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RESUMEN

La sarcocistosis es una infeccibn parasitaria provocada por el protozoo
Sarcocystis aucheniae que representa un problema econdémico y sanitario en los
Camélidos Sudamericanos (CSA), principalmente alpacas y llamas, debido a las
pérdidas generadas por el decomiso de carne y la limitada deteccion temprana de
la infeccion. El presente estudio tuvo como objetivo determinar la prevalencia del
parasito Sarcocystis aucheniae en muestras de sangre de animales criados en los
distritos de Chuschi, Sacsamarca y Chipao de la region de Ayacucho.
Correspondi6 a un estudio no experimental, de tipo transversal y nivel descriptivo.
Para detectar la presencia del parasito se extrajo el ADN gendémico mediante un
sistema de purificacion WIZARD® SV A2360 a partir de muestras sanguineas de
Chuschi (n= 86), Sacsamarca (n=30) y Chipao (n= 66), se tuvo como control
positivo al ADN de macroquistes y como control negativo ADN de muestras de
sangre de crias de alpaca de dos meses de edad, seguido de la amplificacion por
PCR semianidada duplex empleando cebadores especificos para el gen 18S
ARNr del parasito. Los productos amplificados fueron visualizados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. La prevalencia de Sarcocystis aucheniae
en alpacas en los distritos de Chuschi, Sacsamarca y Chipao fueron de 13%,
37,9% y 27,8%, respectivamente, mientras que, la prevalencia del parasito en
llamas en el distrito de Chuschi y Chipao fueron 29,4% y 25% respetivamente,
ante la presencia de una banda especifica de 583 pb, indicando la deteccién de
ADN del parasito. Asi mismo, la prevalencia general en alpacas y llamas fue de
23% Yy 26,7%, respectivamente. No hubo asociacion estadistica entre las variables
distrito, sexo y categoria etaria con el parasito Sarcocystis aucheniae. En
conclusion, la PCR semianidada constituye una herramienta Util para la deteccion
molecular temprana de Sarcocystis aucheniae en muestras sangre antes de que
se produzca una infeccién masiva; sin embargo, presenta limitaciones inherentes
asociadas a la baja carga parasitaria circulante y a la naturaleza transitoria de la
parasitemia, especialmente en infecciones crbénicas donde el pardsito se
encuentra predominantemente enquistado en el tejido muscular.

Palabras clave: Prevalencia, Sarcocystis aucheniae, PCR semianidada duplex,
Camélidos Sudamericanos.
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l. INTRODUCCION

La sarcocistosis es una enfermedad parasitaria provocada por protozoarios del
género Sarcocystis, la cual afecta a diversos tipos de hospederos, entre ellos los
Camélidos Sudamericanos, como la alpaca y la llama (Decker, 2018). Ademas,
esta infeccion se caracteriza por la formacion de quistes macroscopicos
musculares que por su apariencia similar a granos de arroz se le conoce como
“arrocillo” o “triquina”, cuyo consumo puede ocasionar trastornos digestivos
(Martin et al, 2016) como también la devaluacién céarnica, generando pérdidas
econémicas para los productores alpaqueros debido a la depreciacion del
producto y su posterior decomiso por parte de las autoridades sanitarias (Decker,
2018). Esta enfermedad es altamente prevalente en regiones altoandinas, donde
la crianza de alpacas y llamas constituye una de las principales actividades
productivas de las comunidades rurales (FAO, 2018).

Uno de los principales inconvenientes de la sarcocistosis radica en la dificultad
para lograr una deteccion temprana en animales vivos, ya que el diagnéstico
tradicional se basa principalmente en evaluaciones post mortem mediante la
inspeccion del tejido muscular. Frente a esta limitacion, las técnicas moleculares,
como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), se presentan como
alternativas prometedoras, al permitir identificar el ADN del parasito incluso en
fases iniciales de la infeccion (Decker et al, 2018). Ante ello, la PCR semianidada
duplex de muestras sanguineas constituye una técnica con mayor sensibilidad
diagnéstica que contribuye en mayor medida en el control de la sarcocistosis en
alpacas y llamas (Rojas, 2022).

La naturaleza del problema radica en la dificultad de implementar métodos
diagnosticos eficientes en animales vivos, lo cual limita la vigilancia epidemioldgica
y el control de la enfermedad (Wieser et al, 2024). A pesar de los avances en

biologia molecular, aln existe una brecha en la estandarizacion de protocolos que



permitan una deteccién confiable del parasito en sangre, especialmente en

condiciones de campo (Decker et al, 2018).

