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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar la eficacia
del fasciolicida Closantel en el control de Fasciola hepatica adulta en ovinos de
Cajamarca, mediante la Prueba coprolégica o Test de Reduccién del Conteo de
Huevo y la Prueba Critica por Necropsia, para lo cual se emplearon 10 ovinos,
cinco en el grupo control y cinco en el tratado. La Prueba coprolégica se realizé
mediante la técnica de Sedimentacion Natural Modificada por Rojas y Torrel.
Todas las ovejas fueron infectadas experimentalmente con aproximadamente
doscientas metacercarias cada una. La conformacion de los grupos control y
tratado se realizd a los 46 dias pos infeccion, la sumatoria de huevos de
Fasciola hepatica fue similar para cada grupo, solo los ovinos del grupo tratado
recibieron una dosis de Closantel 10% de 10 mg/kg pv por via oral. A los 16
dias pos tratamiento se hallé una sumatoria en el grupo control de 151 huevos
y en el tratado de 02, lo que correspondié a un ovino; a los 19 dias pos
dosificacion se realizo la necropsia de todos los animales que participaron en el
experimento, encontrandose una sumatoria de 60 fasciolas adultas en los
higados de los que conformaron el grupo control y de 0 en los del grupo
tratado. Se concluye que la eficacia del Closantel 10% en el control de la
Fasciola hepéatica en ovinos, en el presente estudio en cuanto al Test de conteo

de huevos fue del 98,7% y a la Prueba Critica por Necropsia del 100%.

Palabras clave: Closantel, Fasciola hepatica, Test de Reduccion de Conteo de

Huevos, Prueba Critica por Necropsia.
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ABSTRACT

The objective of this research work was to determine the efficacy of the
Closantel fasciolicide in the control of Fasciola hepética adult in sheep of
Cajamarca, by means of the Coprological Test or Test of Reduction of the Egg
Count and the Critical Test for Necropsy, for which they were used 10 sheep,
five in the control group and five in the treaty. The coprological test was
performed using the Natural Sedimentation technique Modified by Rojas and
Torrel. All sheep were experimentally infected with approximately two hundred
metacercariae each. The conformation of the control and treated groups was
performed at 46 days post infection, the sum of Fasciola hepatica eggs was
similar for each group, only the sheep of the treated group received a 10%
Closantel dose of 10 mg / kg bw per orally. At 16 days after treatment, a sum
was found in the control group of 151 eggs and in the treaty of 02, which
corresponded to one sheep; At 19 days after dosing, the necropsy of all the
animals that participated in the experiment was performed, with a sum of 60
adult fasciolas found in the livers of those that formed the control group and 0 in
those of the treated group. It is concluded that the efficacy of Closantel 10% in
the control of Fasciola hepatica in sheep, in the present study in the case of the

Egg Count Test was 98.7% and the Critical Necropsy Test of 100%.

Keywords: Closantel, Fasciola hepatica, Egg Count Reduction Test, Critical

Necropsy Test.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

A nivel del pais existe una poblacién de 9 523 200 ovinos, encontrandose en el
Departamento de Cajamarca 275 532 cabezas, de los cuales el 89,2% son ovinos
criollos, le sigue la raza Corriedale con el 4%, Hampshire Down 1,6%, Black Belly

1,1% y otras razas 4,1% respectivamente (INEI, 2012).

La Fasciolosis es una enfermedad parasitaria que se caracteriza por la
inflamacion del higado y de los conductos biliares, con frecuencia de caracter cronico,
cuyo agente causal es Fasciola hepatica, que afecta a numerosos mamiferos, tanto
domésticos como silvestres y aun al hombre (Cordero et al., 1999). Es considerada un
parasito que causa una de las enfermedades parasitarias mas importantes de los
rumiantes domésticos, estimandose que un cuarto de la poblacion total de bovinos y
ovinos del mundo pastorean en areas donde F. hepatica esta presente y el medio
ambiente es favorable para su mantenimiento y dispersion (Nari y Fiel, 2001). La
epidemiologia de la Fasciolosis depende de la presencia del caracol Lymnaea,
condiciones idoneas de humedad y temperatura, factores topograficos y sistemas de

pastoreo utilizados (Cordero et al., 1999).

Estudios realizados en Per(, demuestran alta prevalencia de fasciolosis bovina;
en Cajamarca 80,8% (Rojas y Palacios, 2009) y en Arequipa 68,2% (Ayaqui y Miranda,

2002).

Las pérdidas econdmicas se manifiestan en reduccion de la produccion de leche,

carne y lana, decomisos de higado, infecciones secundarias por bacterias, interferencias



en la fertilidad y gastos derivados en su tratamiento antihelmintico; no obstante, es
dificil de cuantificar (Cordero et al., 1999). En el Perq, las pérdidas economicas anuales
fueron registradas en no menos de 50 millones de ddlares, estimada por la prevalencia
de infeccién, por decomisos de higados en mataderos y costos por tratamientos, entre
otros (Espinoza et al., 2010). En Cajamarca, las pérdidas se estiman en 230 mil ddlares
por decomisos de higados en camales de la Region; de esto corresponde a bovinos el

77% (Rojas y Palacios, 2009).

En un éarea endémica como la de Cajamarca el uso de antihelminticos se
encuentra ampliamente difundida por los criadores de bovinos y ovinos. El objetivo del
tratamiento es el de eliminar el agente causal de la enfermedad e interrumpir la
excrecion de los huevos con la materia fecal, para asi prevenir la infeccion de los
caracoles y la contaminacion de las pasturas, de esta forma limitar el contacto entre el
parasito y su huésped definitivo (Olaechea, 2004), por ello la eleccion de un farmaco,
debe hacerse teniendo en cuenta, la eficacia del antiparasitario a usarse (Kassai, 2002;

Olaechea, 2004).

En nuestro medio, los criadores utilizan una amplia variedad de fasciolicidas
para controlar el parasito, los cuales se expenden con diferentes nombres comerciales y
con diferente concentracién, los mismos que, segun los laboratorios de origen, tienen
una alta eficacia, pero, por referencia de los Médicos Veterinarios de campo se sabe
que algunos antiparasitarios poco o regular efecto tienen sobre el ganado; lo cual podria

deberse al fendmeno de la resistencia antihelmintica (Rojas et al., 2013).

La resistencia antihelmintica (RA), es esencialmente un cambio en la frecuencia
de genes de una poblacion de helmintos producida por la seleccion de un farmaco,
debido al cual la dosis minima recomendada para destruir un porcentaje determinado de

la poblacion por ejemplo el 95% deja de ser eficaz (Kassai, 2002). En el campo se
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sospecha cuando un producto que antes era Util para el control, ya no demuestra el
mismo efecto (Benavides, 2001), mencionado por FAO (2003). A la fecha se sabe que
los helmintos que parasitan ovinos, caprinos, bovinos, etc. han desarrollado resistencia a
todos los grupos antiparasitarios disponibles y a escala mundial; lo que esta relacionado
al empleo frecuente de antihelminticos, infradosificaciones, pautas antiparasitarias,
porcentaje de eficacia de los antiparasitarios, persistencia de los farmacos
antiparasitarios, proporcién de parasitos en refugio y genética (Botana et al., 2002; Vara

et al., 2006).

Por lo que se hace necesario realizar estudios que nos permitan averiguar la
eficacia de fasciolicidas cominmente utilizados en el campo, como el Closantel en

especies pocas veces tomadas en cuenta, como es el caso de los ovinos.

En bovinos, por primera vez se detecta resistencia de Fasciola hepatica al
Triclabendazol en Holanda entre los afios 1998 y 1999 (Moll et al., 2000); en Cajamarca
- Peru, este fenomeno es conocido en el 2006 (Rojas, 2007) y luego ampliado los

estudios en afios siguientes en otros predios (Rojas, 2012; Ortiz et al., 2013).

Para verificar la eficacia del Closantel en ovinos infectados con F. hepatica, se
requiere la utilizacion del Test de Reduccion del Conteo de Huevos (TRCH o FECRT) y
la prueba critica (necropsia) como técnica mas sensible para determinar la ocurrencia de

resistencia de F. hepatica al Closantel.



1.1

1.2

Objetivos de la investigacion

Obijetivo general: Determinar la eficacia antihelmintica al Closantel en

el control de la Fasciolosis crénica en ovinos.

