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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en la comunidad de Cusibamba,
distrito de Los Morochucos, provincia de Cangallo y departamento de Ayacucho; con el
objetivo de determinar la sensibilidad y resistencia antihelmintica al Triclabendazol 12%,
Closantel 10% y Rafoxanide al 10%. Para ello, se utilizdo 36 bovinos hembras entre
vaquillas, vacas en periodo de lactacion y vacas en periodo de seca; se infectaron de forma
natural con Fasciola hepdtica a una carga parasitaria de 100 huevos / gramos de heces;
las edades oscilaron de 06 a 84 meses y se distribuyeron en 03 grupos de 12 animales de
acuerdo a la edad, estado fisioldgico y sin medicacion previa de fasciolicidas. La dosis
terapéutica de los farmacos Triclabendazol fue de 12 mg/kg p.v., Closantel de 10 mg/kg
p.v. y Rafoxanide de 10mg/kg p.v., aplicados por via oral. Las heces se recolectaron
directamente del recto de cada animal durante 7 dias antes y las posteriores 8 semanas
post dosificacion. La sensibilidad y resistencia antihelmintica se determindé mediante el
Test de reduccion del conteo de huevos por gramo de heces (TRCH). Los resultados
fueron: Resistente a los tres antihelminticos, con un intervalo de confianza inferior del
54.44%, 35.8% y 40.6% respectivamente y haber alcanzado un promedio de reduccion
de huevos por gramo de heces en el 72.0%, 69.2% y 69.9%; y una reduccién de la
concentracion de la enzima GGT a los 15 dias 15.25, 16.2 y 16.33, a los 30 dias 15 .50,
14.8 y 14.58, a los 60 dias 15.08, 12.8 y 14. 58 U/L de promedios respectivamente para

Triclabendazol, Closantel y Rafoxanide.

Palabras clave: Fasciola hepatica, Triclabendazol, Rafoxanide, Closantel, Brown Swiss

y enzima Gamma Glutamil Transferasa (GGT)



INTRODUCCION

La distomatosis hepatica constituye una de las principales enfermedades
parasitarias que limitan el desarrollo de la ganaderia alto andina en el pais, ya que los
efectos patologicos del distoma se traducen en una reduccion notable de la produccion y
productividad animal, a lo que se suma la pérdida de inestimables fuentes proteicas por
el comiso de higados parasitados. Esta enfermedad ha sido y sigue siendo el flagelo de
los vacunos y ovinos desde que se empezo6 su crianza. La fasciola es probablemente
responsable de cientos de millones de soles de pérdida anual en el Peru, es uno de los
parésitos que mas gastos ocasionan en el negocio de la ganaderia. Aln los avances mas
recientes en métodos de tratamiento y crianza no han podido controlar esta plaga de
parasitos, los cuales, debido a un ciclo de vida altamente especializado, son capaces de
supervivir y multiplicarse enormemente aun cuando las condiciones son menos

favorables.

El control de esta enfermedad se lleva a cabo, principalmente, en el huésped
definitivo (ganado vacuno, ovino) mediante el empleo de medicamentos fasciolicidas y
algunos ganaderos tratan sus animales dos a tres veces al aflo, otros solamente una vez y
en cualquier época del afio, simplemente al observar clinicamente cuando el peso de su
ganado estéd bajando de peso o su condicidon corporal no es lo adecuado y sospechan que
es debido a la fasciola hepatica, sin ningln criterio epidemiologico de la zona, utilizando
principalmente triclabendazol por ser uno de los farmacos mas especificos y efectivos ya
que elimina tanto formas inmaduras como maduras del parasito, asi como también el

closantel y el Rafoxanide.

Infortunadamente, desde hace un tiempo atrds, en nuestra region se viene
observando evidencias clinicas de resistencia a estos antihelminticos en el ganado
vacuno, ovino y camélidos sudamericanos, motivo por el cual se ha planteado el siguiente

trabajo de investigacion:



Objetivo general
Determinar la resistencia de Fasciola hepatica al Triclabendazol, Rafoxanide y Closantel
en vacunos Brown Swiss al pastoreo y su relacion con los niveles séricos de la enzima

Gamma Glutamil Transferasa (GGT) en Cusibamba — Ayacucho 2016.

Objetivos especificos

1. Determinar la sensibilidad y posible resistencia al antihelmintico triclabendazol en
vacunos Brown Swiss en la comunidad de Cusibamba.

2. Determinar la sensibilidad y posible resistencia al antihelmintico rafoxanide en
vacunos Brown Swiss en la comunidad de Cusibamba.

3. Determinar la sensibilidad y posible resistencia al antihelmintico closantel en
vacunos Brown Swiss en la comunidad de Cusibamba.

4. Determinar los niveles séricos de la enzima Gamma Glutamil Transferasa (GGT) en
los vacunos Brown Swiss afectados por la Fasciola hepatica, en la comunidad de

Cusibamba.



CAPITULO 1
MARCO TEORICO

1.1.  Antecedentes

El problema de resistencia antihelmintica ya se reportaba desde el afio 1954 en
Estados Unidos; a inicios del siglo XXI, se conocia que los helmintos del ganado ovino,
caprino y bovino, entre otros ya presentaban caracteristicas de resistencia a muchos
antiparasitarios del mercado en aquel tiempo, debido a los tratamientos masivos y
frecuentes con el mismo grupo quimico en periodos largos, las subdosificaciones
frecuentes, la baja eficacia de los antihelminticos, la proporcion de parésitos en refugio y

su interaccion genética (Botana y Col, 2002).

Este fenomeno de resistencia también ocurre en fasciolas, pero poco ha reportado
hasta el momento (Kassai, 2002); en ganado vacuno se reportd la primera resistencia al
triclabendazole en Reino Unido (Rojo, 2000); en el Pert, se evidencian pocos reportes,
en el departamento de Puno se reporto la eficacia del triclabendazol al 70% en fasciolas,
y la baja eficiencia parasiticida se pudo deber a las caracteristicas de resistencia al

antiparasitario (Vilca y Tito, 2006).

Rojas (2012a), determino el grado de resistencia antihelmintica de la fasciola al
triclabendazol 12 % en bovinos con infeccion natural de Fasciola hepatica; el autor
evalud la resistencia en 5 predios distintos del departamento de Cajamarca y encontrd que
los bovinos de 3 predios denotaban resistencia antihelmintica, mientras que en os predios
restantes que no usaban con frecuencia el triclabendazol, denotaron eficacia mayor al

95%.

Rojas (2012 b), determin6 nuevamente el estudio de resistencia a la fasciola con
la técnica de test de reduccion del conteo de huevos (T.R.C.H) utilizando el método de

sedimentacion natural cuantificada. Considerandose resistencia cuando la eficacia sea



menor al 95%.Los resultados fueron de 81%(Quebrada Honda), 77%(SAIS José Carlos
Mariategui-Huacraruco) ,68%(San Vicente) ,6%( San Luis) ,3% (Tartar) ,96% (Santa
Catalina) y 100% (Granja Porcon).Determindndose que en los cinco primeros lugares la
eficacia fue insuficientemente activo que es resistente la Fasciola hepdtica; sin embargo
en Santa Catalina y Granja Porcon, los rangos van de eficaz a muy eficaz; respectivamente
lo que indico de que la fasciola es sensible hasta esos momentos al producto quimico
utilizado. Considerandose que el parasito mencionado en bovinos es resistente al
Triclabendazol 12% en la gran mayoria de los lugares evaluados, relacionandose esto al

uso prolongado de muchos afios.

Rojasy col., (2013), al sospechar la poca eficacia de los diferentes antihelminticos
en el control de Fasciola hepatica en ganado bovino de Cajamarca, en el afio 2011 llevo
a cabo estudios con el fin de determinar resistencias antihelminticas al triclabendazol
12%, closantel 10%, nitroxinil 34% y clorsuldon 10%. En cuatro zonas ganaderas y en
cada lugar considero 60 bovinos hembras infectadas con Fasciola hepatica con cargas
parasitarias de 5 huevos por gramo de heces (HPG), con edades comprendidos de 6 a 80
meses, distribuidas de 15 bovinos en cada lugar, homogenizados por edad y HPG, de
crianza extensiva al pastoreo, cuatro meses sin predicacion previa con los fasciolicidas.
Siendo la dosis de clorsulén de 2mg/Kg via subcutanea, closantel 10 mg/Kg via bucal,
nitroxinil 10 mg/Kg. via subcutdnea y triclabendazol 12 mg/Kg. via bucal. La resistencia
antihelmintica fue considerada cuando la eficacia fasciolicida fue menor al 95%.
Encontrandose RA de Fasciola hepatica al triclabendazol y closantel en todos los lugares
evaluados, hallandose solamente porcentajes de eficacia de 3% y 75% en el predio
Tartar,77% y 25% en Santa Elvira, 6% y0% en San Luis y 81% y 85% en Quebrada
honda, respectivamente. En cambio, sefal de RA a nitroxinil y clorsulon en las cuatro
zonas investigados donde se ha encontrado eficacias de 100% y 98% en el predio
Tartar,100% y 100% en Santa Elvira,100% y 100% en San Luis y 97% y 98% en
Quebrada Honda, respectivamente. Y concluye que la poca eficacia y resistencia al
triclabendazol y closantel en las zonas evaluadas estd relacionado a la utilizacion por
muchos afios consecutivos de los productos quimicos y se podria sospechar ya de una

resistencia cruzada.

Chavez y col., (2012) con el fin de determinar la prevalencia de Fasciola hepatica

y evaluar la eficacia de dos fasciolicidas como el triclabendazol y albendazol en ganado
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bovino del distrito de Huertas, provincia de Jauja-Junin. Para la investigacion se
consider6 387 vacas de 30 establos durante la época de lluvia, llegando a encontrar una
prevalencia de 38.2% de Fasciola hepatica. La resistencia a las drogas se evalué mediante
la prueba de reduccion de recuento de huevos (FECRT). Los farmacos fueron
administrados via oral en dosis de 12 mg/Kg peso vivo del triclabendazol y 10 mg/Kg
p.v. del albendazol. Los resultados para el triclabendazol a los 7, 14,21 y 28 dias post
tratamiento fue de 53.4, 53.3, 36.4 y 34.9%, respectivamente, en cambio para el
albendazol fue nula en todos los casos. En consecuencia, la ganaderia lechera de Jauja,
Junin, presenta una alta prevalencia de Fasciola hepatica, asi mismo presenta también

resistencia a los productos quimicos utilizados.