Por ello, en este trabajo de investigacion, se determind la prevalencia de

Sarcocystis aucheniae en sangre de alpaca y llama mediante PCR semianidada

duplex, en los distritos de Chuschi, Sacsamarca y Chipao de la region de

Ayacucho, para implementar y optimizar esta técnica molecular permitiendo la

deteccién mas temprana y confiable del parasito en animales vivos antes de una

infeccibn masiva. Esto permitird contribuir a mejorar las estrategias de control

sanitario, reducir las pérdidas econémicas y fortalecer la produccién de alpacas y

llamas en las regiones altoandinas.

Para el desarrollo del presente trabajo se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general:

Determinar la prevalencia de Sarcocystis aucheniae en sangre de alpaca y llama

mediante PCR semianidada duplex en los distritos de Chuschi, Sacsamarca y

Chipao de Ayacucho.

Objetivos especificos:

o Detectar la presencia de Sarcocystis aucheniae en muestras de sangre de
alpacas y llamas mediante PCR semianidada duplex.

o Detectar la presencia de Sarcocystis aucheniae en muestras de sangre de
alpacas y llamas segun el sexo mediante PCR semianidada duplex.

e Detectar la presencia de Sarcocystis aucheniae en muestras de sangre de
alpacas y llamas segun la categoria etaria mediante PCR semianidada
duplex.

e Estimar la prevalencia de la parasitosis en los distritos de Chuschi,

Sacsamarca y Chipao de la region Ayacucho.



Il. MARCO TEORICO
2.1 ANTECEDENTES

Actualmente, hay muy pocos estudios con respecto a la deteccién molecular de
Sarcocystis aucheniae mediante PCR semianidada duplex en muestras de sangre
de alpacas y llamas, pero hay estudios sobre la identificacién filogenética del
parasito en sangre de alpacas y llamas a través de la PCR.

Ademds, con el progreso tecnoldgico se ha mejorado la especificidad vy
sensibilidad para su uso en el diagnéstico de enfermedades, ofreciendo una
alternativa prometedora para la deteccion precoz y el monitoreo epidemioldgico
de la sarcocistosis en alpacas y llamas (Wieser et al, 2024).

Existen trabajos relacionados a esta ultima afirmacion, en el diagnostico del
parasito Sarcocystis aucheniae por PCR semianidada duplex en sangre de
alpacas y llamas. Entre los primeros estudios se tiene a Decker et al. (2018), que
desarroll6 una PCR semianidada duplex para detectar Sarcocystis aucheniae en
sangre, encontrando una prevalencia del 18,7% en las muestras analizadas;
aunque su estudio se centrd en llamas es relevante debido a la similitud con las
alpacas. Asimismo, demostré la utilidad de la PCR para identificar focos activos
de infeccion del parasito mediante la relacion entre presencia/ausencia de
macrocistos y deteccion del parasito en una muestra sanguinea (merozoitemia).
Del mismo modo, el estudio realizado por Wieser et al. (2024) sefala que,
animales PCR-positivos, pero sin sarcocistos macroscopicos corresponden a
infecciones tempranas, mientras que animales PCR-negativos, pero con
sarcocistos positivos corresponderian a infecciones mas antiguas en las que el
parasito estd confinado en el musculo y no circula en la sangre. La afirmacion
anterior esté respaldada por el estudio de Martin et al. (2016) que muestra que, la
PCR semianidada duplex detecta ADN en sangre en etapas tempranas y discute

gue la ausencia de amplificacion en muestras de sangre se debe a que los



parasitos ya estdn alojados como cistos en los muasculos denominados
macroquistes.

La técnica molecular de PCR semianidada duplex se ha optimizado con los
estudios posteriores, como el estudio de Rojas (2022) que evalud la sensibilidad
y especificidad de esta técnica molecular, para detectar Sarcocystis aucheniae en
sangre de alpacas, logrando un limite de deteccion de 1 pg de ADN con una
especificidad del 80%. Ademas, encontré una prevalencia del 32% en las
muestras analizadas. Esta afirmacion es similar a lo obtenido por Neyra (2025)
gue mostro una sensibilidad de hasta 0.46 pg de ADN gendmico de Sarcocystis
aucheniae por reaccién. A través de estos resultados, se reafirmd la eficacia de
esta técnica molecular en el diagnéstico de Sarcocystis aucheniae en sangre de
alpaca y llama, porque se encuentra en la etapa de diseminacion.