Objetivos especificos:

Determinar la eficacia clinica del Closantel en el control de la Fasciolosis
cronica con infeccion artificial en ovinos del valle Cajamarca, mediante la

prueba croprologica por el test de reduccion del conteo de huevos (FECRT).

Determinar la eficacia absoluta del Closantel en el control de la
Fasciolosis crénica por infeccion artificial en ovinos, mediante la prueba critica

por necropsia.



2.1

CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Antecedentes de la investigacion

Closantel, un compuesto antiparasitario de salicilanilida, se probd en
cabras nativas de Korea infectadas con Fasciola hepatica. A los animales se les
administro Closantel una sola vez por via oral a una dosis de 10 mg/kg de peso
corporal. La eficacia se controld semanalmente mediante examen fecal de todos
los animales infectados comenzando la segunda semana después del tratamiento
y continuando durante 3 semanas. Closantel provoco 80,3, 97,8 y 92,7% de
eficacia en cabras con Fasciolosis naturalmente adquirida en la segundo, tercera
y cuarta semana después del tratamiento, respectivamente. Se obtuvo una

eficacia del 100% a las 18 semanas después de la infeccidn (Lee et al., 1996).

Closantel (Flukiver TM, Janssen Pharmaceutica, Beerse, Bélgica: N-5-
cloro-4 - [(-chlorophenyl) cyanomethyl] -2-methylphenyl-2 hydroxy-3-5-
diyodobenzamide) es un compuesto antiparasitario perteneciente al grupo de las
salicilanilidas que ha sido eficaz contra varias especies de nematodos y
trematodos que incluyen Fasciola hepatica, F. gigantica y Haemonchus spp. en

rumiantes (Van den Bossche et al., 1979).

Se inform6 que Closantel tiene 99,5 y 99,99% de efectividad contra la
fase adulta de F. hepatica y F. gigantica en ovinos, cuando se aplica a una dosis
Gnica de 10 mg/kg de peso corporal (PC) (Guerrero, 1984) y 100% contra larvas

de Fasciola magna en ovejas a una dosis de 20 mg/kg (Stromberg et al., 1984).



Corderos fueron infectados con aislados de Fasciola hepatica, se trataron
con Closantel por via oral o subcutanea con 10 mg/kg a las 16 semanas después
de la infeccion. Los trematodos adultos se recuperaron del higado de animales
individualmente a las 12 h, 24 h, o 36 h después del tratamiento. Las fasciolas
fueron procesadas para analisis histopatoldgico. En general, los cambios
degenerativos en los tejidos reproductivos y somaticos fueron progresivos, y
fueron més marcados en fasciolas expuestas a Closantel in vivo durante 36 h.
Sin embargo, trematodos provenientes de 12 horas de tratamiento por via
subcutanea, mostraron un marcado deterioro de los testiculos, posiblemente
porque una porcion de la dosis se administré por via intravenosa. Sin embargo,
huevos intactos fueron vistos en el utero de trematodos expuestos al Closantel
durante méas tiempo (ya sea por via subcutanea u oralmente). El efecto mas
notable inducido por Closantel en duelas de huéspedes tratados fue el dafio
progresivo al sincitio tegumental. Mientras que las duelas de los hospedadores
tratados con 24 h mostraron un dafio relativamente menor en areas limitadas del

sincitio (Scarcella et al., 2015).

En el Norte de Irlanda, en 13 explotaciones de ovinos en el afio 2011,
tres grupos de 20 animales de cada granja, para evaluar la eficacia de
Triclabendazol, Nitroxinil y Closantel mediante el test de reduccién del conteo
de huevos (FECRT) y coproantigeno ELISA. En los resultados mediante el
FECRT al dia 21 post dosificacion indican la presencia de resistencia de F.
hepatica al Triclabendazol y altamente significativo en la reduccion de huevos
por parte del Nitroxinil y Closantel. Indicando que la resistencia del trematodo

avanza (Hanna et al., 2015).



En el suroeste de Suecia, en tres rebafios de ganado vacuno de carne
infectados naturalmente con F. hepatica, mediante las pruebas de reduccion de
recuento de huevos fecales (FEC) y examenes de ELISA coproantigenos se
evalué a un antihelmintico combinado Closantel e Ivermectina (Closamectin
Pour On) con una dosis minima de 20 mg/kg de peso corporal. Los resultados
fueron el 72%, 97% y 157%; en los rebafios A, B y C, respectivamente. Del
mismo modo se encontrd coproantigenos en los animales de los tres rebafios. El
fracaso del tratamiento con Closantel fue confirmada en dos de las granjas, es
decir la presencia de resistencia antihelmintica en los rebafios donde la eficacia

resulto el 72% y -157% (Novobilsky y Hoglund, 2015).

En Argentina, en un rebafio de bovinos en la provincia de Neuquén, en el
afio 2010, se llevo a cabo un ensayo controlado para confirmar y definir el grado
de resistencia de F. hepatica al Triclabendazol. En un ensayo clinico, la
produccién de huevos se controld en los dias 14 y 21 post dosificacion y en el
suero enzimas gamma-glutamil transpeptidasa (GGT) y transaminasa glutamico-
oxalacética (GOT) en los dias 0 y 21 post dosificacion en 36 terneros tratados
con TCBZ y Closantel. Los resultados mostraron una reduccion del 100% en la
produccién de huevos frente al Closantel en los dias 14 y 21 post dosificacion,
en tanto que el Triclabendazol no tuvo efecto contra Fasciola, aun cuando se
aplico a doble dosis (24 mg/kg de peso corporal). Lo cual es altamente
indicativo de que la resistencia de F. hepatica contra TCBZ esta presente en el
lugar de estudio. La GGT vy los niveles de GOT disminuyeron en el grupo
tratado con Closantel como un resultado del tratamiento a los 21 dias después de

la dosificacion (Olaechea et al., 2011).



En Cajamarca, Perd, 2007, se reportd por primera vez resistencia de F.
hepatica al Triclabendazol en bovinos del fundo “El Cortijo”, mediante el test de
reduccién del conteo de huevos por gramo de heces (FECRT) con una eficacia

de 3,1% (Rojas, 2007).

En otros estudios en cuatro distritos de Cajamarca, mediante el test de
reduccién del conteo de huevos por gramo de heces (FECRT), se determind
porcentajes de eficacia de 3% y 75% en el predio “Tartar-distrito Bafios del
Inca”, 77% y 25% en “Santa Elvira-distrito San Juan”, 6% y 0% en “San Luis-
distrito Gregorio Pita”, 81% y 85% en “Quebrada Honda—distrito Tumbadén”;
para Triclabendazol y Closantel; respectivamente. En tanto, indican que
Nitroxinil y Clorsulon en los cuatro distritos investigados alcanzaron altos
porcentajes de eficacia de 100% y 98% en el predio “Tartar-distrito Bafios del
Inca”, 100% y 100% en “Santa Elvira-distrito San Juan”; 100% y 100% en el
predio “San Luis-distrito Gregorio Pita”, 97% y 98% en “Quebrada Honda—

distrito Tumbadén”, respectivamente (Rojas et al., 2013).

Del mismo modo, en un estudio realizado mediante la prueba de
reduccion del conteo de huevos en heces en un grupo de 11 bovinos en
Cajamarca, se evalud al Triclabendazol 10% a una dosis de 12mg/kg de peso
corporal, se obtuvo una eficacia de 31,05% y 13,63%; al dia 14 y 30 post
dosificacion, respectivamente. Luego, este fendmeno de resistencia fue
confirmado en ovinos mediante la prueba controlada que se llevé a cabo en
Argentina, para lo cual se utilizé 11 ovinos infectados artificialmente con 200
metacercarias obtenidas in vitro procedentes de un bovino que tuvo un hpg mas
elevado de F. hepatica resistente del grupo experimental evaluado. Al dia 106
post infeccion, aleatoriamente se formé dos grupos, uno de 5 ovinos (grupo
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control que no fueron dosificados) y un grupo de 6 ovinos que fueron
dosificados con Triclabendazol 10% en dosis de 10 mg/kg de peso corporal; el
dia 14 post dosificacion fueron sacrificados y necropsiados, encontrando
fasciolas adultas en higados de los animales del grupo control y grupo tratado;

dando como resultado una eficacia de 25,2% (Ortiz et al., 2012).