Mamani y Condori (2009), en La Paz, Bolivia, uno en Tambillo y otro en Batallas,
realizaron trabajos sobre la resistencia de Fasciola hepdtica al albendazol y
triclabendazol en ovinos. Utilizaron 30 corderos de 8 a 9 meses de edad por rebaiio, a los
cuales se dosificaron con 10 mg/Kg de albendazol y 10 mg/Kg de triclabendazol. En esta
investigacion se midi6 el nivel de la enzima gama glutamil transpeptidasa (GGT) y el
nimero de huevos por gramo de heces (hpg) para realizar la prueba de reduccion de
huevos. Se determind baja disminucion de los niveles de GGT y de hpg en los grupos
administrados con albendazol. En cambio, el grupo tratado con triclabendazol en el
rebafio de Tambillo se noté una reduccion de los niveles de los niveles de GGT y hpg
durante el tiempo de la evaluacion, no asi en el rebafio que fue de Batallas. A las 8
semanas que duro el trabajo se sacrificaron los corderos para contar el nimero de
Fasciolas. Encontrandose el porcentaje de reduccion en los higados de 13.6 y 2.3% para
el albendazol en los rebafos que procedieron de Tambillo y Batallas, respectivamente y
de 98.0 y 36.3% para triclabendazol. Llegando a la conclusion de que existe resistencia
de Fasciola hepdtica al albendazol en los dos rebafos y que la resistencia al

triclabendazol esta en proceso de establecerse en los ovinos de Batallas.

1.2.  Bases teodricas
1.2.1. Biologia de la Fasciola hepdtica

Es un parasito del higado que llega a ubicarse preferentemente en los conductos
biliares de mamiferos domésticos y el hombre, accidentalmente se puede localizar en los
pulmones y otros organos (Leguia, 1988). La fasciola es de un color pardo grisaceo

presenta una ventosa que esta ubicada a la altura de los hombros, exteriormente presenta
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espinas. El parasito al estado adulto llega a medir hasta 3 cm de largo y tiene una
proyeccidn conica en su parte anterior. Los ciegos intestinales, los testiculos y el ovario
son ramificados. Tiene un cirro desarrollado en el cual esta la préstata y la vesicula
seminal, el Utero también se encuentra por delante de los testiculos. Los huevos llegan a

medir aproximadamente de 130-150 por 63-93 um (Soulsby, 1987).

1.2.2. Clasificacion taxonomica

Reino : Animalia
Phylum : Plathelmintos
Clase : Treméatoda
Orden : Digenea

Familia : Fasciolidae
Género : Fasciola

Especie : Fasciola hepatica.

1.2.3. Ciclo biologico

El ciclo comienza cuando la alicuya pone huevos en los canaliculos biliares, que
se transportan por la secrecion biliar hacia los intestinos, y se expulsan a través de las
heces. En condiciones de aclimatacion en humedad y temperatura, los huevos emergen
de las larvas llamadas “miracidios”, que son las que van a hospedarse en el caracol
(Lymnae viatrix), donde el parasito pasara por dos transformaciones en esporocistos y
redias. Las redias daran lugar a larvas llamadas cercarias, que al enquistarse en los pastos
se denominan metacercarias, pudiendo vivir durante largo tiempo hasta ser ingeridos por
el animal, y asi reiniciar un nuevo ciclo parasitario. Las metacercarias en el intestino se
liberan de la cubierta quistica para poder atravesar la pared intestinal, y asi migrar al
higado para instalarse en los canaliculos biliares, en donde de 5 — 6 semanas alcanzan la

edad adulta estando aptas para poner huevos e iniciar nuevamente el ciclo. (Leguia 1998).



Figura 1.1
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1.2.4. Importancia en Salud Publica

La fasciolosis es una enfermedad parasitaria zoonotica que se presenta en algunos
lugares enzooticos de la sierra peruana. Trabajos de investigacion realizados en el valle
del Mantaro (Bendezu, 1970, Leguiay col., 1980) reportan tasa de infeccion del 15.6%
en nifios y 13.2% en adultos, mientras en Cajamarca (Bell y col.,1963,Cosme y col.,1971)
obtuvieron 10.2% en nifios y en personas de mayor edad 14% .Pero esta enfermedad no
ha sido estudiado en toda su dimension debido a la ignorancia o poco interés que toma el
Ministerio de Salud en realizar diagnostico diferenciados de descarte en personas de
lugares distomatdsicos. Trabajos de investigacion en humanos indican el reporte de un
caso de distomatosis cronica en un paciente que tenia una anemia severa (3.2gr. /100ml.

de hemoglobina) y 2,870 huevos por gramo de heces (Vilches y col., 1981).

1.2.5. Importancia en la ganaderia

Leguia (1988) menciona que la fasciolosis viene a ser una de las enfermedades
parasitarias mas graves que enfrenta la ganaderia alto andina, por las siguientes
consideraciones:

e La produccion y productividad de los animales se reduce enormemente que

repercute en la cantidad y calidad de alimentos y subproductos.



e Lapoblacion ganadera se reduce considerablemente debido a la mortalidad que
provoca la enfermedad y predisposicion a otras enfermedades como la
neumonia.

e A consecuencia de la anemia se reduce el apetito y como tal un mal
aprovechamiento de los alimentos que consume el animal por los bajos indices
de conversion alimenticia.

¢ En los mataderos convencionales y beneficios familiares ocasiona descarte de
los higados parasitados que provoca enormes pérdidas economicas como
también pérdida de proteinas para la poblacion humana.

e Trastorna el ciclo reproductivo de los animales lo que ocasiona bajos
porcentajes de fertilidad y prefiez, alarga la edad de pubertad hay veces origina

el nacimiento de crias muertas.

Estudios econdmicos realizados en el pais sobre esta enfermedad, determinan que
la fasciolosis es la segunda enfermedad parasitaria que afecta a la ganaderia alto andina

que origina pérdidas de 10.5 millones de délares anuales (M.A. 1973).

1.2.6. Epidemiologia
Leguia (1988) afirma que estd vinculado con la biologia de la fasciola y con

aquellos elementos que controlan la dinamica poblacional de los caracoles.

El distoma adulto que produce los huevos y del cual son expulsados por las heces,
son dispersados por el agua, donde en condiciones adecuadas de humedad y temperatura
estos sobreviven a varios meses, sin embargo, en condiciones secas los huevos se
inactivan rapidamente (Ollerenshaw, 1967). Los miracidios que emergen de los huevos
tienen una vida muy corta y mueren entre los 8 — 24 hrs. si no se encuentran en el
hospedero intermediario (Lymnae viatrix). Durante el proceso de la estivacion durante la
sequia y no se encuentra el caracol, se produce la muerte de estas cercarias, mientras que
el desarrollo de los esporocistos y redias es inhibido para posteriormente ser reasumido
cuando las condiciones climéaticas sean favorables. Las metacercarias son resistentes a las
condiciones climaticas adversas como temperaturas de 0 — 4° C. que pueden sobrevivir
aproximadamente un afio. Sin embrago la desecacion prolongada son mortiferos para su

supervivencia (Kendall, 1965 y Ollerenshaw, 1967).



La fasciola infecta un gran nimero de especies animales como: vacunos, ovinos,
caprinos, camélidos sudamericanos, porcinos, equinos, etc. El ser humano también puede
ser infectado. Se ha determinado que el distoma puede en el ovino vivir unos 11 afos,

llegado a producir 20,000 huevos/ dia.

Los caracoles Lymnae viatrix y diaphana son de forma cénica que miden de 1-
10mm. Sus espirales estan orientadas en el sentido del reloj, presenta una coloracion parda
grisicea. En condiciones adecuadas de temperatura y humedad se reproducen
rapidamente en donde que un solo caracol puede producir hasta 25,000 descendientes
actuando a la vez como hermafroditas (Kendall, 1965 y Ollerenshaw, 1967). Pero en
situaciones climaticas adversas como la sequia estivan en el subsuelo para poder
supervivir por lo menos hasta por un afio. En las regiones alto andinas de 2500- 4200
msnm se ha observado que después de estivar retornan a fines de setiembre por lo que
existe gran cantidad de caracoles pequefios los cuales después de desarrollarse se van
reproducir durante toda la temporada de primavera y verano, para posteriormente
nuevamente introducirse en el subsuelo para poder estivar. Son semianfibios, por lo que
permanecen en las riberas de riachuelos, arroyos, acequias, pantanos puquios oconales,

pastizales huimedos, etc.

Los factores ambientales mas importantes son la temperatura y la humedad.
Temperaturas por debajo de 10°C se interrumpe la evolucion del caracol como de algunos
estadios de la fasciola en cambio los superiores a 30°C retardan (Leguia, 1988 y Rojas,
1990). Por otro lado, la humedad constituida por la precipitacion pluvial o humedad del
ambiente es muy primordial para la reproduccion y dispersion de los caracoles, para el
desarrollo de los huevos del distoma, miracidios, estadios pre-parasiticos de la fasciola
dentro del caracol y sobrevivencia de las metacercarias. Por la gran variabilidad de las

condiciones medio ambientales en las diferentes regiones del pais son:

a) Region yunga (500 — 2500 m.s.n.m.)

Donde las precipitaciones pluviales son medianamente regulares durante la época
de verano con clima templado y temperaturas medias anuales de 17 — 19°C. son zonas
adecuadas para el desarrollo de la distomatosis, mas atn cuando los ganados vacunos son
pastoreados en pastizales en base a gramineas y leguminosas (rye grass, trébol, alfalfa,

etc.), regados con aguas que provienen de las zonas alto andinas infectadas con caracoles.



b) Region quechua (2,500 — 3,500 m.s.n.m.)

Dicha region se encuentra en los valles de Cajamarca, Mantaro, Urubamba, y
zonas alto andinas de Ayacucho, donde se cria el mayor nimero de ganado vacuno, en
dicha region quechua las temperaturas medias anuales son de 12 a 15 °C, con lluvias

intensas en la estacion de verano, constituyendo la aclimatacion para el desarrollo de la

distomatosis (Chavez, 1961; Bendezu, 1970; Corazao y Oblitas 1987).

¢) Region Suni (3500 - 4100 m.s.n.m.)

Zona donde se cria mayormente ganado ovino y poca cantidad de vacunos criollos
pastoreados extensivamente sobre pastos naturales con clima templado frio, con
temperaturas medias anuales entre 7 - 10°C, En esta parte del pais se han reportado altas

incidencias de infeccion por distoma (Bendezu, 1970; Leguia y col., 1985).

d) Region Jalca o puna (4100 - 4800 m.s.n.m.)

Zona ideal para la crianza de camélidos sudamericanos y en menor cuantia el
ganado ovino, son zonas altas con temperaturas medias anuales de 0°C, con precipitacion
mixta (lluvias, granizo o nieve), durante la época de verano. Lugares de baja o nula

prevalencia de distomatosis.

1.2.7. Factores del hospedero

El ganado ovino y el vacuno son los hospederos mas importantes de la Fasciola
hepatica habiéndose reportado tasas de infeccion del 20% al 100% en varias zonas de la
sierra peruana, especialmente en los departamentos de Junin, Cajamarca, Cuzco y
Ayacucho (Chavez, 1961; Bendezu, 1970; Cosme y col., 1971; Coérdova y col., 1985;
Leguia y col., 1985; Corazao y Oblitas, 1987). La especie ovina es mds susceptible que
el vacuno por la forma de tomar las pasturas al ras del suelo y de ingerir con facilidad las

metacercarias del cual afectaran la glandula hepatica.

