 79,61

*DS: desviacion estandar (Anexo 2)
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Se determind la eficacia controlada del levamisol a Ascaridia galli en pollos
(Gallus gallus domesticus) en Cajamarca, Perl. En esta evaluacion, se compard
la cantidad de parasitos del grupo control y del grupo tratado, cuyos datos se
presentan en la siguiente tabla. Los resultados revelaron una eficacia controlada

del 64,71%.

Tabla 3. Eficacia controlada del levamisol en el control de Ascaridia galli en

pollos (Gallus gallus domesticus) en Cajamarca, Peru en el afio 2024.

Parésitos adultos e inmaduros (Ascaridia galli)
Grupo control Grupo tratado
4
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Total
DS* 1,58 1,14
Eficacia (%0) 64,71
*DS: desviacion estandar (Anexo 2)
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3.2. Andlisis, interpretacién y discusion de resultados

La crianza de aves domésticas es comun en Peru, sin embargo, no existen
estudios sobre la evaluacion de antihelminticos en esta especie. La presente
investigacion determind la eficacia del levamisol en el control de Ascaridia galli
en pollos (Gallus gallus domesticus). Los resultados muestran que levamisol
tuvo una eficacia clinica del 79,61% y una eficacia controlada del 64,71%; lo
cual indican que no es eficaz contra Ascaridia galli, segin como lo estipula la

WAAVP debido a que la eficacia fue menor al 90%.

Nuestros resultados obtenidos, concuerdan con otros estudios que han
documentado la disminucion de la eficacia del levamisol en el control de
Ascaridia galli, en diferentes contextos geograficos. Como en Iran, levamisol
mostré una eficacia clinica del 71,8% (11), del mismo modo, en Estados Unidos
se reportd una insuficiente eficacia de 87% (12). Ambos estudios se realizaron
en aves infectadas naturalmente, con una poblacion de estudio mayor a 30
animales por grupo, determinando la eficacia mediante la comparacion del HPG

de los grupos tratados y del control.

La menor eficacia clinica obtenida en Iran (71,8%) comparada con la presente
investigacion (79,61%), podria deberse a que se administrd la mitad de la dosis
establecida del levamisol (16 mg/kg frente a 30 mg/kg). De manera similar
ocurrid en Estados Unidos, reportando una eficacia disminuida de 87% cuando
utilizaron una dosis de 8 mg/kg en dos dias consecutivos, via de administracion
fue oral, diluida en agua y de forma grupal. Estos resultados pueden deberse al
uso de la dosis minima indicada o podria tratarse de la aparicion del fendmeno

de resistencia.
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No obstante, los resultados obtenidos difieren con los estudios realizados en
Australia, reportaron una eficacia clinica >97% y una eficacia controlada
>95,2% (14). Algo similar acontecié en otro estudio realizado por Feyera et al.,
obteniendo una eficacia clinica >99% y una eficacia controlada >96,4% (9). Asi
como también, en Iran se reportd 100% de eficacia de levamisol en el control de
Ascaridia galli mediante infeccion artificial, usando una dosis terapéutica de 30
mg/kg via oral (15). Estos datos indican una dptima eficacia en el control de

Ascaridia galli.

3.4. Contrastacion de la hipdtesis

La hipotesis alternativa planteada fue rechazada, debido a que la eficacia del
levamisol evaluada mediante la reduccion del recuento de huevos en las excretas
(eficacia clinica) y mediante la reduccién del recuento de parasitos obtenidos por
necropsia (eficacia controlada) fue menor al 90% en el control de Ascaridia galli
en pollos (Gallus gallus domesticus) infectados artificialmente en la ciudad de

Cajamarca, Peru.



CAPITULO IV

CONCLUSIONES

La eficacia del levamisol en el control de Ascaridia galli en pollos (Gallus
gallus domesticus) infectados artificialmente en la ciudad de Cajamarca, Perq,
fue inferior al 90%.

La eficacia clinica del levamisol en el control de Ascaridia galli en pollos
(Gallus gallus domesticus) infectados artificialmente en la ciudad de
Cajamarca, Peru, fue del 79,61%.

La eficacia controlada del levamisol en el control de Ascaridia galli en pollos
(Gallus gallus domesticus) infectados artificialmente en la ciudad de

Cajamarca, Peru, fue del 64,71%.



CAPITULO YV

SUGERENCIAS

Investigar la eficacia de otros principios activos en el control de Ascaridia galli

en aves domésticas.