Se estudi6 el efecto de Closantel y algunas variables bioldgicas y
productivas en ovinos bajo una exposicién continua a Fasciola hepatica en
Chile. Se seleccionaron treinta ovejas Merino Precoz de cuatro meses sin
fasciolasis. Los animales se mantuvieron durante nueve meses en pastos
naturales infectados con metacercarias. Los ovinos se dividieron en dos grupos
de 15 animales cada uno: el grupo experimental fue tratado con Closante en
dosis del 5 mg/kg cada tres meses por 3 veces y el grupo control no fue tratado.
Al examen post-morten del higado de los animales del grupo tratado se encontro
cinco parasitos adultos en una oveja, correspondiendo al 7,1% de los animales
tratados, es decir la efectividad de Closantel contra formas maduras en esta

dosificacion fue del 92,9% (Montes et al., 1987).

En un estudio realizado en 60 bovinos del valle de Cajamarca entre mayo
del 2016 y noviembre del 2017, con el objetivo de determinar la eficacia del
Closantel al 10% a la dosis de 10 mg/kg pv en el control de la infeccion natural
por Fasciola hepatica, mediante el test de reduccion del conteo de huevos
(FECRT), se determiné que la eficacia fue del 99,4% en promedio y mediante
infeccidn experimental en conejos se obtuvo el 100% de eficacia con la técnica

de necropsia (Rojas, 2017).



2.2

Bases teodricas

Fasciolosis

La Fasciolosis es una enfermedad parasitaria que es ocasionada por la
presencia y accion de Fasciola hepatica en el parénquima y conductos biliares
de bovinos, ovinos, caprinos, cerdos, equinos, conejos, venados, hombre y otros
animales silvestres. Es un proceso crénico que ocasiona trastornos digestivos y

de la nutricién (Cordero et al., 1999; Adams, 2003; Quiroz, 2011).

La receptividad de los hospedadores definitivos es variable,
clasificandose éstos en tres grupos: En el primer grupo se encuentran los mas
resistentes como el cerdo, jabali, perro, gato; estos reaccionan rapidamente
frente al parasito, evitando su desarrollo; en el segundo grupo estan los bovinos,
los équidos y el hombre que reaccionan con retraso ante el proceso ya
implantado en el higado; y en el tercer grupo se encuentran los mamiferos mas
débiles como los ovinos, caprinos y logomorfos, en los que existe alta

productividad parasitaria y una marcada patogenicidad (Cordero et al., 1999).

Las fasciolas adultas producen los huevos que pasan al duodeno con la
bilis y salen del huésped con las heces. Es necesario un medio hidrico para
continuar su desarrollo, como charcos potreros inundables, canales de curso
lento; etc. y preferentemente estar fuera de las heces (Urguhart et al., 2001;
Cordero et al., 1999). El tiempo de desarrollo y nacimiento del miracidio
depende en gran parte de la temperatura, a 26°C eclosionan en nueve dias,
abandona el huevo por el opérculo, para su posterior desarrollo es necesario un
huésped intermediario ya que no puede sobrevivir mas de 24 horas en vida libre.

La accion fototropica pasiva de la mancha ocular atrae al miracidio a la
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superficie del agua; nada hasta que llega a un caracol del género Lymnaea
(Quiroz, 2011). Los huevos inhiben su desarrollo por debajo de 10°C y por
encima de 30°C y mueren cuando su humedad superficial desaparece (Nari y

Fiel, 2001).

Los miracidios pierden los cilios cuando se introducen en el molusco y
se transforman en esporocistos. Estos, constituyen el primer estado larvario de F.
hepatica y se encuentran en la region periesofagica del caracol. A los 15 dias ya
existe una generacion de redias (segundo estadio larvario intramolusco), se
alimentan de los tejidos del hepatopancreas. Las redias dan lugar a las cercarias
generalmente entre 8 a 10 semanas. Las cercarias se enquistan sobre hierbas y
plantas acuaticas o también en el agua, pierden la cola y se rodean de una
cubierta resistente, dando lugar a la metacercaria, que es la forma infectante para

los hospedederos definitivos (Cordero et al., 1999).

Los rumiantes se infectan durante el pastoreo, siendo posible también en
estabulacion, mediante el agua de bebida o por la ingesta de henos o ensilados
mal procesados. El desenquistamiento de la metacercaria ocurre en dos fases. La
primera fase o de activacién se da en el rumen y es activada por una alta
concentracion de didxido de carbono, ambiente reductor y temperatura de 39°C;
la segunda fase o emergencia se desarrolla en el intestino delgado, por debajo de
la desembocadura del conducto colédoco y es desencadenada por la bilis y el
propio parasito. Tras el desenquistamiento, las fasciolas jovenes atraviesan la
pared intestinal, pasan a la cavidad peritoneal y desde alli alcanzan el higado. A
las 90 horas comienzan la penetracion de la capsula de Glisson, en este
momento, miden de 1-2 mm. Luego emigran por el parénquima hepatico
asentandose finalmente en los conductos biliares a partir de los 40 dias, donde
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alcanzan la madures sexual. Los primeros huevos aparecen en las heces del

hospedador a partir de 55 dias post infeccion (Cordero et al., 1999).

La Fasciolosis es una enfermedad ampliamente distribuida en el mundo.
Su frecuencia varia de una region a otra y entre los animales de un mismo
rebafio segin la edad (Quiroz, 2011). En el Perld abarca todos los pisos

altitudinales, siendo mas frecuente en la regién quechua (Rojas, 1990).

La Fasciolosis hepatica aguda y crdnica es producida por diferentes
estadios de Fasciola hepatica en el higado. La forma aguda se puede presentar a
las 5-6 semanas post infeccion por la ingesta de gran cantidad de metacercarias
ocurriendo una invasion rapida de fasciolas jovenes en el higado; lo cual causa
una destruccion del parénquima hepatico que da lugar a una insuficiencia
hepatica aguda, hepatitis traumatica 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 accidentalmente pueden ingerir una pequefia cantidad de sangre lo que
produce una anemia durante las 4 a 5 semanas de infestacion. La Fasciolosis
cronica se desarrolla lentamente debida a la actividad de las fasciolas adultas en
los conductos biliares, estas producen colangitis hiperplastica, obstruccion biliar,

destruccion del tejido hepatico, fibrosis hepatica y anemia (Quiroz, 2011).

El sindrome clinico mas frecuente es la forma cronica; y afecta
principalmente a los animales jovenes. Los signos clinicos mas frecuentes son
pérdida de peso, anorexia y palidez de las mucosas (Cordero et al., 1999).
Aparicion de varios animales jovenes muertos en el rebafio en posicion de cubito

pectoral, los ollares apoyados sobre el suelo. Dolor a la palpacion del
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hipocondrio derecho, distencion abdominal, problemas digestivos de tipo
indigestion, algunas veces con diarrea; ictericia, atonia ruminal, diarrea,
estrefiimiento con apetito variable, disminucién de la produccion de leche,
reduccion del proceso reproductivo (Quiroz, 2011). Los animales afectados se
muestran poco vivaces a veces letargicos, el edema submandibular y la ascitis

no son caracteristicas constantes (Cordero et al., 1999).

El diagndstico se puede realizar por observacion de la signologia, la
utilizacibn de técnicas especificas (biopatoldgicas, parasitologicas e
inmunoldgicas) y los hallazgos de necropsia (Cordero et al., 1999). La técnica
mas utilizada es la parasitologica, utilizando el método de sedimentacion,
haciendo el recuento de huevos en la materia fecal (Nari y Fiel, 2001; Kassai,
2002). Los métodos de sedimentacion se basan en la mayor densidad de los
huevos de los trematodos que los detritus que se hallan en las heces, lo que
permite concentrarlos en el sedimento tras repetidos lavados. La adicion de un
colorante de contraste al sedimento permite destacar el color amarillo dorado de
los huevos (Cordero et al., 1999). La técnica de sedimentacion natural
modificada por Rojas y Torrel tiene una sensibilidad de 93%, especificidad de

91% (Rojas et al., 2013).