El ganado ovino y terneros son mas susceptibles a infecciones agudas, asi mismo
las alpacas, habiéndose reportado una prevalencia del 18% y una mortalidad del 1% en
ciertas zonas alpaqueras de Puno (M.A., 1973), también se han determinado cuadros
agudos de fasciolosis con mortalidades de 8% y 4% en alpacas que se han trasladado de

puno a otras empresas ganaderas del departamento de Junin y Ancash respectivamente
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(Leguia, 1988). En cambio, el ganado vacuno mayor de un afo de edad es afectados por

distomatosis cronica.

Las otras especies animales que también intervienen en la epidemiologia de la
distomatosis son los caprinos y porcinos con prevalencias del 12% y 3% respectivamente.
Igualmente son continuos las infecciones agudas en conejos, cuyes alimentados con

pastos infectados con metacercarias en el valle del Mantaro y Cajamarca.

De la misma manera participan en la contaminacién del medio ambiente los

venados, vizcachas, cuyes silvestres, etc.

1.3. Marco conceptual
1.3.1. Triclabendazole

El triclabendazole son medicamentos antihelminticos que tiene baja toxicidad y
son muy empleados en Medicina Veterinaria para el control de los estadios inmaduros y
las formas adultas de la fasciola hepatica (Lanusse y col., 1987; Prichard, 1986; Sumano,

1996).

La farmacodinamia del benzimidazol, luego de haber sido administrado
oralmente, se absorbe rdpidamente por via intestinal y se metaboliza en el higado
originando metabolitos sulféxido y sulfona (Lanusse y col., 1987); mas del 95% se
elimina a través de las heces, 2% por la orina y menos del 1% en leche (Eckert y col.,

1989).

Los benzimidazoles como el triclabendazole obstaculizan en obtener la energia a
partir de los hidratos de carbono, detienen especificamente a la enzima fumarato reductasa
mitocondrial, interfieren en consecuencia la obtencion de succinato y el ATP, cortando
asi la energia disponible para la fasciola y conllevandolo a la muerte (Giordani y col.,

1988).
1.3.2. Closantel

Es un producto de uso veterinario que existe en suspension para administracion

parenteral y oral, cuya accidn controla determinados helmintos y artropodos (Lanusse y
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col., 1987). Su forma farmacéutica se presenta en polvo, que se puede disolver en

dimetilformamida y acetona (San Andrés y Boggio, 2007).

El medicamento se administra por via oral o parenteral, tiene buena capacidad de
absorcion y tiene afinidad a las proteinas de la sangre; tiene un poder residual promedio
de 60 dias que permite controlar nuevas infestaciones endo y ectoparasitos (Lanusse y

col., 1987).

Su mecanismo de accidon consiste en desconectar la fosforilacion oxidativa
mitocondrial que ocurre a nivel del malato durante el ciclo de los acidos tricarboxilicos,
el cual produce caida de la sintesis de ATP y en consecuencia reduce el transporte de
nutrientes, la producciéon de macromoléculas y el desplazamiento del parésito (Giordani
y col., 1988), y se ha reportado que el producto controla la forma adulta, asi como algunos

estadios juveniles de la fasciola (Carreras y col., 1993).

1.3.3. Rafoxanide

Es un medicamento que se utiliza para el tratamiento y control de la Distomatosis,
Oestrosis y Hemoncosis, habiéndose desarrollado en el afio 1969; su estructura quimica
es un derivado salicilato halogenado de color blanco cristalino, soluble en solventes

organicos e insoluble en agua (Booth y Mc Donald, 1987).

El medicamento se absorbe bien después de la administracion via oral, y se
presenta en los niveles sanguineos entre las 24 a 48hrs post administracion; es otro de los
farmacos que se une a las proteinas de la sangre para bajar lentamente su nivel. Se
determina que el farmaco se elimina por materia fecal en el 95% mientras que por via

urinaria se elimina el 1% (Booth y Mc Donald, 1987).

El mecanismo de acciéon atin no es esclarecido, sin embargo, se reporta que
interfiere en la produccion de ATP del parasito, por accién de desacople de la
fosforilacion oxidativa, algo similar a los demads salicilanilidos (Booth y Mc¢ Donald,

1987).
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1.4. Resistencia en endoparasitos
1.4.1. Consideraciones generales

San Andrés y Boggio (2007), manifiestan que el enigma de resistencias de los
endoparasitos fue detectado en nematodos de rumiantes al pastoreo, cuya crianza es
tipificada asi en paises del hemisferio sur. La forma de alimentacion extensiva del ganado
bovino en pastoreo, permite a su vez la contaminacién de pastos y el uso de
antiparasitarios como el rafoxanide, closantel, albendazol y triclabendazol, incrementa la
resistencia; ademas, ya existe reportes preliminares sobre la resistencia limitada a la

Fasciola hepdtica.

1.4.2. Factores que influyen en el desarrollo de la resistencia

San Andrés y Boggio (2007), sefiala que existe una serie de causas que permiten
la aparicion de resistencias como el uso excesivo y frecuente del mismo producto por
varios afos sin alternancia con otras drogas; al sustituirse por drogas de bajo costo como
las lactonas macrociclicas, generan mayor presion selectiva en las poblaciones
parasitarias, y la reversion hacia la sensibilidad del parésito con benzimidazoles ya ocurre

de forma lenta.

Leguia (1988), igualmente considera otras causas como la utilizacion de
fasciolicidas de bajo poder de accion, la subdosificacion y otros que tienen efectos toxicos
tales como el tetracloruro de carbono y el hexacloretano, influyen también en el desarrollo

de la resistencia.

1.4.3. Consideraciones sobre los métodos para la deteccion de resistencia

El test de la reduccion del conteo de huevos (TRCH), es la técnica més usada para
detectar resistencia de helmintos, dicha técnica compara los valores de huevecillos de
helmintos del analisis de heces antes y después del tratamiento, detecta resistencias al
observarse reduccion de huevecillos en heces menores al 95%, sin embargo, se indica que
la técnica mas confiable para detectar las resistencias de huevecillos a los antihelminticos
es el test in vivo conocido como “eficacia controlada”, donde se compara la cantidad de
nematodos adultos al examen pos mortem de animales tratados y controles; no obstante,
por su elevado costo, forma de trabajo y mayor tiempo de evaluacion, se aplica s6lo para

trabajos de investigacion (San Andrés y Boggio, 2007).
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1.4.4. Tipos de resistencia antihelmintica

Seglin reportes, la resistencia de helmintos no es un problema actual, por el
contrario, es un dilema que ha venido enfrentando a los paises que crian tecnificadamente
enormes cantidades de ovinos como Australia (Campos y col., 1995). El primer reporte
de resistencia antihelmintica fue manifestado por Drudge e investigadores (1954), donde
reportan la resistencia de una cepa de Haemonchus contortus a la fenotiacina,
evidenciando la carga parasitaria residual y la presencia de huevos en heces posterior al
tratamiento (Smith-Buijs y Borgsteede, 1986); al utilizar el tiabendazol se reportaron
nuevas resistencias de cepas de H. contortus, Teladorsagia y Trichostrongylus, segin
estas experiencias preliminares se presentan los siguientes tipos de resistencia (Craig,

1993).

La resistencia paralela, ocurre cuando los sujetos de una poblacion resistente a
un antihelmintico son a la vez resistentes a otro antihelmintico que tiene similar accion,
tal es el caso de resistencia al parbendazol y fenbendazol que presenta H. contortus
(Williams, 1991). La resistencia cruzada, es un tipo de resistencia que sucede cuando se
utilizan drogas de diferente accion, como el levamisol e ivermectina que se da en O.

ostertagi (Williams, 1991).

La resistencia multiple, se reportd con mayor frecuencia en rumiantes pequefios
(Taylor y col., 1990; Scott y Armour, 1991; Jackson, 1993), y los que ocurren en bovinos
son limitados, en comparacion a los que ocurren en ovinos y caprinos, cuya causa ain no
ha sido esclarecida hasta el momento, pero se cree que ocurre por multiples factores
(Williams, 1991). Este fenomeno de resistencia ocurre cuando los nematodos demuestran
resistencia a mas de dos grupos de antiparasitarios diferentes, cuya seleccion
independiente gener6 la resistencia cruzada. Mwamachi y col., (1995), también
determinaron resistencia antihelmintica a los antiparasitarios fenbendazol, ivermectina y
levamisol en cepas de Trichostrongylus spp., H. contortus y Oesophagostomun spp

(Williams, 1991).

1.4.5. Enzima Gamma Glutamil Transferasa (GGT)
La enzima GGT esta presente en todas las células del cuerpo, principalmente se
encuentran en las células del higado, rifion, pancreas e intestino; cuando la Fasciola

hepatica invade al higado y sus canaliculos, provocan trastornos hepatobiliares
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ocasionando la variacion de enzimas hepaticas, entre ellas la determinacion de la enzima
GGT en suero de animales (Boray, 1982; Valenzuela, 1983; Kaneko, 1997). Los niveles
de GGT en sangre en condiciones normales se encuentra en valores inferiores a 18 U/L,
lo cual su incremento indica anormalidad o afeccidon en un 6rgano o varios, y se utiliza
como marcador diagnostico para detectarse en fase aguda y en fase cronica (Rosenberger,
1979; Gémez y col., 1992); sin embargo, se ha reportado que en trastornos cronicos como
fibrosis hepatica, la GGT se puede encontrar en limites normales a pesar de la severidad
de la lesion, debido a la existencia de hepatocitos funcionales que residen en el érgano

(Kaneko, 1997).

Al tratarse con fasciolicidas a los animales parasitados, los niveles de GGT se
elevan, el cual algunos autores relacionan el incremento de GGT con la destruccion de
los parésitos en post-tratamiento (Wensvoortt y Over, 1982; Cordero del Campillo y Rojo,

1999).
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CAPITULO 11
METODOLOGIA

2.1. Periodo y lugar de ejecucion
El trabajo de investigacion se realizé en el periodo de marzo a mayo del afio 2016,
ubicada en la comunidad de Cusibamba, distrito Los Morochucos, provincia de Cangallo

y departamento de Ayacucho.

2.2.  Caracteristicas del lugar

El lugar se sitia 3690 msnm, con ubicacion geografica de 13° 26’ 04” latitud Sur
y 74° 14’ 18” longitud oeste, limita en la region norte con la comunidad de Allpachaka,
por el oeste con la comunidad de Satica, por el este con la comunidad de Minascucho y
por el sur con la comunidad de Chanquil; su topografia se caracteriza por ser una llanura
de gran extension territorial plana y ligeras ondulaciones, por su condicion geogréfica y

climatica permite el desarrollo de la agricultura y la ganaderia en la zona.

2.3. Ecologia y climatologia

La formacion ecologica predominante es el paramo hiimedo sub alpino lo cual
influye a que este biotopo tenga algunas particularidades. Durante el afio calendario hay
dos estaciones bien marcadas, la estacion lluviosa y la estacion seca, las temperaturas mas
altas se registran en la estacion lluviosa y la temperatura mas baja en la estacion seca los

meses de mayo, junio y julio siendo el promedio de 8°C.

24. Suelo

De acuerdo a la clasificacion de suelos segun su capacidad de uso presenta suelos
humiferos, con abundante materia organica en descomposicion y también suelos
arcillosos distribuidos en proporciones diferentes, lo que hace que sean ideales para un
adecuado crecimiento y desarrollo de especies forrajeras tanto nativas como introducidas

y asi como también los cultivares comestibles para el hombre.