Investigar molecularmente la resistencia antihelmintica de Ascaridia galli frente

al levamisol.
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ANEXOS

Anexo 1. Ascaridia galli obtenidos del intestino delgado de pollos, 68 dias

postinfeccidn artificial mediante necropsia
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Figura 5. Obtencion de Ascaridia galli de cada ave del grupo control
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Estadistico Pretratamiento  Postratamiento
Media 206 42
Error estandar 31,21 18,06
Limite inferior 135,41 1,14
Limite superior 276,59 82,86
Mediana 160 0
Varianza 9737,78 3262,22
Desv. Estandar 98,68 57,12
Minimo 110 0
Maximo 360 130
Rango 250 130

2.2. Eficacia controlada

Estadistico Grupo control  Grupo tratado
Media 3,40 1,20
Error estandar 0,50 0,36
Limite inferior 2,27 0,39
Limite superior 4,53 2,01
Mediana 3,00 1,00
Varianza 2,49 1,29
Desv. Estandar 1,58 1,14
Minimo 2 0
Maximo 7 4
Rango 5 4
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Apéndice 1. Cuadro de la recopilacion de datos para la inclusién o exclusion de

animales al estudio y asignacion de grupos

Tabla 4. Datos de treinta pollos infectados artificialmente y la asignacién a cada grupo

Analisis
coproparasito
Andlisis coproparasitoldgico cualitativo I6gico
cuantitativo
NP (HPG) Grupo
Fecha (GT)(GC)
23/4/2024 | 30/4/2024 | 06/5/2024 | 31/5/2024
N° de dias postinfeccion artificial
23 30 36 61
1 Negativo | Negativo | Ascaridia galli 140 GC
2 Negativo | Negativo | Ascaridia galli 130 GT
3 Negativo | Negativo | Ascaridia galli 160 GT
4 Negativo | Negativo | Ascaridia galli 160 GC
5 Negativo | Negativo | Ascaridia galli 160 GT
6 Negativo | Negativo | Ascaridia galli 340 GT
7 Negativo | Negativo | Ascaridia galli 150 GT
8 Negativo | Negativo | Ascaridia galli 150 GC
9 Negativo | Negativo | Ascaridia galli 160 GC
10 Negativo | Negativo | Ascaridia galli 150 GC
11 Negativo | Negativo | Ascaridia galli 320 GC
12 Negativo | Negativo | Ascaridia galli 170 GT
13 Negativo | Negativo | Ascaridia galli 140 GT
14 Negativo | Negativo | Ascaridia galli 150 GC
15 Negativo | Negativo | Ascaridia galli 220 GC
16 Negativo | Negativo | Ascaridia galli 360 GT
17 Negativo | Negativo | Ascaridia galli 420 GC
18 Negativo | Negativo | Ascaridia galli 340 GT
19 Negativo | Negativo | Ascaridia galli 190 GC
20 Negativo | Negativo | Ascaridia galli 110 GT

HPG: huevos de parasitos por gramo de materia fecal,

control

GT: grupo tratado, GC: grupo
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Apéndice 2. Cuadro de recoleccion de datos de pollos seleccionados en el estudio

Tabla 5. Datos de veinte aves durante las fases de pretratamiento, postratamiento y sacrificio

NP HPG Dia 0 HPG Dia 7 Peso (g) Dosis (mL) 30 N° de Ascaridia galli
(31/05/2024) | (07/06/2024) g mg/kg Ascaridiagalli] Hembra | Macho | Inmaduro
Grupo tratado con levamisol
1 130 0 450 0,34 4 0 4 0
2 160 0 730 0,55 2 0 2 0
3 160 0 890 0,67 1 0 1 0
4 340 130 790 0,59 1 1 0 0
5 150 110 700 0,53 1 1 0 0
6 170 0 720 0,54 1 0 1 0
7 140 0 870 0,65 0 0 0 0
8 360 120 750 0,56 1 1 0 0
9 340 60 710 0,53 1 1 0 0
10 110 0 850 0,64 0 0 0 0
Total 2060 420 - - 12 4 8 0
Grupo control
1 140 130 950 - 2 1 1 0
2 160 140 530 - 7 1 3 3
3 150 180 715 - 2 1 1 0
4 160 210 670 - 2 1 1 0
5 150 120 830 - 3 1 1 1
6 320 340 550 - 4 2 2 0
7 150 170 720 - 3 1 2 0
8 220 330 885 - 5 2 2 1
9 420 410 710 - 3 2 1 0
10 190 210 700 - 3 1 2 0
Total 2060 2240 - - 34 13 16 5
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Apéndice 3. Proceso para la obtencion e incubacion de huevos de Ascaridia galli