Control

La erradicacion de F. hepatica no es posible en el momento, pero si es
posible lograr un control de las poblaciones del parasito. Los programas de
control ademés de la utilizacion de drogas antihelminticas, esta basado en el
manejo como medidas complementarias, destinadas a prever o limitar el

contacto entre el parasito y su huésped definitivo o intermediario. Una estrategia
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integral de control debe tender a reducir el namero de F. hepatica en el huésped
definitivo, para disminuir la contaminacion de los caracoles y evitar la

coincidencia huésped-parésito utilizando medidas de manejo (Nari y Fiel, 2001).

La forma més importante y generalizada de profilaxis en todo el mundo
es la aplicacion estratégica de fasciolicidas que eliminan los parésitos de los
animales infectados y que también contribuye a la reduccion de la
contaminacion de los pastos. El drenaje de las zonas encharcadas donde existen
caracoles Lymnea puede ser el método més eficaz a largo plazo. La construccion
de bebederos adecuados alejaria a los animales de las zonas humedas. La
rotacion de pastos o de hospedadores con el fin de reducir el riesgo de infeccion

(Cordero et al., 1999).

El tratamiento para la Fasciolosis hepatica tiene el objetivo de destruir a
las fasciolas inmaduras en migracion y a las fasciolas adultas que se localizan en
los conductos biliares. Para este fin hay distintos productos como Clorsuldn,
Closantel, Nitroxinil, Triclabendazol, Rafoxanide entre otros (Merck y CO,
1988). La eleccion del farmaco debe basarse en el conocimiento de su eficacia
frente a las diferentes fases del desarrollo de F. hepatica; y la epidemiologia
local, que nos permite conocer cuando es mayor el riesgo de infeccion (Cordero

et al., 1999).

Closantel, pertenece a la familia salicilanilida, su mecanismo de accion
consiste en bloquear las rutas energéticas en especial el de desacoplar la
fosforilacién oxidativa por aumentar la permeabilidad de las mitocondrias
(Adams, 2003), causando graves trastornos en el metabolismo del parasito, que

muere en uno o dos dias. En las fasciolas sobrevivientes maduras o inmaduras
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produce un efecto atrofico que imposibilita sus funciones de crecimiento y
reproduccion. El farmaco dafia el tegumento, causando erosiones en las
fasciolas adultas. Con una sola dosis 10 mg/kg, via oral, su eficacia es de 100%
contra Fasciola hepatica y F. magna maduras, y de 85% contra inmaduras; es
ineficaz contra Paramphistomum sp (Basso et al., 1987; Sumano y Ocampo,

1997; Adams, 2003).

El Closantel se une a las proteinas del plasma, principalmente a la
albumina, y tiene una prolongada vida media terminal de 14,5 dias. Aumenta la
eficacia contra F. hepatica cuando las formas recién maduras entran en el
conducto biliar. Es excretado por las heces en un 80% y menos del 0,5% en la
orina (Adams, 2003). Tiene una vida media de dos a tres semanas. Se detecta en
plasma hasta 90 dias pos administracion (Sumano y Ocampo, 1997). El periodo
minimo de retiro es de 30 dias tanto para ordefio o sacrificio de los animales para

consumo humano (Sumano, 1996).

En bovinos y ovinos la dosis terapéutica es de 10 a 15 mg/kg, via oral
(Sumano y Ocampo, 2006; Basso et al., 1987; Adams, 2003). No afecta los
parametros reproductivos (Sumano y Ocampo, 1997). Puede administrarse a
hembras en cualquier etapa de gestacion y animales muy debilitado (Sumano,
1996). Con una dosis 5 veces mayor que la terapéutica se observan signos de

toxicidad.

El antihelmintico salicilanilida Closantel interfiere con la sintesis del
ATP en la Fasciola hepatica, posiblemente al actuar como un protonéforo y por
lo tanto desacoplando la fosforilacion oxidativa mitocondrial (\Van den Bossche

et al.,1985).
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Nuestros datos sugieren que la interferencia del Closantel con
mecanismos que regulan el pH intracelular de los treméatodos, puede explicar, en

parte, su accién antiparasitaria en ciertos treméatodes (Pax y Bennett, 1989).

Se postula que Closantel, uno de los antihelminticos perteneciente al
grupo de las salicilanilidas, actta principalmente como desacoplador de la
fosforilacion oxidativa en trematodos, aunque el efecto inicial puede estar en la
glucdlisis (Fairweather y Boray, 1999; Kane, et al., 1980; Rohrer, et al., 1986;

Van den Bossche, et al., 1979).

Closantel causa una rapida parélisis espastica de la F. hepatica, lo cual
puede reflejar cambios en los niveles de iones de calcio dentro de las células
musculares, en lugar de la interrupcion del metabolismo energético (Fairweather,
1997; Fairweather y Boray, 1999; Skuce y Fairweather, 1990). Este efecto
paralizante de Closantel en duelas puede ser la accién mas significativa, ya que
puede causar desprendimiento de la fuente de alimento (vasos sanguineos en la
pared del conducto biliar) y probablemente inhibe la accion de bombeo de los
musculos faringeos, ambos efectos conducen al hambre, estrés metabdlico y
movilizacion forzada de las reservas de glucdgeno en el parénquima

(Fairweather y Boray, 1999).

Existe evidencia convincente de que las salicilanilidas provocan un
desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa en la fasciola por los fenoles. Los
cambios metabdlicos observados tanto en vivo como en los estudios in vitro son
caracteristicos de tal accion. Incluyen una estimulacion del consumo de oxigeno,
aumento de la captacién de glucosa, disminucion del contenido de glucégeno,

cambios en productos intermedios respiratorios, aumento en la relacion
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oxaloacetato:malato, aumentado la formacion del producto final y disminucion

de la sintesis de ATP (Boray, 1986).

Sobre las salicilanliidas se sabe que un nimero de cambios morfolégicos
evidentes en el sincitio y subyacentemente en los cuerpos celulares son
compatibles con un tipo de desacoplamiento de inhibicion metabdlica,
concretamente deformacion de mitocondrias, vesiculacion y reduccion del
complejo de Golgi, dilatacion del reticulo endoplasmico granular (REG) cisterna
y reduccion en el namero de cuerpos secretores (Verheyen et al., 1980; Skuce,

1987; Skuce y Fairweather, 1990).

Se describen los modos de accion de fasciolicides,. Closantel y otras
salicilanilidas interfieren con el metabolismo energéetico al desacoplar la
fosforilacion oxidativa en la Fasciola. Se cree que otros fasciolicidas tienen una
accion metabolica sobre los fenoles halogenados (a través del desacoplamiento)
y Clorsulén (a través de la inhibicién de la glucdlisis), pero la evidencia directa
es deficiente. Los benzimidazoles (en particular, Triclabendazol) se unen a la
tubulina de la fasciola y destruyen los procesos basados en microtabulos. Los
diafenetidas inhiben la sintesis de proteinas en la fasciola. Otras potenciales
acciones pueden contribuir en general a la eficacia de la droga. En particular,
una cantidad de fasciolicidas pertenecientes al grupo de salicilanilidas, fenoles,
dianfenetidas inducen a una paralisis rapida del trematodo, por lo que su accion
puede tener una base neuromuscular, aunque las acciones permanecen mal
definidas. Se ha detectado resistencia a salicilanilidas y Triclabendazol en el
campo, aunque la resistencia a los medicamentos no parece ser un problema
importante todavia. Estrategias para minimizar el desarrollo de resistencia
incluye el uso de combinaciones de drogas sinérgicas, junto con el disefio de
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programas de gestion y la bldsqueda de alternativas a los medicamentos, en

particular vacunas.