2.5. Agua

Las fuentes principales de este recurso se sustentan principalmente en aguas
manantiales y aguas provenientes del canal de irrigacion del Proyecto Especial Rio Cachi,
lo que llevo a otro nivel las expectativas ganaderas de esta zona, transformando tierras de

poco uso en efectivos campos de produccion forrajera.

2.6. Pasturas

Entre las nativas tenemos: Festuca dolichophyla (chilligua), Festuca horridale
(iroichu), Calamagrostis spp. (Crespillo), Trifolium peruvianum (trébol silvestre),
Brascica campestris (nabo silvestre), Estepa ichu (ichu), Bromus bromus (socclla), etc.
Las predominantes en la alimentacion animal hoy en dia son las especies cultivadas que
se emplean como forraje verde, henificado y ensilado y estas son: Trifolium repens (trébol
blanco), Trifolium pratense (trébol rojo), Dactylis glomerata (dactilo), Lolium
multiflorum (ryegras italiano), Lolium perenne (ryegras inglés), Avena sativa, Phalaris

canariensis, etc.

2.7. Material experimental
2.7.1. De los animales

Los vacunos tomados para este trabajo fueron criados bajo el sistema de crianza
semi-extensiva, que de dia pastan en el campo y de noche pernoctan en el corral; se
utilizaron para este estudio 36 vacunos de sexo hembra y raza Brown Swiss distribuidas
en 3 grupos de 12 animales y uniformizados por edad (06 — 08 meses) e infeccion de
carga parasitaria con Fasciola hepatica; la carga parasitaria minima fue de 100 huevos/gr
de heces, desde el inicio de parasitacion no se desparasit6 a los animales por 4 meses. El
tipo de alimentacidn que recibieron fue a base de pasto asociado de ryegras y trébol, avena
henificada y ensilado como también en proporciones menores especies nativas. El tamafio
de la muestra de 36 vacunos fue por conveniencia, ya que la gran mayoria de los
ganaderos de la zona habian dosificado sus animales dos meses antes del ensayo, en el
mes de febrero en plena época de lluvia, y se pastoreaban en zonas secanas, donde no
habia mucho mojadal; solamente este grupo de animales que pertenecen a una sola familia
habian sido dosificados hace cuatro meses, tiempo necesario para que vuelvan infectarse
con las metacercarias de la Fasciola hepatica, razdn por la cual se hizo el trabajo con este

lote de animales.
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2.7.2. Los farmacos

Los productos veterinarios antihelminticos empleados, fue el Trisan
(triclabendazol 12 %), Prosantel (Closantel 10%) y Ranide (Rafoxanide 10%), estos
productos segun la posologia, es para administracion por via oral, indicado para el
tratamiento y control de la Fasciola hepatica, cominmente empleados por los

productores ganaderos.

2.8. Materiales y equipos
2.8.1. De campo
¢ Guantes de examen.
e Vacutainer tapa roja.
e Agujas descartables N° 20 X 17
e Algodon.
e Alcohol al 70°.
e Formol al 5 %.
¢ Bolsas para recoleccion de muestras.
¢ Cinta bovinométrica.
e Sogas de nylon.
e Naricera.
e Crayo6n marcador de ganado.
e Cuaderno de campo.
e Plumoén indeleble.
¢ Cinta maskin.
e Overol.

e Botas de jebe.

2.8.2. De laboratorio
e Placas Petri cuadriculadas.
e Tamices de 63, 75u, 150 p.
e Bagueta de vidrio.
e Tubos de falcon.
e QGasa.

e Embudo colador.

18



Mortero.

Microscopio compuesto.

Balanza gramera de precision 1 gr.

Kit de analisis GGT (Lab. Humman).
Analizador bioquimico.

Micropipetas de rango variable de 100 y 1 000 pl.
Gradilla para tips.

Tips para micropipetas de 100 y 1000 pl.
Computadora.

Lugol parasitologico.

Jabon carbolico.

Guantes de latex.

Mascarilla.

Papel toalla.

2.9. Seleccion de los animales

Para seleccionar los animales para este trabajo se hizo previamente un muestreo
coproldgico y un examen copromicroscopico una semana antes del inicio del experimento

con la finalidad de evaluar la carga parasitaria de cada uno de los animales y luego se

selecciond tomando en cuenta los siguientes:

2.9.1. Criterios de inclusion

Animales con alta carga parasitaria (mayor a 100 HPG).

Animales que no hayan recibido un tratamiento antihelmintico al menos 4

meses antes del inicio del estudio.

Tengan sistema de alimentacion al pastoreo a base de pastos asociados y estos

bajo riego.

2.9.2. Criterios de exclusion

Animales que han recibido un tratamiento y prevencion anti fasciola continua

y/o esporadica con distintos productos comerciales.

Animales con poca carga parasitaria.
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2.10. Metodologia
2.10.1. Del calculo del peso del animal

Los pesos se determinaron por la medicion del perimetro toracico con cinta bovino
métrica comercial para vacunos. Las dosis de los antiparasitarios se calcularon mediante
los pesos corporales individuales, a cada grupo le fue aplicado un antihelmintico

diferente.

2.10.2. De la dosificacion

A primeras horas de la mafiana se procedié a administrar el antihelmintico
correspondiente a los 36 vacunos seleccionados; a 12 animales con triclabendazol 12 %,
en dosis de 12 mg/ kg p.v., 12 con closantel 10% en dosis de 10 mg/ kg p.v. y finalmente

otros 12 con rafoxanide 10% en dosis de 10 mg/ kg p.v.

2.10.3. Técnicas de recoleccion de muestras

a) Recojo de muestras coproldgicas

Para el diagnostico coproparasitologico, las heces se recogieron directamente del
recto, durante las primeras horas de la mafiana 6-8 a.m. antes de salir al pastoreo los
animales utilizando bolsas de polipropileno de pared delgada y luego se rotularon con los
datos completos (identificacion del animal, nombre del propietario, fecha de obtencion
de la muestra, etc.) y se transporto al laboratorio de parasitologia dentro de una caja

térmica con hielo.

b) Recojo de muestras sanguineas

Las muestras de sangre se tomaron en forma semanal para determinar los niveles
de gama glutamil transpeptidasa y se obtuvo de la vena yugular y en algunos casos de la
vena coxigea previa asepsia con un antiséptico (alcohol yodado y algodon), para ello se
utilizd una aguja descartable N° 18 X 17 y un tubo vacutainer tapa roja (Sin
anticoagulante) y luego se rotularon con los datos del animal, fecha y hora del muestreo
y fue colocado en una caja térmica con hielo para su mejor conservacion durante el
traslado al laboratorio para esta muestra se ha tenido especial cuidado de no someter a

movimientos bruscos y de ese modo evitar la hemolisis.
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2.11. Técnicas de procedimiento laboratorial

2.11.1. Anadlisis fecal cuantitativo

Para el diagnéstico de la fasciolosis se empled el método de Tamizaje, con lo cual

se identificd y contd el nimero de huevos de Fasciola hepatica en las heces de los

animales a estudiar con este método se determind la carga parasitaria expresado en

numero de huevos por gramo de heces (HPG)

El método de tamizaje tiene por principio emplear tamices de diverso micraje

(150, 75, 63 micras), ordenado de acuerdo al método de sedimentacion por densidad, lo

que permite concentrar los huevos en el sedimento por varios lavados.

a) Materiales

Tamices de 150u; 75uy 63u.

Mortero.

Lugol y azul de metileno.

Baguetas de vidrio

Placas de Petri con fondo rayado de 0,5 cm de distancia

Microscopio compuesto.

b) Procedimiento

Se utilizaron los tamices de mayor a menor micraje de arriba hacia abajo.
Luego se pesaron 10 gr. de heces y se colocaron en el mortero con un poco de
agua y se homogenizaron.

Luego se vertieron las heces homogenizadas en el tamiz de 150p.

El resto de los tamices (2) debajo de este en forma descendente.

En seguida se hizo un lavado con agua corriente por 3 minutos.

Se retird el tamiz de mayor didmetro y se desecho el excedente.

Seguidamente se ha tamizando por 3 minutos en el tamiz de 75p didmetro.
Luego se elimino el excedente.

Y se siguid tamizando en el tamiz de 63 . por tres minutos y el excedente se
puso en una placa Petri.

Finalmente se adiciono una gota lugol para observar y contar al microscopio.
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2.11.2. Determinacion de la enzima Gamma Glutamil Transferasa GGT (Ul/lt)

Procedimiento: Método automatizado.

Calibracion del equipo analizador bioquimico segun las especificaciones del

Laboratorio (HUMMAN) proveedor de Kit.

Tipo de ensayo:

Longitud de onda : Hg 450 nm.

Paso de luz :1cm.

Temperatura : 25°C.

Medicion : Incremento de absorbancia.
Muestra (suero) : 100 pl.

Reactivo de trabajo : 1 000 pl.

Preparacion y estabilizacion de reactivos: consiste en mezclar la solucion
Buffer (Buffer Tris pH 8.5) 2 ml con la solucién Substrato (L- g- glutamil-
3carboxy-4nitroanilida) 8 ml, haciendo un total de 10 ml. de reactivo de
trabajo.

Comprobacion de la prueba, para este paso se calibro usando sangre humana y
se comprob6 que el nivel de la GGT, arrojada por el Analizador Bioquimico
estaba en el rango indicado por el laboratorio proveedor del kit, quedando de
este modo listo para analizar las siguientes muestras.

Centrifugacion la sangre contenida en los tubos vacutainer para extraer el suero
durante 8 minutos a 2 000 rpm.

Retiro de los tubos vacutainer de la centrifuga y extraer el suero en los
microtubos empleando la micropipeta de 1 000 pl identificdndola cada muestra
y evaluar que la muestra no sea hemolizada.

Encendido del analizador bioquimico para seleccionar la prueba y esperar por
unos minutos, que el equipo muestre los rangos para la prueba elegida.
Empleo de agua destilada para realizar los lavados por varias veces el ducto del
equipo analizador bioquimico, para evitar error en la lectura por restos de
muestras anteriores.

Pipetear en los microtubos el reactivo de trabajo, 1000 pl., y agregar 100 pul.,
de la muestra (suero), corriendo en ese momento el crondometro, por 60
segundo.

Cumplido el tiempo de 60 segundos se procede introducir la mezcla (Reactivo

de trabajo y la muestra) para la lectura a través del equipo Analizador
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Bioquimico esperar por unos 90 segundos y anotar el resultado que muestra en

la pantalla.

2.11.3. Calculo del niumero de huevos
Para calcular el porcentaje de reduccion del nimero de huevos en las heces

(FECRT), se empled la media aritmética de acuerdo con la siguiente féormula:

100 (Media hpgh pre tto — Media hpgh Post tto)

XFECRT =
(Media hpgh pre tto)

2.12. Analisis estadistico
2.12.1. Modelo de tendencia central y de dispersion

Para calcular los limites inferiores y superiores para un intervalo de confianza del

95%.