Figura 6. Proceso de obtencion de huevos de Ascaridia galli. A: gallina sacrificada
infectada naturalmente con Ascarididos. B: extraccion de Ascaridia galli del intestino
delgado (yeyuno e ileon). C: lavado de Ascaridia galli con cloruro de sodio al 0,9%.
D: preparacion de medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) + antibiotico y
antimicoético + Suero Fetal Bovino (SFB). E: transferencia de Ascaridia galli a tubos
Falcon de 50 mL con medio. F: incubacion de hembras adultas de Ascaridia galli a 37
°C. G: cambio de medio cada 24 horas durante 5 dias. H: extraccién de muestras en

crioviales de 5 mL. I: incubacién de los huevos de Ascaridia galli a 25 °C.
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Apéndice 4. Sexado de Ascaridia galli

Figura 7. Identificacion morfologica de Ascaridia galli. A: extremo anterior formado

por tres labios separados. B: macho, extremo posterior vista ventral, (a): alas caudales,
(b): espiculas. C: macho, extremo posterior vista lateral, (a): dos espiculas, (b)

terminacién puntiaguda. D: hembra: extremo posterior recto y ovalado.
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Apéndice 5. Proceso del desarrollo del huevo de Ascaridia galli

Figura 8. Caracteristicas morfoldgicas en diferentes etapas del desarrollo de Ascaridia
galli (aumento 10X). A: huevo sin desarrollo. B y C: etapa temprana (mitosis). D:
estadio vermiforme. E: huevo embrionado. F: larva saliendo del huevo. G: larva fuera

del huevo. H: huevo muerto.
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Apéndice 6. Infeccion artificial de pollos con Ascaridia galli

Figura 9. Procedimiento de infeccion artificial de pollos con Ascaridia galli. A:
seleccion y conteo de 70 huevos larvados de Ascaridia galli en microtubos de 2 mL,
utilizando un estereoscopio binocular y una micropipeta de transferencia de 50 pL. B:
huevos larvados de Ascaridia galli (aumento 10X). C: almacenamiento de microtubos
en refrigeracién a 4 °C. D: transporte de 30 microtubos en cooler de tecnopor con gel
pack refrigerante. E: microtubo conteniendo 70 huevos larvados de Ascaridia galli. F:
infeccion artificial directamente en el pico de pollos de 15 dias de edad utilizando una

pipeta Pasteur de 0,2 mL.
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Apéndice 7. Recoleccion de muestras fecales, administracion de tratamiento y andlisis

coproparasitoldgico.

Figura 10. Procedimiento de recoleccion de muestras fecales, administracion de

medicamento y analisis coproparasitolégico. A: pollos de cincuenta dias de edad en
area de 10,5 m2. B: pollos en jaulas individuales de 0,28 m2. C: recoleccion de muestras
fecales. D: analisis coproparasitoldgico cualitativo mediante la técnica de flotacion por
concentracion centrifugada con SSA. E: pesaje de los pollos pretratamiento, con una
balanza digital (Henkel, capacidad de 30 kg). F: andlisis coproparasitoldgico
cuantitativo mediante la técnica McMaster modificada INTA. G: administracion de
levamisol 30 mg/kg (Milverm® 4%, laboratorio: Reana, N° de Lote: 2041823)

directamente en el pico con jeringa de 1 mL.
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Apéndice 8. Necropsia de 20 aves

A

Figura 11. Proceso de necropsia y recoleccion de parasitos. A: extraccion desde la
molleja hasta el recto. B: corte longitudinal del intestino delgado. C: Ascaridia galli
en intestino delgado. D: extraccion de Ascaridia galli. E: tamizado del contenido
intestinal. F: observacién de estadios inmaduros en fondo negro. G: observacion de
otros posibles parasitos intestinales en estereoscopio binocular.
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Apéndice 9. Ascaridia galli obtenidos del intestino delgado, 68 dias postinfeccién

artificial mediante necropsia.
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Figura 12. Longitud de Ascaridia galli: hembra. A: 8,8 cm. B: 7,9 cm. C: 7,7 cm. D:
8,3cm.
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Figura 13. Longitud de Ascaridia galli: macho. A: 6,9 cm. B: 6,1 cm. C: 6,7 cm. D:
6,5cm. E: 6,5¢cm. F: 7,3 cm.
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Figura 14. Longitud de Ascaridia galli: inmaduro. A: 4,7 cm. B: 5,3 cm. C: 4,5 cm.
D: 3,6 cm. E: 3,7 cm.