Tabla I. Antihelminticos con actividad contra F. hepatica

Fasciolicida Dosis mg/kg Actividad contra F. hepatica
Dvinos Bovinos [1-4 semanas -8 semanas jdultos [tilizable en
lactacion
Salicilanilidas:

Oxiclonaxida 15 10 - +/- + +
Brotianida 5.6 ND - +/- + -
Rafoxanide 7.5 7.5 - +/- +
Closantel 10 5 - +/- + -

Bianilidadas

Dianfenetida 105 ND + + +/-

Bencimidazoles

Albendazol 7.5 10 - - + +

Netobimin 20 20 - - + +
Triclabendazol 10 12 + + + -

Sulfamidas
Clorsulon NA 2s.c. - +/- + +

Nitrofenoles

Nitroxinil n0 s.c. 10 s.c. - +/- + -
Bifenoles
tionol sulféxido 60 60 - - + +
Fenoxialcanos
Dianfenetida 0-120 ND +/- + + -
ND: no disponible fuente: Becerra 2001 s.c: Subcutanea.
Tabla Il

Eficacia de farmacos contra Fasciola hepatica en ovinos a dosis recomendadas

Edad de fusciola en semanas

Fdrmaco 2?2 3 4 5 4 7 & 9 10 1 12 I3 I
Bithionol, Hexaclorofeno, 50-70% 30-99%
Oxyclozanida, Niclofolan,

Albendazol

Clorsulon+Ivermectin (Iyeccion)

Clorsulon (oral) | 90-99%

Nitroxynil, Closantel 50-90% 81-00%
Rafoxanida 50-90% 91-09%

Triclabendazol | 90-99% 90-100%

Diafenetida | 100-91% | 80-50%

(Fairweather y Boray, 1999).
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2.3

Resistencia a los antihelminticos

El fendbmeno de la resistencia a los compuestos antihelminticos
constituye un problema de alcance mundial involucrando a todas aquellas
regiones que permiten el desarrollo de la ganaderia bajo pastoreo. En forma
periddica, se publican informaciones de campo, aspectos moleculares y
genéticos de la resistencia y a su vez, se sugieren medidas y acciones tendientes
a disminuir el riesgo en aquellos lugares en donde todavia el problema no se ha
instalado de acuerdo con los métodos de diagnostico disponibles en la préactica

(Steffan et al., 2014).

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, como por ejemplo menor al 95% de
efectividad; siendo la heredabilidad de la resistencia la caracteristica mas

importante de este fendmeno (Kassai, 2002; Marquez, 2007).

La resistencia puede ser intrinseca o adquirida. Un parasito que es
naturalmente o innatamente insensible al efecto de una droga es intrinsecamente
resistente. Este fendmeno puede deberse a la falta del receptor o a que la droga
no puede entrar a la célula y asi llegar a su sitio de accion. Por ejemplo, los
trematodes y cestodes son intrinsecamente resistentes a la accién de los farmacos
endectocidas. La resistencia adquirida se da cuando poblaciones que son
inicialmente susceptibles a la accién de un farmaco, dejan de serlo tras la

ocurrencia de cambios genéticos heredables de generacion en generacion. Es
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percibida cuando una droga que es inicialmente efectiva para un fin terapéutico

determinado deja de serlo (Marquez, 2007).

Los mecanismos que operan estas modificaciones genéticas en

resistencia adquirida son:

e Mutacion, donde el ADN de una célula susceptible sufre una alteracion que
induce modificaciones en la produccion o funcion normal de un componente
celular, que es crucial para que la droga produzca su efecto farmacoldgico; la
mutacion va siempre acompariada de seleccion hacia la poblacién mutante o
resistente, entonces las generaciones proximas seran hijas de las resistentes;

e Amplificacion genica, existe una multiplicacion exagerada de ciertos genes
que inducen a la célula a sintetizar cantidades elevadas de un producto celular
normal, de relevancia en la accion de una droga, lo que las convierte en
resistentes a concentraciones de dicha droga que son altamente efectivas bajo
condiciones normales;

e Transferencia génica, un organismo susceptible adquiere de otro, material
genético que induce resistencia hacia el efecto de una droga o grupo de

drogas.

Clasificacion. Dependiendo, si la resistencia ocurre para una 0 mas
drogas de igual o diferente modo de accion se presentan los siguientes tipos de

resistencia:

e Resistencia paralela. Se presenta cuando los individuos de una poblacién
resistente a una sustancia quimica son también resistentes a otro compuesto

que tiene similar mecanismo de accién.
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Resistencia cruzada. Se presenta cuando involucra sustancias quimicas de
diferentes mecanismos de accion.
Resistencia multiple. Se presenta cuando los parasitos son resistentes a mas

de dos grupos de antihelminticos diferentes (Méarquez, 2007).

Aspectos bioquimicos de la resistencia. Las modificaciones genéticas
que confieren resistencia se traducen en diferentes modificaciones bioquimico-
moleculares que determinan la disminucién del efecto de un farmaco en la célula
u organismo resistente. Estas alteraciones moleculares representan las bases
farmacoldgicas por el cual se genera el fendmeno de resistencia, y se pueden

resumir tal como sigue:

e Cambios celulares estructurales y/o funcionales que modifican la captacion
(llegada) de wuna droga al sitio de accion o incrementan su
metabolismo/inactivacion y/o eflujo celular, afectando la capacidad de la
droga para acumularse intracelularmente;

e Alteracion de sistemas enzimaticos necesarios para que se produzca el
efecto farmacoldgico de la droga;

e Alteracion de los receptores celulares, por disminucion en el nimero o en su
afinidad, lo cual afecta la union del farmaco con su sitio de accion y, por lo
tanto, su efecto farmacoldgico;

e Variaciones en diferentes procesos celulares que compensan o contrarrestan

el efecto inducido por un farmaco.

Desarrollo de la resistencia. Para minimizar las consecuencias de los
efectos devastadores de los parasitos y sumado al costo relativamente bajo, los

compuestos antiparasitarios comenzaron a utilizarse rutinariamente en forma
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sistematica y a cortos intervalos (Anziani y Fiel, 2004). Con esta metodologia
empirica y simplificada de control, se produce una “alta presion de seleccion”
donde la progenie de los pardsitos sobrevivientes a los tratamientos
genéticamente resistentes comienza a ser paulatina y proporcionalmente méas
importantes y asi, conformar la mayor proporcion de paréasitos resistentes en las
poblaciones en “refugio” presentes en el medio ambiente, ej. deposiciones

fecales, pastura y suelo (Steffan et al., 2014).

El surgimiento y la velocidad de desarrollo de la resistencia es un
fendmeno complejo que involucra factores internos (propios del parasito) y
externos controlados por el ser humano. Dentro de los primeros se encuentran
las caracteristicas genéticas de los parasitos como el tipo de heredabilidad,
dominancia, nivel de resistencia, habilidad biolégica, potencial biotico, intervalo
entre generaciones, estado expuesto a la droga y la proporcion de la poblacion en

refugio.

Los factores externos u operacionales tienen que ver con el mecanismo
de accion de las drogas, su grado de eficacia, frecuencia de tratamientos, dosis,

rotaciones y formas de manejo de los animales (Méarquez, 2007).

Deteccion de la resistencia antihelmintica. Cualquiera sea el método
utilizado para la deteccidn de resistencia antihelmintica, la correcta anamnesis se
impone como un elemento imprescindible para establecer la posibilidad cierta de
resistencia. Es primordial la informacion acerca de categoria animal, manejo del
pastoreo, plan sanitario, pero sobre todo resulta fundamental el historial de
desparasitaciones de los Gltimos 2-3 afios, con un detalle minucioso de la

frecuencia de uso, los principios activos, el nombre comercial y las dosis
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utilizadas (Fiel et al., 2011). Se sospecha que en un rebafio hay resistencia
cuando la respuesta clinica después de un tratamiento es menor al 95% de
efectividad; y antes de que la falla de un antihelmintico sea detectada por los
signos clinicos, la seleccién para resistencia ya ha ocurrido. Existen varias
técnicas para detectar resistencia, pero la  prueba de reduccion de huevos
fecales, es la mas comdn, la cual provee una estimacion de la eficacia
antihelmintica mediante la comparacién de recuentos de huevos en heces de
animales antes y después de los tratamientos (Marquez, 2007). Sin dudas el méas
simple, efectivo, econdémico y practico de todas las técnicas de diagnostico es el
Test de Reduccion del Conteo de Huevos (T.R.C.H.) en materia fecal, puede ser
utilizado en rumiantes, equinos y porcinos, con todo tipo de antihelminticos y
con todas las especies de nematodos cuyos huevos sean eliminados con la
materia fecal. Provee una estimacion de la eficacia antihelmintica clinica ante
infecciones naturales a través de la comparacion de los conteos de huevos por
gramo de materia fecal en animales, antes y después del tratamiento

antihelmintico (Fiel et al., 2011).