2.12.2. Limites de confianza
Se tuvo en cuanta las siguientes formulas:
N° de animales en cada grupo que corresponde (n):
Varianza:
S2 =2Xi2— (£Xi) 2n—1

Limite para el intervalo de confianza del 95%

LC (u) =X +t(0.05) S\n

2.13. Criterios para considerar la resistencia

Los criterios utilizados para considerar una explotacion susceptible, resistente o

sospechosa de presentar resistencia fueron:

e Cuando el porcentaje de reduccion de huevos por gramos de heces (hpgh) fue
menor a 95% y el intervalo de confianza inferior a 95% y la sensibilidad a los
antihelminticos al ocurrir lo contrario.

¢ Sisolo uno de estos dos criterios se cumple, el rebafio se considera sospechoso
de resistencia.

e Si ninguno de estos criterios se cumple, el rebafio es susceptible a los

antihelminticos.
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CAPITULO III
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Resistencia de la Fasciola hepdtica al Triclabendazol 12%
Tabla 3.1

Numero de huevos de fasciola al tratamiento con triclabendazol al 12 %

Numero Control Tratamiento
Animal HPGH Total (HPGH)
1 300 30
2 200 50
3 350 40
4 150 30
5 150 30
6 150 30
7 150 110
8 100 60
9 100 90
10 150 50
11 100 30
12 100 10
n 12
Promedio 166.7 46.7
Variancia 6515.2 806.1
D. Estandar 80.7 28.4
FERCT (%) 72.0
Limite Superior 100
Limite Inferior 54.44
Resistencia o Resistencia
Sensible

En la tabla 3.1, los resultados evidencian la presencia del fendmeno de resistencia
de la Fasciola hepatica al triclabendazol 12%, a dicha concentracion alcanzo bajo
porcentaje de eficacia a un intervalo de confianza inferior a 54.44% y de haber alcanzado
un promedio de reduccion de FERCT en 72%, este resultado es superior al obtenido por

Rojas (2012a), quien entre los afios 2006 y 2008 encontrd en 3 sitios produccion bovina



(Tartar, El Cortijo y San Vicente) valores de 2.8%; 3.1% y 68% en grado de eficacia al
tratamiento; pero el resultado del 72% es inferior a 2 predios evaluados (Santa Catalina y
Granja Porcon) que mostraron grado de eficacia al 96% y 100%, concluyendo que el
grado de eficacia del triclabendazol en el control de F. hepatica fue diferente debido al
uso continuo del triclabendazol por varios afios. Por otra parte, Rojas (2012b) también
realiz6 estudios similares al anterior y reforzé su conclusion en que la resistencia esta
relacionado al uso indiscriminado por muchos afos con el mismo producto; Chavez, et
al., (2012) asi como Rojas y col., (2013), realizaron estudios similares y concluyeron lo
mismo, ademds, acotan que se podria presumir de una resistencia cruzada. Estudios
realizados en otras especies, también demuestran la resistencia de la Fasciola hepatica en
la especie ovina, donde la resistencia al triclabendazol esta en proceso de establecimiento

en rebanos tratados de manera frecuente (Mamani y Condori, 2009).

3.2. Resistencia de la Fasciola hepdtica al Closantel 10%

Tabla 3.2

Numero de huevos de fasciola al tratamiento con Closantel al 10 %

Nimero Control Tratamiento
Animal HPGH Total (HPGH)

1 100 50

2 150 20

3 150 40

4 150 60

5 250 110

6 150 50

7 100 50

8 200 40

9 150 60

10 100 60

11 250 30

12 200 30

n 12
Promedio 162.5 50.0
Variancia 2784.1 527.3
D. Estandar 52.8 23.0
FERCT (%) 69.2
Limite Superior 100
Limite Inferior 35.38
Resistencia o Resistencia
Sensible
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En la tabla 3.2, los resultados también demuestran resistencia de la Fasciola
hepatica al closantel 10%, con un intervalo de confianza inferior del 35.38% y de haber

alcanzado un FERCT de 69.2%.

Estos resultados varian con relacion a los obtenidos por Rojas y col., (2013), y
determinaron que el closantel no produce la suficiente eficacia contra la Fasciola
hepatica, evaluado en los predios de crianza bovina en el departamento de Cajamarca; al
igual que el triclabendazol también estd relacionada la utilizacién del producto por

muchos afios y también se presume de una resistencia cruzada.

3.3. Resistencia de la Fasciola hepatica al Rafoxanide 10%
Tabla 3.3

Numero de huevos de fasciola al tratamiento con Rafoxanide al 10 %

Nuamero Control Tratamiento
Animal HPGH Total (HPGH)

1 150 50

2 200 40

3 100 60

4 100 40

5 150 40

6 100 70

7 100 60

8 100 60

9 400 50

10 250 40

11 200 20

12 150 70

n 12
Promedio 166.7 50.0
Variancia 7878.8 218.2
D. Estandar 88.8 14.8
FERCT (%) 69.9
Limite Superior 100
Limite Inferior 40.6
Resistencia o Resistencia
Sensible

En la tabla 3.3, los resultados también demuestran resistencia de la Fasciola
hepatica al rafoxanide 10%, con un intervalo de confianza inferior del 40.6% y de haber

alcanzado un FERCT de 69.9%.
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Con respecto al rafoxanide, no se cuenta con reportes de resistencia, sin embargo,
concuerdan con lo mencionado por Botana y col (2002), quienes manifiestan que los
helmintos en ovinos, caprinos, bovinos, entre otros, han desarrollado resistencia a todos
los grupos antiparasitarios disponibles del mercado a nivel mundial. Las llanuras y los
mojadales existentes para el crecimiento de las pasturas en la comunidad de Cusibamba,
permite el pastoreo intensivo, durante todo el afio y favorecen la contaminacion de estas
pasturas y obligan al control de estas fasciolas para asegurar la salud y maximizar la
productividad de los rumiantes. En ese contexto, existe una exagerada dependencia del
rafoxanide, lo cual estaria asociado al hecho de que por ser un antihelmintico antiguo de
uso y comercializacion en la zona de estudio y debido a su facilidad de aplicacion, alta
eficacia, son utilizados como la tnica alternativa de control. La facilidad y excesivo uso
continuado de este producto, ha favorecido la aparicion de resistencia a este compuesto
antihelmintico, y esta afectando seriamente la produccion de rumiantes; en consecuencia,
las causas probables de la resistencia tienen relacion a que dichas drogas fueron usados
con mucha frecuencia y que éstas podian obtenerse con facilidad en el mercado a bajo
costo, resistencia parasitaria se pudo realizar por seleccion de fasciolas resistentes a los

antiparasitarios del mercado.

3.4. Niveles séricos de la Enzima GGT en vacunos con Fasciola hepdtica

Figura 3.1
Tendencia del contenido de la enzima GGT post tratamiento con los antihelminticos desde el

inicio hasta los 60 DPT

20.00
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2.00
0.00

0 15 30 60

Dias post tratamiento
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En las tablas de los anexos 1, .2 y 3 se observa claramente que 7 dias antes del
tratamiento con triclabendazol, closantel y rafoxanide la concentracion de la enzima GGT
estuvo en promedios de 17.58, 17.4y 16.08 U/L, respectivamente; solamente cinco vacas
tuvieron altos niveles de la enzima GGT: dos vacas (Dominic 24U/L y Leticia 28U/L) en
el grupo de triclabendazol, dos vacas (Deysi 26U/L y Dalia 27U/L) del grupo closantel
y uno (Mena 24U/L) del grupo rafoxanide , estos resultados obtenidos concuerda en su
mayoria con los mencionados por Gomes y col., (1992) y Rosenberger (1979), quienes
indican que la actividad sérica aceptable de la enzima GGT en el higado debe ser inferior

a 18 y 20 U/L respectivamente.

En la figura 3.1 y en los anexos 1, 2 y 3, se observa notoriamente que en los tres
grupos tratados con triclabendazol, closantel y rafoxanide la concentracion de la enzima
GGT disminuyo gradualmente, a los 15 dias 15.25, 16.2 y 16.33;con 23.0a 10.0,24.0 a
11.0y22.0a11.0; a los 30 dias 15.50, 14.8 y 14.58,con 23.0 a 10.0,20.0a8.0y 20.0 a
10.0 y alos 60 dias 15.08, 12.8 y 14.58 con 22.029.0,20a 6.0y 22.0a 10.0 de U/L de

promedios y rangos respectivamente.

Los resultados del presente trabajo nos demuestran que no siempre la actividad
enzimdtica de GGT se encuentra incrementada en procesos patoldogicos como la
distomatosis hepatica, sino que también pueden encontrarse dentro del rango normal a

pesar de la severidad cronica del higado (Kaneko, 1997).
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, se demuestra la presencia de resistencia
antihelmintica de Fasciola hepatica al triclabendazol, closantel y rafoxanide en los

bovinos de la comunidad de Cusibamba.

Después del tratamiento disminuye la actividad de la enzima Gamma Glutamil

Transferasa (GGT), en la sangre de bovinos con fasciolosis hepatica.

A la prueba de reduccion del nimero de huevos en las heces (FERCT), se encontrd
para triclabendazol 72.0%, closantel 69.2% y rafoxanide 69.9% en el ganado bovino

de la comunidad de Cusibamba.



RECOMENDACIONES

Seguir utilizando la técnica del FERCT, por su practicidad para detectar resistencia
de la Fasciola hepatica, el cual compara los valores de los huevos en las heces antes

y después del tratamiento.

Realizar trabajos similares de sensibilidad y resistencia de Fasciola hepdtica a otros
antihelminticos como nitroxinil, clorsulon y albendazol en otras especies animales

como ovino, caprino y alpacas en diferentes zonas ganaderas de nuestra region.