El ciclo bioldgico de Sarcocystis aucheniae implica 3 etapas principales siendo asi
la de mayor importancia para deteccién por métodos moleculares la fase de
diseminacion, debido a que el parasito aun circula por el tejido sanguineo antes
de infectar los tejidos musculares (Wieser et al, 2024). Ante ello, Neyra (2025),
investigd la presencia de ADN de Sarcocystis aucheniae en muestras de sangre
de alpacas mediante un estudio longitudinal, donde encontr6é una frecuencia de
positividad de 24 y también observd que la parasitemia era transitoria. Ademas,
concluyé que no existia una relacién significativa entre la presencia del parasito y
factores como la edad del hospedador o las condiciones climaticas.

Con el avance de la tecnologia, se han desarrollado otras pruebas de deteccion
mas especificas de este parasito en sangre de alpaca y llama, que se demuestra
en el estudio de Valdez (2021) que desarrollé una evaluacién exhaustiva del perfil
global de proteinas utilizando electroforesis y espectrometria de masas, bajo un
enfoque proteémico orientado al estudio de Sarcocystis aucheniae en sangre de
Vicugna pacos, considerandolo una herramienta de diagnéstico mucho mas
valiosa para el diagnéstico precoz, en particular para la identificacion de
Sarcocystis spp. que forma microquistes. Asimismo, sus resultados
proporcionaron informacion valiosa sobre los mecanismos moleculares del
parésito y su interaccion con el hospedero, como la funcion de la lectina que se
une a la galactosa para que se pueda adherir en la célula hospedera e iniciar la
invasion celular, lo que podria contribuir al desarrollo de nuevas estrategias de
diagnéstico y control. Otro método de deteccion, es el uso de marcadores

moleculares, como el que utiliz6 Wu et al. (2022) para la caracterizacion



morfoldgica y molecular de Sarcocystis masoni en una alpaca en China, que eran
los siguientes: 18S rDNA, 28S rDNA, ITS y coxl mitocondrial, amplificados
mediante PCR, resaltando su utilidad, seguida de la secuenciacién, caracterizadas
como herramientas precisas para la identificacion de Sarcocystis spp., debido a
que confirmaron la identidad genética del parasito en sarcocistos y ooquistes de
perros infectados experimentalmente a través de un andlisis PCR-RFLP,

superando asi las limitaciones de los métodos morfoldgicos tradicionales.

2.2. MARCO CONCEPTUAL
2.2.1. Sarcocystis aucheniae

El término Sarcocystis tiene origen etimolégico griego, donde sarkos significa
mausculo y kystis hace referencia a una vesicula. Por tanto, Sarcocystis es un
protozoario perteneciente al filo Apicomplexa y constituye el agente causal de la
sarcocistosis. Esta infeccion se distingue por la presencia de multiples quistes,
estructuras semejantes a sacos que contienen NUMErosos parasitos y cuyo
tamafio puede variar desde micrometros hasta varios centimetros. Los quistes se
localizan principalmente en el tejido muscular o nervioso de una amplia diversidad
de especies animales. La descripcion inicial de estas estructuras se remonta a
1843 en Suiza, cuando Miescher observé formaciones blanquecinas filamentosas
en el musculo esquelético de un ratén doméstico (Mus musculus), las cuales
posteriormente fueron denominadas tubulos de Miescher (Decker, 2018).

Ante ello, segun el sistema de clasificacion de Levine (1986), Sarcocystis sp. se

clasifica de la siguiente manera:

Dominio: Eucariota
Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoasida
Sub-clase: Coccidiasina
Orden: Eucoccidiorida
Sub-orden: Eimeriorina
Familia: Sarcocystidae
Sub-familia: Sarcocystinae
Género: Sarcocystis

Fuente: Decker (2018)



2.2.2. Ciclo biol6gico de Sarcocystis aucheniae

Wieser et al. (2024) describe que los sarcocistos son protozoos coccidios
intracelulares pertenecientes al filo Apicomplexa, que incluye varios parasitos de
importancia médica y veterinaria; estos protozoarios se caracterizan por presentar
un ciclo de vida dixénico o heteroxeno, es decir, que requiere al menos dos
hospederos: un Hospedero Definitivo (HD), que es un perro, y un Hospedero
Intermediario (HI), que es la alpaca o la llama. Forman sarcocistos en los tejidos
del Hl y liberan formas infectantes al medio tras la ingestion por el HD. La especie
de mayor importancia veterinaria es Sarcocystis aucheniae, agente causante de
la sarcocistosis en las alpacas (Vicugna pacos) y las llamas (Lama glama).