Control de la resistencia. El control de la resistencia, para retardar su
inicio o para disminuir su velocidad, esta desarrollado con los métodos
disefiados para el control de helmintos, los cuales estan siendo enfocados cada
vez mas en mantener bajos los niveles de la poblacion de parasitos que no
afecten la produccién de los rumiantes, y menos en eliminar los parasitos adultos
de los huéspedes, siendo la adopcion de medidas que reduzcan la frecuencia de

los tratamientos el eje central de las recomendaciones.

A pesar de los importantes avances alcanzados en la caracterizacion
molecular y genética poblacional de la resistencia de parasitos a la accion de
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2.4

drogas antihelminticas, tenemos aln muchas dificultades para proponer
soluciones concretas, tendientes a frenar el desarrollo del fendémeno de
resistencia en condiciones practicas. En general se pueden hacer las siguientes
recomendaciones: Rotacion de antihelminticos con mecanismos de accién
diferentes a intervalos de uno a dos afios, utilizacion minima de antihelminticos
dosificacion exacta de animales basada en el peso individual, tratamiento
inmediato de animales recientemente adquiridos, fomentar la cria de animales
que han resultado ser genéticamente resistentes, manejo del pastoreo,
diagnostico adecuado, control de calidad del farmaco, medidas de cuarentena,
educar a los médicos veterinarios de campo y ganaderos sobre la resistencia

frente a los antihelminticos y su control (Marquez, 2007; Steffan et al., 2014).

Pruebas de diagndstico de resistencia de Fasciola hepatica a los

antihelminticos (Ueno y Gongalves, 1998).

Para la comprobacion de eficacia de un antihelmintico contra la
Fasciolosis se usa la técnica de necropsia como prueba critica, ya que sus
resultados son mas seguros, pero siempre debe tenerse en cuenta una alta
infeccidn artificial a los animales con metacercarias de Fasciola en igual nimero

y los animales deben tener edades semejantes.

Prueba critica:

Después de aproximadamente 60 dias de haber sido confinados los
animales, se espera que las ultimas metacercarias de F. hepatica que pudieran

haber ingresado ya pasaron a ser adultas y empiecen a poner huevos. Siete a diez
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dias después, se aplica el antihelmintico a los animales del grupo a tratar,

previamente debe de registrarse el hpg pre dosificacion.

Entre 5-7 dias pos dosificacion, realizar el hpg diariamente hasta un dia
de la necropsia. Este control coproldgico tiene la finalidad de observar la
fluctuacion de la produccion de huevos. Luego, hacer la necropsia para detectar
los parasitos que pueden encontrarse en el higado. Esto se hace para comprobar
la accién antihelmintica sobre las formas adultas y ver su accion letal sobre los

parasitos.

Prueba coproldgica

Para realizar esta prueba en Fasciolosis se recomienda un nimero mayor
de animales respecto a la prueba critica. Se debe usar entre 6 y 7 ovinos en un
area contaminada para la aplicacion del antihelmintico y el mismo ndmero como
grupo control. Para la conformacion de los grupos se seleccionara los animales
cuya suma de huevos por gramo de heces (hpg) determinados por los métodos de

sedimentacion, sean similares.

Siete dias antes o el mismo dia de la administracion del antihelmintico,
hacer un hpg tanto del grupo a tratar como al grupo control. Dos semanas pos

dosificacion, realizar un nuevo hpg.

La evaluacion de la prueba coprolégica es determinada por la
comparacion del nimero de huevos encontrados en las heces de los animales
tratados, antes de la aplicacion antihelmintica y después de 2 semanas de la

dosificacion.
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CAPITULO Il

DISENO DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

3.1 Localizacion

La investigacion se realiz6 en la Ciudad Universitaria de la Universidad
Nacional de Cajamarca, en las instalaciones de la Facultad de Ciencias
Veterinarias, las pruebas coproparasitoscopicas en el Laboratorio de
Parasitologia Veterinaria, el sacrificio y necropsia en el Camal Municipal de la
ciudad y el analisis de higado en el Laboratorio de Inmunologia de la Facultad
de Ciencias Veterinarias, que presenta las caracteristicas geograficas y

climatoldgicas siguientes: 1(*)

Altitud : 2536 msnm
Latitud sur D 7°10°

Longitud oeste . 78°3(°

Clima : Templado seco
Temperatura minima promedio anual  : 8,4°
Temperatura maxima promedio anual : 20,0°C
Temperatura promedio anual . 15,2°C
Precipitacién pluvial anual . 629 mm
Humedad relativa promedio anual . 62,58%
Presion barométrica : 740,5 milibares

! Datos proporcionados por SENAMHI-Cajamarca 2018



3.2

3.3

Tipo de Investigacion

Aplicada, experimental, explicativa y transversal.

Unidad de anélisis, poblacién y muestra

La poblacién en estudio estuvo conformada por un total de 10 ovinos de
los cuales, 05 (A) como grupo control y los otros 05 (B) como grupo
experimental, segun lo recomendado por la Asociacion Mundial para el Avance
de la Parasitologia Veterinaria (W. A. A. V. P.) segunda edicion de directrices
para evaluar la eficacia de los antihelminticos en rumiantes (bovinos, ovinos,

caprinos).

3.1 Tipo y descripcion del disefio de contrastacion

La investigacion se desarrollé en dos experimentos: Uno, mediante la
prueba coproldgica (test de reduccion del conteo de huevos =TRCH) y otro con

la prueba critica por necropsia.

Prueba coproldgica FECRT (Test de Reduccion del Conteo de Huevos):

Para ello, se utilizaron 10 ovinos homogenizados y se conformaron dos
grupos (A 'y B) de 5 animales cada uno. En los mismos grupos se registraron un
Hpg pre tratamiento que se considerd el dia cero y otro en el dia 16 pos

tratamiento.

Prueba critica por necropsia:
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Se utilizé los 10 ovinos, con los cuales aleatoriamente se conformaron

los dos grupos de 5 animales cada uno (n=>5 tratados o grupo experimental y n=5

no tratados o grupo control).

METODOLOGIA

Prueba coproldgica (Test de Reduccion del Conteo de Huevos =

FECRT): Este test se llevo a cabo en dos etapas de trabajo, una en campo y otra

en el laboratorio:

Trabajo de Campo: Se llevé a cabo en tres etapas:

Primera etapa. Se realizaron las siguientes actividades:

Identificacion de los animales. Se llevo a cabo mediante el aretado de todos
los ovinos.

Primera recoleccion de muestras de heces. Se extrajo del recto
aproximadamente 50 g y se les realizé un examen coproparasitolégico, con la
finalidad de cerciorarnos de que todos los animales se encontraban parasitados
naturalmente con F. hepatica, como no fue asi, se procedié a infectar los
ovinos negativos en forma artificial con metacercarias obtenidas en el
Laboratorio de Inmunologia, Grupo de Investigacion en Trematodes.
Permanencia y alimentacion. Todos los ovinos permanecieron en las
instalaciones un total de 94 dias y fueron alimentados exclusivamente con
heno de alfalfa, a partir del dia 73 con la finalidad de estar seguros de que no

volveran a re infectarse; y se esperd un total de 77 dias para asegurarnos que
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las fases larvarias de F. hepatica que pudieran encontrarse en ellos, llegaran a
su fase adulta en los conductos biliares.

e Formacion de los grupos A y B. A las 11 semanas de permanencia de los
ovinos pos infeccién se formaron los grupos, para lo cual se les realizd un
HPG (Recuento de huevos) a cada uno, de modo que cada grupo tenga una
sumatoria de huevos similares y sean homogeneos. Asi, el grupo control tuvo

una sumatoria de 45 huevos de Fasciola hepatica y el tratado 44.

Segunda etapa. Se llevaran a cabo las siguientes actividades:

e [Estimacion del peso vivo. Se realiz6 con ayuda de una balanza eléctrica.
e Dosificacion con Closantel. Se efectué al dia siguiente de haberse

conformado los grupos y solo para los ovinos del grupo B (tratado).

Tercera etapa. Se realizd un hpg a los 16 dias pos dosificacion. La
extraccion de la muestra de heces fue similar al muestreo pre dosificacion, tanto

para el grupo A como para el B.

e Trabajo de Laboratorio: La carga parasitaria se determind mediante la
técnica de Sedimentacién Natural Modificada por Rojas y Torrel, que tiene
una sensibilidad en ovinos del 79% y una especificidad del 83% (Rojas et al.,

2015) y que se lleva a cabo mediante el siguiente protocolo:

Materiales y equipo:

e Balanza de precision.
e Vasos plasticos de 400 mL de capacidad.

e Vasos de vidrio conico de 260 mL de capacidad.
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Embudo con malla metélica de 80 hilos/pul.