Ante el uso indiscriminado de antihelminticos en condiciones de campo,
frecuentemente se cometen errores de subdosificacion por ¢l mal calculo del peso
siendo punto de partida para la resistencia antihelmintica, por el cual se debe realizar
monitoreos anuales de resistencia y sensibilidad antihelmintica en bovinos, ovinos,

caprinos y Camélidos sudamericanos.
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ANEXOS



Anexo 1. Perfil de la enzima GGT en bovinos al tratamiento con triclabendazol 12%

Perfil de l1a Enzima GGT post
% de HPGH antes Enzima GGT antes ! “ P

Nombre del tratamiento del tratamiento dosificacién

15 dias 30 dias 60 dias
Hija Dominic 180 11 10 10 11
Jonas 100 11 10 10 12
Sara 150 12 12 12 9
Susy 150 12 15 15 14
Elios 300 13 14 14 13
Sheyla 150 15 13 13 11
Dora 200 20 23 23 22
Lucia 100 21 16 16 16
Lulu 100 22 15 18 17
Sandra 100 22 14 14 20
Dominic 350 24 21 21 20
Leticia 150 28 20 20 16
Promedio 169.17 17.58 15.25 15.50 15.08
Obs Max 350.00 28.00 23.00 23.00 22.00
Obs Min 100.00 11.00 10.00 10.00 9.00
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Anexo 2. Perfil de la enzima GGT en bovinos al tratamiento con Closantel al 10 %

Perfil de l1a Enzima GGT post
% de HPGH antes Enzima GGT antes p

Nombre del tratamiento del tratamiento dosificacion
15 dias 30 dias 60 dias

Alina 100 10 11 10 10
Eliko 200 13 12 8 10
Chavela 150 14 13 12 12
Eva 200 14 12 12 13
Rosa 100 14 14 12 12
Chuscho 250 16 15 15 14
Paty 400 17 16 15 14
Lucy 150 19 20 18 16
Chana 100 19 17 16 6

Sirena 150 20 19 19 18
Deysi 100 26 24 20 9

Dalia 100 27 21 20 20
Promedio 166.7 17.4 16.2 14.8 12.8
Obser Max 400.0 27.0 24.0 20.0 20.0
Obser Mini 100.0 10.0 11.0 8.0 6.0

37



Anexo 3. Perfil de la enzima GGT en bovinos al tratamiento con Rafoxanide al 10 %

. Perfil de 1a Enzima GGT post
% de HPGH antes Enzima GGT antes

Nombre del tratamiento del tratamiento dosificacion

15 dias 30 dias 60 dias
Katy 200 8 12 10 10
Mara 150 11 14 10 14
Lola 150 12 11 10 12
Dina 100 14 14 13 12
Hija Erli 250 15 14 13 10
Luciana 100 16 15 14 10
Nata 200 16 17 15 18
Paty 150 17 15 14 18
Anita 150 18 21 18 17
Yuli 100 21 20 18 13
Erlinda 150 21 21 20 19
Mena 250 24 22 20 22
Promedio 162.50 16.08 16.33 14.58 14.58
Obser Max 250.0 24.0 22.0 20.0 22.0
Obser Mini 100.0 8.0 11.0 10.0 10.0

38



Anexo 4. Panel fotografico

Fotografia 1. Pesaje de bovinos

Fotografia 2. Materiales de trabajo (antihelminticos, vacutainer y otros)
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Fotografia 3. Extraccion sanguinea de la vena coxigea en bovino

Fotografia 4. Contenedor y material para transporte muestras en refrigeracion
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Fotografia S. Extraccion de muestra sanguinea humana

Fotografia 6. Calibracion del analizador bioquimico
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Fotografia 7. Analizador bioquimico

Fotografia 8. Materiales de trabajo
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Fotografia 9. Centrifugacion de muestras sanguineas de bovino

Fotografia 10. Extraccion y mezcla de suero bovino con reactivo
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Fotografia 12. Placa Petri cuadriculada para el conteo de huevos de Fasciola hepatica
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Fotografia 13. Huevo de Fasciola hepatica

Fotografia 14. Huevo de Fasciola hepatica

45



UNSCH T

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. NERIO HUAMAN GONZALES
R.D. N° 290-2018-FCA-D

En la ciudad de Ayacucho a los once dias del mes de setiembre del afio dos mil
veinticinco, siendo las dieciocho horas, se reunieron en el auditorio de la
Facultad de Ciencias Agrarias, bajo la presidencia del Dr. Felipe Lscobar
Ramirez Decano de la Facultad de Ciencias Agrarias; los miembros del jurado
conformado por el Mg. Julio César Soto Palacios, Mg. Florencio Cisneros Nina
como asesor, Mg. Magaly Rodriguez Monje y el M.V. William Ulises Palomino
Conde; actuando como secretario de actas el Mtro. Rodolfo Alca Mendoza, para
recibir la sustentacién de la Tesis titulado: Resistencia de Fasciola hepdtica
al Triclabendazol, Rafoxanide y Closantel en vacunos Brown Swiss al pastoreo y
su relacién con los niveles séricos de la enzima Gamma Glutamil Transferasa
(GGT) en Cusibamba - Ayacucho 2016, para obtener el Titulo Profesional de
Medico Veterinario, presentado por el Bachiller NERIO HUAMAN GONZALES.

El sefior Decano previa verificacién de los documentos exigidos solicitéd se
proceda con la sustentacién y posterior defensa de la tesis en un periodo de
cuarenta y cinco minutos de acuerdo al reglamento de grados y titulos vigente.
Terminado la exposicién, los miembros del Jurado, formularon sus preguntas,
aclaraciones y/o observaciones correspondientes. Luego se invito a los miembros
del jurado pasar a otra aula para la deliberacion y calificacioén del trabajo de
tesis, teniendo el siguiente resultado:

Jurado evaluador Exposicién | Respuestas a |Generacién de |Promedio
las preguntas | conocimiento
Mg. Julio César Soto Palacios 15 16 15 15
Mg. Florencio Cisneros Nina 16 16 16 16
Mg. Magaly Rodriguez Monje 14 15 15 15
M.V. William Ulises Palomino Conde 15 15 15 15
PROMEDIO GENERAL 15

Acto seguido se invita a la sustentante y publico en general para dar a conocer
el resultado final. Firman el acta.

isneros Nina
Asesor

Mg. Mggaly Rodriguez Monje
Jurado




&, | unscy e

CONSTANCIA DE CONTROL DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS

El que suscribe, miembro de la comision de docentes instructores
responsables de operativizar, verificar, garantizar y confrolar la
originalidad de los trabajos de TESIS de la Facultad de Ciencias Agrarias,
de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, autorizado
por R.D. N° 226-2025-UNSCH-FCA-D, de fecha 19 de agosto de 2025;
hace constar que el trabajo titulado;

Resistencia de Fasciola hepdtica al Triclabendazol,
Rafoxanide y Closantel en vacunos Brown Swiss al pastoreo y
su relacion con los niveles séricos de la enzima Gamma
Glutamil Transferasa (GGT) en Cusibamba - Ayacucho 2016

Autor : Nerio HUAMAN GONZALES
Asesor : Florencio CISNEROS NINA

Ha sido sometido al control de originalidad mediante el software
TURNITIN UNSCH, acorde al Reglamento de originalidad de trabajos de
Tesis, aprobado mediante la RCU N° 039-2021-UNSCH-CU, arrojando un
resultado de dieciocho por ciento (18 %) de indice de similitud, realizado
con depésito de trabajos estandar.

En consecuencia, se otorga la presente Constancia de Originalidad
para los fines pertinentes.

Nota: Se adjunta el resultado con Identificador de la entrega: 2780425506

Ayacucho, 13 de octubre de 2025




Resistencia de Fasciola hepatica
al Triclabendazol, Rafoxanide y
Closantel en vacunos Brown
Swiss al pastoreo y su relacion
con los niveles séricos de |a
enzima Gamma Glutamil
Transferasa (GGT) en
Cusibamba - Ayacucho 2016

por Nerio HUAMAN GONZALES

Fecha de entrega: 13-oct-2025 08:46p.m. (UTC-0500)

Identificador de la entrega: 2780425506

Nombre del archivo: Tesis_Nerio_Huaman_Gonzales_EPMV.pdf (2.53M)
Total de palabras: 10998

Total de caracteres: 61711



Resistencia de Fasciola hepatica al Triclabendazol, Rafoxanide
y Closantel en vacunos Brown Swiss al pastoreo y su relacion
con los niveles séricos de la enzima Gamma Glutamil
Transferasa (GGT) en Cusibamba - Ayacucho 2016

INFORME DE ORIGINALIDAD

18, 18, 6w

INDICE DE SIMILITUD FUENTES DE INTERNET ~ PUBLICACIONES

Ay

TRABAJOS DEL
ESTUDIANTE

FUENTES PRIMARIAS

repositorio.unsch.edu.pe

Fuente de Internet

S

2]

WWWw.engormix.com

Fuente de Internet

3o

&2

issuu.com

Fuente de Internet

2%

]

repositorio.unc.edu.pe

Fuente de Internet

2%

repositorio.unp.edu.pe /
Fuente de Internet %
n sisbib.unmsm.edu.pe /
Fuente de Internet %
1library.co /1
Fuente de Internet %
B hdl.handle.net '
Fuente de Internet %
n repositorio.uncp.edu.pe <
Fuente de Internet %
revistasinvestigacion.unmsm.edu.pe <
Fuente de Internet %
documents.mx < /
Fuente de Internet %



docplayer.es
Fuente de Internet %
vdocuments.mx
Fuente de Internet %
www.bibliotecas.uan.mx
14 %

Fuente de Internet

Excluir citas Activo

Excluir bibliografia Activo

Excluir coincidencias

< 30 words



Resistencia de Fasciola hepdtica al Triclabendazol, Rafoxanide y
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Area de investigacion: Medio ambiente

Linea de investigacion: Medicina y salud animal

RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en la comunidad de Cusibamba, distrito
de Los Morochucos, provincia de Cangallo y departamento de Ayacucho; con el objetivo de
determinar la sensibilidad y resistencia antihelmintica al Triclabendazol 12%, Closantel 10%
y Rafoxanide al 10%. Para ello, se utilizdo 36 bovinos hembras entre vaquillas, vacas en
periodo de lactacion y vacas en periodo de seca; se infectaron de forma natural con Fasciola
hepdtica auna carga parasitaria de 100 huevos / gramos de heces; las edades oscilaron de 06
a 84 meses y se distribuyeron en 03 grupos de 12 animales de acuerdo a la edad, estado
fisiologico y sin medicacion previa de fasciolicidas. La dosis terapéutica de los farmacos
Triclabendazol fue de 12 mg/kg p.v., Closantel de 10 mg/kg p.v. y Rafoxanide de 10mg/kg
p.v., aplicados por via oral. Las heces se recolectaron directamente del recto de cada animal
durante 7 dias antes y las posteriores 8 semanas post dosificacion. La sensibilidad y
resistencia antihelmintica se determind mediante el Test de reduccion del conteo de huevos
por gramo de heces (TRCH). Los resultados fueron: Resistente a los tres antihelminticos,
con un intervalo de confianza inferior del 54.44%, 35.8% y 40.6% respectivamente y haber
alcanzado un promedio de reduccion de huevos por gramo de heces en el 72.0%, 69.2% y
69.9%; y una reduccion de la concentracion de la enzima GGT a los 15 dias 15.25, 16.2 y
16.33, alos 30 dias 15 .50, 14.8 y 14.58, a los 60 dias 15.08, 12.8 y 14. 58 U/L de promedios

respectivamente para Triclabendazol, Closantel y Rafoxanide.