En el HI se produce la multiplicacion asexual (merogonia) y en el HD la
multiplicacion sexual (gametogonia) seguida de la esporulacion o maduracién
(esporogonia); asimismo, la gametogonia tiene lugar en células del epitelio
intestinal, en donde los gametos se fusionan para formar una célula rodeada de
una membrana o pared, denominada ooquiste que contiene 2 sacos ovales o
esporocistos con 4 esporozoitos cada uno (Helnan et al, s.f.).

Entre los diversos HD reportados (Mamani & Choque, 2020), el perro (Canis lupus
familiaris) es el mas propenso a infectarse con este parasito al consumir carne
cruda o subproductos de alpacas y llamas; de esa manera, los bradizoitos
contenidos en los macrocistos se liberan en el intestino delgado del can, donde
ocurre la fase sexual para posteriormente recubrirse de una membrana y ser
liberados al ambiente mediante las heces.

Las alpacas y la llamas, son los HI que ingieren los esporoquistes presentes en el
agua o alimento contaminado; en consecuencia, se liberaran los esporozoitos e
invadirdn las células endoteliales ocurriendo la esquizogonia (reproduccion
asexual), es decir, se dara lugar a los merozoitos que se desplazaran a través del
torrente sanguineo para finalmente invadir las células musculares formando los
macrocistos o quistes macroscépicos llenos de bradizoitos (Martin et al, 2016).

A partir de ello, se realizaron estudios in vitro para cultivar dichos cistozoitos
extraidos de los macrocistos, que progresaron a esquizontes y luego a merozoitos
en lineas celulares, para confirmar el desarrollo del estadio asexual extracorpéreo
(Uzuriaga et al, 2025).



Hospedador definitivo
comiendo carne cruda
de hospedador intermediario

[ Ambiente [ ] Reproduccion asexual Reproduccion sexual

Figura 1. Ciclo de vida indirecto de Sarcocystis sp. (Decker, 2018)



2.2.3. Patogenia

La infeccion por Sarcocystis aucheniae en las alpacas y llamas est4 caracterizada
por tener un curso generalmente subclinico; sin embargo, su desarrollo
comprende varias etapas con manifestaciones fisiopatolégicas diferenciadas,
desde la fase inicial de invasion hasta la formacion de macroquistes en el musculo

esquelético del HI.
a) Fase deinfeccion intestinal y liberacidén de esporozoitos

La sarcocistosis empieza cuando el HI ingiere los esporoquistes presentes en el
agua o alimentos contaminados, los esporozoitos presentes se liberan e ingresan
en las células epiteliales intestinales dando inicio al proceso infeccioso, suele ser
asintomatico o presentar alteraciones leves debido a la rapida diseminacion del
parasito (Wieser et al, 2024).

b) Fase de diseminacién vascular (merogonia)

Después de atravesar el intestino delgado, los esporozoitos ingresan al torrente
sanguineo y linfatico invadiendo las células endoteliales de los vasos sanguineos
y tejidos, asi mismo, ocurre la multiplicacion asexual (merogonia) donde los
merozoitos contindan infectando nuevas células generando dafio vascular,
inflamacion leve y alteraciones sistémicas discretas, aunque en la mayoria de los

casos no se observan signos clinicos evidentes (Dubey et al, 2015).
c) Fase deinvasion muscular

Los merozoitos presentes en el tejido vascular migran al tejido estriado invadiendo
las fibras musculares, luego empieza la diferenciacion a bradizoitos para después
encapsularse y dar lugar a una estructura quistica denominada macroquiste (Moré
et al, 2019).

d) Fase de formacidon de macroquistes (sarcocistos)

Los macroquistes son estructuras visibles a simple vista, caracteristicos de
Sarcocystis aucheniae (Palomino, 2013), que contienen numerosos bradizoitos y
pueden alcanzar tamafios considerables comprometiendo significativamente la
calidad cérnica, constituyendo el principal impacto econdmico de la enfermedad