Placas Petri de 10 centimetros de diametro, con lineas paralelas de 1
centimetro de separacion.

Estereoscopio con luz incorporada.

Agitador eléctrico (batidora de mano).

Estilete (aguja N° 22 x ¥ pulg.).

Mortero de madera.

Técnica:

e De la muestra total de heces (aproximadamente 50 g), se tritura en un
mortero de madera y luego se pesa 1 g de heces, lo que es llevado a un vaso
de plastico de 400 mL de capacidad.

e Agregar aproximadamente 200 mL de agua de cafio, homogenizar la
muestra con un agitador eléctrico (batidora de mano), por un tiempo
aproximado de 10 segundos.

e Pasar por un embudo con malla metélica de 80 hilos por pulgada hacia otro
vaso de vidrio de forma cénica de 250 mL de capacidad, agregar mas agua
de cafio hasta llenar a 1 cm del borde del vaso.

e Dejar reposar por 5 minutos.

e Decantar el sobrenadante dejando aproximadamente 15 mL de sedimento en
el vaso.

e Trasladar el sedimento a una placa petri con rayas paralelas a 10 mm de
distancia entre ellas.
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e Colocar 3 gotas de lugol fuerte, esperar 5 minutos para colorear los huevos.

e Observar el sedimento en el esteroscopio a 16 aumentos.

Es necesario

separar las fibras vegetales con un estilete (aguja N° 22 x %2 pulgada) para

mejor observacion.

Calculo del Hpg

Para la determinacion del namero de huevos por gramo de heces (Hpg),

se contd el nimero total de huevos encontrados en toda el area de la placa Petri.

e  Calculo de la dosis terapéutica del Closantel. Se obtuvo multiplicando el
peso vivo del animal por la dosis de 10 mg/kg v el resultado se dividio entre
la concentracion del fasciolicida, teniendo en consideracién que un cc del
producto comercial contenia 10 mg de Closantel, el cual tenia una
concentracion del 10%. EI antiparasitario para su dosificacion se
proporciono en mL.

° Registro de datos. Cada animal fue registrado con los siguientes datos:
Identificacion, edad aproximada, peso vivo, huevos por gramo de heces
(Hpg pre dosificacion y pos dosificacion), dosis terapeutica.

GRUPO CONTROL
o | dentigaa | Pesovio | Dosis | BR9 |
pre dosif. pos dosif.
1
5
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GRUPO TRATADO

o : : (Hpg) (Hpg)
N . Peso vivo Dosis . .
. Identidad Dia 0 Dia 16
animales (ko) (mL) pre dosif. pos dosif.
1
5

e Calculo del porcentaje de eficacia del Closantel. Se aplicd la formula de

Porcentaje de Eficacia segun lo sefialado por Ueno y Gongalves, (1998).

Donde:

‘VE—C 100
0E = x

C=

%E : Esel Porcentaje de eficacia.

C : Es la diferencia de A — B.

A-B

A : Es el nimero de huevos encontrados en el grupo control.
B : Es el nimero de huevos encontrados dia 16 pos dosificacion.
Prueba critica por Necropsia, (conteo de Fasciola hepatica adultas en
el higado).

En el dia 19 pos dosificacion se realizo la necropsia de los 10 ovinos, con

la intencion de recolectar los parasitos que pudieran encontrarse en cada higado.
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En la necropsia, se obtuvo el higado, en el cual se practicaron cortes
longitudinales a traves de los conductos biliares con la finalidad de recuperar las

fasciolas adultas.

La eficacia absoluta fue calculada mediante la siguiente formula:

ok ="
C
Donde:
C = Promedio de vermes en el grupo control;
T = Promedio de vermes en el grupo tratado (Kassai, 2002).

3.4  Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Los datos obtenidos seran procesados mediante una prueba de z de

proporciones.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1. Eficacia del Closantel en el control de Fasciola hepatica en ovinos evaluada
mediante la técnica de sedimentacion natural modificada por Rojas y Torrel en el dia 16
pos dosificacion. Cajamarca 2018.

No. Animales Grupo control Grupo tratado
HPG dia 16 p.d. HPG dia 16 p.d.

1 30 00

2 02 0

3 14 02

4 92 00

5 13 00

Total 151 02

Eficacia 98,7%

Tabla 2. Eficacia del Closantel en el control de Fasciola hepatica en ovinos evaluada
mediante la prueba por necropsia, dia 19 post dosificacion Cajamarca 2018.

Grupo control Grupo tratado
Animales No. Fasciolas adultas Fasciolas adultas

No. No.

1 17 00

2 01 00

3 17 00

4 23 00

5 02 00

Total 60 00

Eficacia 100%




Los resultados encontrados en el presente trabajo de investigacion demuestran
que la eficacia del Closantel 10% en el control de Fasciola hepatica en ovinos
encontrado mediante la aplicacién de la técnica de Sedimentacion Natural modificada
por Rojas y Torrel fue del 98,7% (Tabla 1), y mediante la prueba Critica por Necropsia
fue del 100% (Tabla 2); no existiendo diferencia significativa estadisticamente, lo cual
pueda deberse a que la técnica de sedimentacion natural modificada por Rojas y Torrel

tiene una alta sensibilidad (93%) y una alta especificidad (92%) (Rojas et al, 2013).

Como se aprecia en la tabla 1 y 2, todos los ovinos del grupo control que dieron
positividad al contaje de huevos, también salieron positivos al contaje de fasciolas
adultas, sin embargo de los 05 ovinos que conformaron el grupo tratado con Closantel
10% uno resultd positivo a la presencia de huevos (2 hpg) en el dia 16 pos tratamiento
(Tabla 1), aunque a la necropsia ninguno presentd fasciolas adultas en los conductos
biliares ni en la vesicula biliar, este hallazgo de huevos nos inclina a pensar que en el
futuro deberia seguirse la recomendacion de Ueno y Goncalves (1998), quienes
recomiendan que un nuevo Hpg deberia realizarse a las cuatro o cinco semanas pos

dosificacion.

La eficacia del Closantel, obtenida en la presente investigacion concuerda con lo
reportado por Rojas, (2017), quien mediante infeccidn artificial en conejos determino
una eficacia del 100%, del mismo modo es similar al trabajo realizado por Guerrero

(1984), quien indica haber encontrado un 99,5% de efectividad en ovinos.

De igual manera nuestro resultado es similar a lo obtenido por Lee et al. (1996),
quienes utilizando la misma dosis en cabras, encontré 97,8 % de eficacia al examen

fecal a la tercera semana postratamiento.

Sin embargo, en lo referente al recuento de fasciolas adultas al post mortem,

nuestros resultados son diferentes a lo hallado por Montes et al. (1987), quien reporta
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una eficacia del 92,2%, diferente al 100% de eficacia hallada en la presente
investigacion, lo cual podria deberse a que en el trabajo del autor referido se utiliz6

como dosis 5 mg/Kg, la mitad de la dosis usada por nosotros.

36



CAPITULO V

CONCLUSIONES

Se concluye que:

La eficacia obtenida con Closantel 10% en dosis de 10 mg/kg pv via oral en el
control de Fasciola hepatica en ovinos del valle de Cajamarca medida mediante el test

de reduccion de conteo de huevos (T.R.C.H.) fue del 98,7%.

La eficacia obtenida con Closantel 10% en dosis de 10 mg/kg pv via oral en el
control de Fasciola hepatica en ovinos del valle de Cajamarca medida mediante la

necropsia fue del 100%.
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Anexo 1. Fotografias

Fig 2. Homogenizando diluciones

o

Fig 3. Observando metacercarias antes Fig 4. Proporcionando cépsula con
de la infeccion metacercarias
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Fig 5. Administrando agua para pasar la capsula

TESTIGO

Sl

Fig 8. Vista ventral de higado de un Fig 9. Tesista realizando el corte hepatico
tratado
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Fig 10. Fasciola recuperada después del Fig 11. Fasciolas recuperadas del higado del
tratamiento con agua caliente. testigo de arete n° 107

Fig 12. Fasciolas recuperadas del higado Fig 13. Fasciolas recuperadas del higado del
del testigo de arete n® 112 testigo de arete n° 05
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Anexo 2.