Palabras clave: Fasciola hepatica, Triclabendazol, Rafoxanide, Closantel, Brown Swiss y

enzima Gamma Glutamil Transferasa (GGT).
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Resistance of Fasciola hepatica to Triclabendazole, Rafoxanide

and Closantel in grazing Brown Swiss cattle and its relationship

with serum levels of the enzyme Gamma Glutamyl Transferase
(GGT) in Cusibamba - Ayacucho 2016
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nerio.huaman.24@unsch.edu.pe

Florencio Cisneros Nina?

florencio.cisneros(@unsch.edu.pe

Research area: Environment

Research line: Animal medicine and health

ABSTRACT

The present research work was carried out in the community of Cusibamba, district of Los
Morochucos, province of Cangallo and department of Ayacucho; with the objective of
determining the anthelmintic sensitivity and resistance to Triclabendazole 12%, Closantel
10% and Rafoxanide 10%. For this, 36 female cattle were used, including heifers, cows in
the lactation period and cows in the dry period; were naturally infected with Fasciola
hepatica at a parasite load of 100 eggs/grams of feces; The ages ranged from 06 to 84 months
and were distributed in 03 groups of 12 animals according to age, physiological state and
without previous fasciolicicide medication. The therapeutic dose of the drugs
Triclabendazole was 12 mg/kg b.w., Closantel 10 mg/kg b.w. and Rafoxanide 10 mg/kg
b.w., applied orally. Feces were collected directly from the rectum of each animal for 7 days
before and subsequent 8 weeks post dosing. Anthelmintic sensitivity and resistance were
determined using the Egg Count Reduction Test per gram of feces (TRCH). The results were:
Resistant to the three anthelmintics, with a lower confidence interval of 54.44%, 35.8% and
40.6% respectively and having achieved an average reduction of eggs per gram of feces in
72.0%, 69.2% and 69.9%; and a reduction in the concentration of the GGT enzyme at 15
days 15.25, 16.2 and 16.33, at 30 days 15.50, 14.8 and 14.58, at 60 days 15.08, 12.8 and 14.

58 U/L averages respectively for Triclabendazole, Closantel and Rafoxanide.

Keywords: Fasciola hepatica, Triclabendazole, Rafoxanide, Closantel, Brown Swiss and

Gamma Glutamyl Transferase (GGT) enzyme.
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I. INTRODUCCION

La distomatosis hepatica constituye una de las principales enfermedades parasitarias que
limitan el desarrollo de la ganaderia alto andina en el pais, ya que los efectos patoldgicos del
distoma se traducen en una reduccion notable de la produccion y productividad animal, a lo
que se suma la pérdida de inestimables fuentes proteicas por el comiso de higados
parasitados. Esta enfermedad ha sido y sigue siendo el flagelo de los vacunos y ovinos desde
que se empezo6 su crianza. La fasciola es probablemente responsable de cientos de millones
de soles de pérdida anual en el Perq, es uno de los parasitos que mas gastos ocasionan en el
negocio de la ganaderia. Aun los avances mas recientes en métodos de tratamiento y crianza
no han podido controlar esta plaga de parasitos, los cuales, debido a un ciclo de vida
altamente especializado, son capaces de supervivir y multiplicarse enormemente aun cuando
las condiciones son menos favorables.
El control de esta enfermedad se lleva a cabo, principalmente, en el huésped definitivo
(ganado vacuno, ovino) mediante el empleo de medicamentos fasciolicidas y algunos
ganaderos tratan sus animales dos a tres veces al afio, otros solamente una vez y en cualquier
época del afio, simplemente al observar clinicamente cuando el peso de su ganado esta
bajando de peso o su condicion corporal no es lo adecuado y sospechan que es debido a la
fasciola hepatica, sin ningln criterio epidemioldgico de la zona, utilizando principalmente
triclabendazol por ser uno de los farmacos mas especificos y efectivos ya que elimina tanto
formas inmaduras como maduras del parasito, asi como también el closantel y el Rafoxanide.
Infortunadamente, desde hace un tiempo atras, en nuestra regiéon se viene observando
evidencias clinicas de resistencia a estos antihelminticos en el ganado vacuno, ovino y
camélidos sudamericanos.
Objetivo general
Determinar la resistencia de Fasciola hepatica al Triclabendazol, Rafoxanide y Closantel en
vacunos Brown Swiss al pastoreo y su relacion con los niveles séricos de la enzima Gamma
Glutamil Transferasa (GGT) en Cusibamba — Ayacucho 2016.
Objetivos especificos
1. Determinar la sensibilidad y posible resistencia al antihelmintico triclabendazol en
vacunos Brown Swiss en la comunidad de Cusibamba.
2. Determinar la sensibilidad y posible resistencia al antihelmintico rafoxanide en vacunos
Brown Swiss en la comunidad de Cusibamba.
3. Determinar la sensibilidad y posible resistencia al antihelmintico closantel en vacunos
Brown Swiss en la comunidad de Cusibamba.
4. Determinar los niveles séricos de la enzima Gamma Glutamil Transferasa (GGT) en

vacunos Brown Swiss afectados por Fasciola hepatica, en la comunidad de Cusibamba.
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II. MATERIALES Y METODOS

2.1. Periodo y lugar de ejecucion

La investigacion se realizé en afio 2016, entre los meses de marzo a mayo, ubicado en la
comunidad de Cusibamba, distrito Los Morochucos, provincia de Cangallo y departamento
de Ayacucho. El lugar se situa a los 3690 msnm, con ubicacion geografica de 13° 26’ 04”
latitud Sur y 74° 14’ 18” longitud oeste, limita en la region norte con la comunidad de
Allpachaka, por el oeste con la comunidad de Satica, por el este con la comunidad de
Minascucho y por el sur con la comunidad de Chanquil; su topografia se caracteriza por ser
una llanura de gran extension territorial plana y ligeras ondulaciones, por su condicion
geografica y climatica permite el desarrollo de la agricultura y la ganaderia en la zona.

2.2. Ecologia y climatologia

La formacién ecologica predominante es el paramo himedo sub alpino lo cual influye a que
este biotopo tenga algunas particularidades. Durante el afio calendario hay dos estaciones
bien marcadas, la estacion lluviosa y la estacion seca, las temperaturas mas altas se registran
en la estacion lluviosa y la temperatura mas baja en la estacion seca los meses de mayo, junio
y julio siendo el promedio de 8°C.

2.3. Suelo

De acuerdo a la clasificacion de suelos segtn su capacidad de uso presenta suelos humiferos,
con abundante materia organica en descomposicion y también suelos arcillosos distribuidos
en proporciones diferentes, lo que hace que sean ideales para un adecuado crecimiento y
desarrollo de especies forrajeras tanto nativas como introducidas y asi como también los
cultivares comestibles para el hombre.

2.4. Agua

Las fuentes principales de este recurso se sustentan principalmente en aguas manantiales y
aguas provenientes del canal de irrigacion del Proyecto Especial Rio Cachi, lo que llevo a
otro nivel las expectativas ganaderas de esta zona, transformando tierras de poco uso en
efectivos campos de produccion forrajera.

2.5. Pasturas

Entre las nativas tenemos: Festuca dolichophyla (chilligua), Festuca horridale (iroichu),
Calamagrostis spp. (Crespillo), Trifolium peruvianum (trébol silvestre), Brascica
campestris (nabo silvestre), Estepa ichu (ichu), Bromus bromus (socclla), etc. Las
predominantes en la alimentacion animal hoy en dia son las especies cultivadas que se
emplean como forraje verde, henificado y ensilado y estas son: Trifolium repens (trébol
blanco), Trifolium pratense (trébol rojo), Dactylis glomerata (dactilo), Lolium multiflorum

(ryegras italiano), Lolium perenne (ryegras inglés), Avena sativa, Phalaris canariensis, etc.
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2.6. Material experimental

Los animales

Los vacunos tomados para este trabajo fueron criados bajo el sistema de crianza semi-
extensiva, que de dia pastan en el campo y de noche pernoctan en el corral; se utilizaron para
este estudio 36 vacunos de sexo hembra y raza Brown Swiss distribuidas en 3 grupos de 12
animales y uniformizados por edad (06 — 08 meses) e infeccion de carga parasitaria con
Fasciola hepdatica; 1a carga parasitaria minima fue de 100 huevos/gr de heces, desde el inicio
de parasitacion no se desparasitod a los animales por 4 meses. El tipo de alimentaciéon que
recibieron fue a base de pasto asociado de ryegras y trébol, avena henificada y ensilado como
también en proporciones menores especies nativas. El tamafio de la muestra de 36 vacunos
fue por conveniencia, ya que la gran mayoria de los ganaderos de la zona habian dosificado
sus animales dos meses antes del ensayo, en el mes de febrero en plena época de lluvia, y
se pastoreaban en zonas secanas, donde no habia mucho mojadal; solamente este grupo de
animales que pertenecen a una sola familia habian sido dosificados hace cuatro meses,
tiempo necesario para que vuelvan infectarse con las metacercarias de la Fasciola hepatica,
razon por la cual se hizo el trabajo con este lote de animales.

Los farmacos

Los productos veterinarios antihelminticos empleados, fue el Trisan (triclabendazol 12 %),
Prosantel (Closantel 10%) y Ranide (Rafoxanide 10%), estos productos segun la posologia,
es para administracion por via oral, indicado para el tratamiento y control de la Fasciola
hepatica, comiinmente empleados por los productores ganaderos.

2.7. Materiales y equipos

2.7.1. De campo

e Guantes de examen. e Sogas de nylon.

e Vacutainer tapa roja. e Naricera.

e Agujas descartables N° 20 X 17 e Crayon marcador de ganado.
e Algodon. e (Cuaderno de campo.

e Alcohol al 70°. e Plumon indeleble.

e Formol al 5 %. ¢ Cinta maskin.

e Bolsas para recoleccion de muestras. e Overol.

¢ (Cinta bovinométrica. e Botas de jebe.

2.7.2. De laboratorio

e Placas Petri cuadriculadas. e QGasa.

e Tamices de 63, 75u, 150 p. e Embudo colador.

e Bagueta de vidrio. e Mortero.

e Tubos de falcon. e Microscopio compuesto.
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e Balanza gramera precision 1 gr. e Computadora.

o Kit andlisis GGT e Lugol parasitologico.
e Analizador bioquimico. e Jabon carbolico.
e Micropipetas de rango variable de 100 e Guantes de latex.
y 1 000 pl. e Mascarilla.
e QGradilla para tips. e Papel toalla.

e Tips para micropipetas de 100 y 1000
ul.

2.8. Seleccion de los animales

Para seleccionar los animales para este trabajo se hizo previamente un muestreo coprologico

y un examen copromicroscopico una semana antes del inicio del experimento con la

finalidad de evaluar la carga parasitaria de cada uno de los animales y luego se selecciono

tomando en cuenta los siguientes:

Criterios de inclusion

e Animales con alta carga parasitaria (mayor a 100 HPG).

e Animales que no hayan recibido un tratamiento antihelmintico al menos 4 meses antes
del inicio del estudio.

e Tengan sistema de alimentacion al pastoreo a base de pastos asociados y estos bajo riego.

Criterios de exclusion

e Animales que han recibido un tratamiento y prevencion anti fasciola continua y/o
esporadica con distintos productos comerciales.

e Animales con poca carga parasitaria.

2.9. Metodologia

Del calculo del peso del animal

Los pesos se determinaron por la medicion del perimetro toracico con cinta bovino métrica

comercial para vacunos. Las dosis de los antiparasitarios se calcularon mediante los pesos

corporales individuales, a cada grupo le fue aplicado un antihelmintico diferente.

De la dosificacion

A primeras horas de la mafiana se procedio a administrar el antihelmintico correspondiente

a los 36 vacunos seleccionados; a 12 animales con triclabendazol 12 %, en dosis de 12 mg/

kg p.v., 12 con closantel 10% en dosis de 10 mg/ kg p.v. y finalmente otros 12 con

rafoxanide 10% en dosis de 10 mg/ kg p.v.

2.10. Técnicas de procedimiento laboratorial

Analisis fecal cuantitativo

Para el diagnostico de la fasciolosis se empled el método de Tamizaje, con lo cual se

identifico y conto6 el nimero de huevos de Fasciola hepdtica en las heces de los animales a
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estudiar con este método se determiné la carga parasitaria expresado en nimero de huevos

por gramo de heces (HPG)

El método de tamizaje tiene por principio emplear tamices de diverso micraje (150, 75, 63

micras), ordenado de acuerdo al método de sedimentacion por densidad, lo que permite

concentrar los huevos en el sedimento por varios lavados.

Determinacion de la enzima Gamma Glutamil Transferasa GGT (Ul/lt)

Procedimiento: Método automatizado.

Calibracioén del equipo analizador bioquimico segun las especificaciones del Laboratorio
(HUMMAN) proveedor de Kit.

Preparacion y estabilizacion de reactivos: consiste en mezclar la solucion Buffer (Buffer
Tris pH 8.5) 2 ml con la solucion Substrato (L- g- glutamil-3carboxy-4nitroanilida) 8 ml,
haciendo un total de 10 ml. de reactivo de trabajo.

Comprobacion de la prueba, para este paso se calibr6 usando sangre humana y se
comprobd que el nivel de la GGT, arrojada por el Analizador Bioquimico estaba en el
rango indicado por el laboratorio proveedor del kit, quedando de este modo listo para
analizar las siguientes muestras.

Centrifugacion la sangre contenida en los tubos vacutainer para extraer el suero durante
8 minutos a 2 000 rpm.

Retiro de los tubos vacutainer de la centrifuga y extraer el suero en los microtubos
empleando la micropipeta de 1 000 pl identificandola cada muestra y evaluar que la
muestra no sea hemolizada.

Encendido del analizador bioquimico para seleccionar la prueba y esperar por unos
minutos, que el equipo muestre los rangos para la prueba elegida.

Empleo de agua destilada para realizar los lavados por varias veces el ducto del equipo
analizador bioquimico, para evitar error en la lectura por restos de muestras anteriores.
Pipetear en los microtubos el reactivo de trabajo, 1000 pl., y agregar 100 pl., de la
muestra (suero), corriendo en ese momento el crondémetro, por 60 segundo.

Cumplido el tiempo de 60 segundos se procede introducir la mezcla (Reactivo de trabajo
y la muestra) para la lectura a través del equipo Analizador Bioquimico esperar por unos

90 segundos y anotar el resultado que muestra en la pantalla.

Calculo del niimero de huevos

Para calcular el porcentaje de reduccion del nimero de huevos en las heces (FECRT), se

empled la media aritmética de acuerdo con la siguiente formula:

100 (Media hpgh pre tto — Media hpgh Post tto)
(Media hpgh pre tto)

XFECRT =
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2.11. Analisis estadistico

Modelo de tendencia central y de dispersion

Para calcular los limites inferiores y superiores para un intervalo de confianza del 95%.

Limites de confianza

Se tuvo en cuanta las siguientes formulas:

N° de animales en cada grupo que corresponde (n):

Varianza:

S2 =XXi2— (ZXi) 2n—1

Limite para el intervalo de confianza del 95%

LC (1) = X +1(0.05) S\n

2.12. Criterios para considerar la resistencia

Los criterios utilizados para considerar una explotacion susceptible, resistente o sospechosa

de presentar resistencia fueron:

e Cuando el porcentaje de reduccion de huevos por gramos de heces (hpgh) fue menor a
95% y el intervalo de confianza inferior a 95% y la sensibilidad a los antihelminticos al
ocurrir lo contrario.

e Si solo uno de estos dos criterios se cumple, el rebafio se considera sospechoso de
resistencia.

¢ Sininguno de estos criterios se cumple, el rebafio es susceptible a los antihelminticos.
III. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Resistencia de la Fasciola hepdtica al Triclabendazol 12%
Tabla 1

Numero de huevos de fasciola al tratamiento con triclabendazol al 12 %

Numero Control Tratamiento
Animal HPGH Total (HPGH)

1 300 30

2 200 50

3 350 40

4 150 30

5 150 30

6 150 30

7 150 110

8 100 60

9 100 90

10 150 50

11 100 30

12 100 10

n 12
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Promedio 166.7 46.7

Variancia 6515.2 806.1

D. Estandar 80.7 28.4
FERCT (%) 72.0
Limite Superior 100
Limite Inferior 54.44
Resistencia o Resistencia
Sensible

En la Tabla 1, los resultados evidencian la presencia del fendémeno de resistencia de la
Fasciola hepatica al triclabendazol 12%, a dicha concentracion alcanzo6 bajo porcentaje de
eficacia a un intervalo de confianza inferior a 54.44% y de haber alcanzado un promedio de
reduccion de FERCT en 72%, este resultado es superior al obtenido por Rojas (2012a), quien
entre los afios 2006 y 2008 encontr6 en 3 sitios produccion bovina (Tartar, EI Cortijo y San
Vicente) valores de 2.8%; 3.1% y 68% en grado de eficacia al tratamiento; pero el resultado
del 72% es inferior a 2 predios evaluados (Santa Catalina y Granja Porcén) que mostraron
grado de eficacia al 96% y 100%, concluyendo que el grado de eficacia del triclabendazol
en el control de F. hepatica fue diferente debido al uso continuo del triclabendazol por varios
afos. Por otra parte, Rojas (2012b) también realizé estudios similares al anterior y reforzo
su conclusion en que la resistencia esta relacionado al uso indiscriminado por muchos afios
con el mismo producto; Chavez, et al., (2012) asi como Rojas y col., (2013), realizaron
estudios similares y concluyeron lo mismo, ademas, acotan que se podria presumir de una
resistencia cruzada. Estudios realizados en otras especies, también demuestran la resistencia
de la Fasciola hepatica en la especie ovina, donde la resistencia al triclabendazol esta en

proceso de establecimiento en rebafios tratados de manera frecuente (Mamani y Condori,

2009).
3.2. Resistencia de la Fasciola hepadtica al Closantel 10%
Tabla 2
Numero de huevos de fasciola al tratamiento con Closantel al 10 %
Nimero Control Tratamiento
Animal HPGH Total (HPGH)
1 100 50
2 150 20
3 150 40
4 150 60
5 250 110
6 150 50
7 100 50
8 200 40
9 150 60
10 100 60
11 250 30
12 200 30
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n 12
Promedio 162.5 50.0
Variancia 2784.1 527.3
D. Estandar 52.8 23.0
FERCT (%) 69.2
Limite Superior 100
Limite Inferior 35.38
Resistencia o Resistencia
Sensible

En la Tabla 2, los resultados también demuestran resistencia de la Fasciola hepdtica al
closantel 10%, con un intervalo de confianza inferior del 35.38% y de haber alcanzado un
FERCT de 69.2%.

Estos resultados varian con relacion a los obtenidos por Rojas y col., (2013), y determinaron
que el closantel no produce la suficiente eficacia contra la Fasciola hepatica, evaluado en
los predios de crianza bovina en el departamento de Cajamarca; al igual que el triclabendazol
también esta relacionada la utilizacion del producto por muchos afios y también se presume
de una resistencia cruzada.

3.3. Resistencia de la Fasciola hepadtica al Rafoxanide 10%

Tabla 3

Numero de huevos de fasciola al tratamiento con Rafoxanide al 10 %

Numero Control Tratamiento
Animal HPGH Total (HPGH)
1 150 50
2 200 40
3 100 60
4 100 40
5 150 40
6 100 70
7 100 60
8 100 60
9 400 50
10 250 40
11 200 20
12 150 70
n 12
Promedio 166.7 50.0
Variancia 7878.8 218.2
D. Estandar 88.8 14.8
FERCT (%) 69.9
Limite Superior 100
Limite Inferior 40.6
Resistencia o Resistencia
Sensible
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En la Tabla 3, los resultados también demuestran resistencia de la Fasciola hepatica al
rafoxanide 10%, con un intervalo de confianza inferior del 40.6% y de haber alcanzado un
FERCT de 69.9%.

Con respecto al rafoxanide, no se cuenta con reportes de resistencia, sin embargo,
concuerdan con lo mencionado por Botana y col (2002), quienes manifiestan que los
helmintos en ovinos, caprinos, bovinos, entre otros, han desarrollado resistencia a todos los
grupos antiparasitarios disponibles del mercado a nivel mundial. Las llanuras y los mojadales
existentes para el crecimiento de las pasturas en la comunidad de Cusibamba, permite el
pastoreo intensivo, durante todo el afio y favorecen la contaminacion de estas pasturas y
obligan al control de estas fasciolas para asegurar la salud y maximizar la productividad de
los rumiantes. En ese contexto, existe una exagerada dependencia del rafoxanide, lo cual
estaria asociado al hecho de que por ser un antihelmintico antiguo de uso y comercializacion
en la zona de estudio y debido a su facilidad de aplicacion, alta eficacia, son utilizados como
la inica alternativa de control. La facilidad y excesivo uso continuado de este producto, ha
favorecido la aparicion de resistencia a este compuesto antihelmintico, y estd afectando
seriamente la producciéon de rumiantes; en consecuencia, las causas probables de la
resistencia tienen relacion a que dichas drogas fueron usados con mucha frecuencia y que
¢éstas podian obtenerse con facilidad en el mercado a bajo costo, resistencia parasitaria se
pudo realizar por seleccion de fasciolas resistentes a los antiparasitarios del mercado.

3.4. Niveles séricos de la Enzima GGT en vacunos con Fasciola hepdtica

Figura 1

Tendencia del contenido de la enzima GGT post tratamiento con los antihelminticos desde el inicio
hasta los 60 DPT
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En la Figura 1, se observa notoriamente que en los tres grupos tratados con triclabendazol,

closantel y rafoxanide la concentracion de la enzima GGT disminuyo gradualmente, a los 15
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dias 15.25,16.2 y 16.33; con 23.02 10.0,24.0a 11.0 y 22.0 a 11.0; a los 30 dias 15.50, 14.8
y 14.58, con 23.0a 10.0, 20.02 8.0 y 20.0 a 10.0 y a los 60 dias 15.08, 12.8 y 14.58 con 22.0
a9.0,20a26.0 y22.0a10.0 de U/L de promedios y rangos respectivamente.

Los resultados del presente trabajo nos demuestran que no siempre la actividad enzimatica
de GGT se encuentra incrementada en procesos patoldgicos como la distomatosis hepatica,

sino que también pueden encontrarse dentro del rango normal a pesar de la severidad cronica
del higado (Kaneko, 1997).

CONCLUSIONES

1. De acuerdo a los resultados obtenidos, se demuestra la presencia de resistencia
antihelmintica de Fasciola hepdtica al triclabendazol, closantel y rafoxanide en los
bovinos de la comunidad de Cusibamba.

2. Después del tratamiento disminuye la actividad de la enzima Gamma Glutamil
Transferasa (GGT), en la sangre de bovinos con fasciolosis hepatica.

3. Alaprueba de reduccion del numero de huevos en las heces (FERCT), se encontrd para
triclabendazol 72.0%, closantel 69.2% y rafoxanide 69.9% en el ganado bovino de la

comunidad de Cusibamba.
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