Infeccion experimental de ovinos con metacercarias obtenidas invitro a partir de

huevos de cepas de Fasciola hepatica de bovinos del valle Cajamarca por Cristian

Hobéan Vergara.

Materiales:

- Cépsulas de gelatina - Estereoscopio
- Guantes - Pinzas

- Placas Petri rayadas. - Bisturi
Protocolo:

Las metacercarias enquistadas en bolsas de polipropileno y guardadas en agua
destilada en refrigeracion son trasladadas a placas Petri plasticas y llevadas a

observacion bajo estereoscopio.

Se posicionan de tal manera que las lineas de la placa nos sirvan para poderlas

contar.

Una vez obtenido el nimero de metacercarias se presiona con la pinza la bolsa,
de Modo que no se mueva y con el bisturi se procede a realizar un corte evitando

tocar las metacercarias siempre con la ayuda del estereoscopio.

Con ayuda de una pinza se sostiene el retazo de plastico cortado conteniendo las

metacercarias y este es colocado en una capsula de gelatina.

Las cépsulas son trasladadas al lugar en donde se encuentran los ovinos. Con
ayuda de una pinza mayo se sostiene con cuidado la capsula, se sujeta al animal,
se le abre la boca con cuidado y se coloca la capsula sobre la lengua, al fondo de
la boca y se deja deglutir, inmediatamente se le proporciona agua con una
jeringa de 60 mL. Finalmente se confirma que la capsula haya sido tragada por

el ovino.
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Anexo 3.

Dosificacion de ovinos via oral con Closantel 10% en dosis de 10 mg/kg pv

Materiales y equipos:

- 05 ovinoss positivos a F. hepética infectados natural o experimentalmente.
- Closantel 10% en suspension.

- Jeringa de 10 mL de capacidad

- Jeringa de tuberculina con capacidad de 1 mL.

- Balanza digital.

- Guantes quirurgicos.

Protocolo:

1. Ovinos positivos a F. hepatica,

2. Pesar individualmente a los ovinos.

3. Calcular la dosis terapéutica en mL para cada ovino en relacion a dosis de mg/kg pv,
peso vivo y concentracion del Closantel 10%.

4. Cargar en la jeringa de 10 ml la dosis de Closantel 10% que corresponda en mL.

5. Cargar en la jeringa de tuberculina la dosis en décimas de mL de Closantel 10% que
correspondia.

6. Sujecion del ovino. Una persona sujeta al ovino y lo coloca en posicion de sentado y
con las dos manos le abre la boca.

7. Suministro de la dosis de Closantel via oral a cada ovino. Una persona introduce la
jeringa entre el espacio interalveolar del maxilar a nivel de la base de la lengua y se

procede a suministrar via oral la respectiva dosis, observando que haya deglutido.
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Anexo 4.

Obtencion de Fasciola hepatica adultas en higados de ovinos mediante necropsia
Materiales y equipos:
- Cuchillo.
- Equipo de diseccion (tijeras punta recta, mango y hoja de bisturi,
pinzas punta roma y punta diente de raton, estilete).
- Papel y plumon punta fina.
- Placas Petri de vidrio.
- Baldes.

Protocolo:
1. Sacrificio de los ovinos previamente identificados, mediante deguello
en el Camal Municipal.

2. Obtener el higado, colocarlo cada higado en una bolsa plastica de color

blanco previamente identificado con plumon de color negro.
3. Llevar las visceras al Laboratorio de Inmunologia de la F.C.V.

4. Colocar el higado con su identificacion en una fuente metélica
mostrando su superficie visceral y con un bisturi cortar a través de los
conductos biliares y colectar las fasciolas adultas con una pinza punta

roma.

5. Abrir con un bisturi la vesicula biliar y vaciar su contenido en busqueda

de fasciolas adultas.

6. Siempre con el bisturi, trozar en cuadrados pequefios el resto del higado
y depositarlo en un balde con agua tibia, en donde se procede a
presionarlo con cierta fuerza a fin de obtener las fasciolas adultas que
hayan podido quedar, para lo cual todo el contenido del recipiente es

vaciado en una fuente metélica.
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Anexo 5.

Cuadros

Cuadro 1. Recuento de huevos de Fasciola hepatica en ovinos del grupo control en la
pre y pos dosificacién

H.P.G.
No. Animales | Identificacién Dia 0 Dia 16
Pre dosificacion Pos dosificacion
1 111 13 30
2 103 02 02
3 05 03 14
4 107 24 92
5 112 03 13
Total 45 151

Cuadro 2. Recuento de huevos de Fasciola hepatica en ovinos del grupo tratado en la
pre y pos dosificacion con Closantel 10%.

H.P.G.
No. Animales | Identificacion Dia 0 Dia 16
Pre dosificacion Pos dosificacion
1 083 09 00
2 04 03 00
3 06 04 02
4 01 16 00
5 03 12 00
Total 47 00

Cuadro 3. Recuento de Fasciola hepatica en ovinos del grupo control en el dia 19 pos
dosificacion con Closantel 10%.

Animales |dentificacion No Fasciolas
No.
1 111 17
2 103 01
3 05 17
4 107 23
5 112 02
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Total 60

Cuadro 4. Recuento de Fasciola hepatica en ovinos del grupo tratado en el dia 19 pos
dosificacion con Closantel 10%.

No. Animales Identificacion Fasciolas No.
1 083 00
2 04 00
3 06 00
4 01 00
5 03 00
Total 00

Cuadro 5. Registro de datos del grupo tratado en relacion a peso y dosis de Closantel.

No. ARETE PESO Kg DOSIS (mg) FASlNInEI)L (10%)
01 27,2 272 2.7
03 29,3 293 29
04 37,6 376 3.8
06 28,5 285 2.9
083 40,2 402 4,0
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Anexo 6.
Analisis estadistico
Prueba de Z

Analisis 1: Eficacia del Closantel frente a la Fasciola hepatica en ovinos

Hipotesis Nula:  La eficacia del closantel frente a fasciola hepatica en ovinos es

menor al 90%

Hipotesis alternativa: La eficacia del Closantel frente a Fasciola hepatica en ovinos

es igual o mayor al 90%

Ho: <90 Ha: >90

“-p
z= n 7

po 1- po
\ n
Donde

X =Ocurrencias
n = observaiones

X i
~— =proporcionde la muestra
n

p, = proporcién propuesta

! Pol2= Po) (1= po) = desviacion estandar de la proporcién
n

Reemplazando:

ﬁ—O.QO

151 =355
0.90 (1-0.90)
\

151

Z=3,55
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El valor de 3,55 es mayor a 1,96, entonces Acepto la hipotesis nula y concluyo la

eficacia del Closantel via oral frente a Fasciola hepatica en ovinos es mayor o igual al

90%.
HIGADO * HPG Crosstabulation
HPG Total
Positivo | negativo

HIGADO Positivo | Count 0 0 0
% within 0% 0,0% | 0%

HIGADO
negativo | Count 1 4 5
% within 20% | 80,0% | 100%

HIGADO
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Analisis 2:

Hipotesis Nula: La eficacia del Closantel frente a Fasciola hepatica mediante el

conteo de HPG es igual a la eficacia del Closantel frente a la

Fasciola hepatica mediante la necropsia.

Hipotesis alternativa: La eficacia del Closantel frente a Fasciola hepatica

mediante el conteo de HPG es diferente a la eficacia del

Closantel frente a la Fasciola hepatica mediante la

necropsia.

Ho: Ho: hpg = Fasciola

Ha hpg #Fasciola

DS = /lolql+ p2q2
'nl n2

7 _ (1= p2)*(pl- p2)
/plql p2¢2
ot

nl n2

/ plal  p292
\ n2

(pl- p2)—Za/2{

}< pl—p2<(pl- p2)+Za/2{x/ -

plol , p2q2
n2

|

Z=-1,42

Z=3,55

El valor de Z -1,42 es mayor a -1,96 y menor a 1,96, entonces Acepto la hipotesis nula y

concluyo la eficacia del Closantel mediante el conteo de hpg frente a Fasciola hepatica

en ovinos es igual a la presencia de Fasciolas hepaticas a la necropsia.
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