(Wieser et al, 2024). Los macroquistes presentan una organizacion estructural



compleja con caracteristicas morfolégicas externas e internas observables
mediante microscopia electronica y se desarrollan lentamente hasta alcanzar su

estado de madurez (Palomino, 2013).
e) Fase crbnica

Dentro del macroquiste formado en el musculo, el parasito permanece en estado
latente; asi mismo, la parasitemia desaparece dificultando la deteccion del ADN
del parasito en sangre mediante técnicas moleculares, pero alin contintan siendo

fuente de infeccion para los HD (Decker et al, 2018).
2.2.4. Epidemiologia

La sarcocistosis causada por Sarcocystis aucheniae es una enfermedad
ampliamente distribuida en las regiones altoandinas de Sudamérica, donde la
crianza de alpacas y llamas constituye una actividad econémica predominante
(Moré et al, 2019). La transmisién del parasito esta estrechamente relacionada
con los sistemas de produccion extensivos, en los cuales existe una convivencia
constante entre HI (alpacas y llamas) y HD, principalmente perros (Canis lupus
familiaris) (Wieser et al, 2024).

En el Perd, la sarcocistosis presenta una alta prevalencia que puede oscilar entre
20% y mas del 90% dependiendo de la edad de los animales, método de
diagnostico empleado y de la region, especialmente en zonas altoandinas por
encima de los 3 000 m s.n.m., donde las condiciones climaticas y de manejo
favorecen la persistencia del pardsito en el ambiente porque prolongan la
supervivencia de las formas infectantes, facilitan su dispersion en el ambiente e
incrementan la exposicién de los hospederos (Leguia & Casas, 2018).

La prevalencia tiende a ser mayor en animales adultos debido a la exposicion
acumulativa al parasito a lo largo del tiempo (Moré et al, 2019); asi mismo, la
contaminaciéon de pastos y fuentes de agua con esporoquistes eliminados en las
heces de los perros constituye el principal mecanismo de infeccidon para las
alpacas y llamas (SENASA, 2020) y el manejo sanitario limitado contribuye a
mantener el ciclo biologico del parasito (MIDAGRI, 2019), dificultando la
estimacion real de la prevalencia y la implementacion de medidas sanitarias

eficaces (Wieser et al, 2024).



2.2.5. Manifestaciones clinicas de la sarcocistosis en alpacas y llamas

Este parasito atenta contra la salud de las alpacas y llamas, asi como también la
economia de los productores pecuarios por los problemas sanitarios que provoca,
limitando su produccién; puesto que, permite el desarrollo de quistes
macroscépicos que tienen la apariencia de granos de arroz compacto de color
blanco, de 0,1 cm a 1 cm de largo y que tienden a crecer lentamente en el musculo
esquelético, ocasionando el rechazo de su consumo y posterior confiscacion por
las autoridades sanitarias (Velasquez et al, 2019).

Ademas, los sarcocistos producidos por especies del género Sarcocystis pueden
variar considerablemente en tamafo y visibilidad; algunas especies forman
sarcocistos macroscopicos, visibles a simple vista durante la inspeccién post
mortem, como Sarcocystis aucheniae en alpacas y llamas, Sarcocystis hirsuta en
bovinos y Sarcocystis gigantea en ovinos; sin embargo, la mayoria de las especies
de Sarcocystis producen quistes microscopicos, los cuales no son detectables a
simple vista, aun cuando estdn presentes en gran numero en el musculo
esquelético o cardiaco del HI (Dubey et al, 2015).

La sarcocistosis suele ser asintomatica en el HD como el perro, dado que la
replicacion del parasito se limita principalmente al epitelio intestinal; no obstante,
en algunos casos pueden presentarse signos gastrointestinales, incluyendo
diarrea aguda o crénica, especialmente en infecciones con altas cargas parasitaria
(Dubey et al, 2015). En cuanto a los factores condicionantes que favorecen el
desarrollo de la enfermedad clinica en el HI (Moré, 2021) son el estado inmunitario
y la dosis de esporoquistes que logré consumir, aungue las infecciones naturales
se producen frecuentemente con un numero reducido de esporoquistes dando
lugar a infecciones asintomaticas.

Conviene destacar que, en los perros, las infecciones repetidas por especies de
Sarcocystis inducen una respuesta de resistencia parcial, caracterizada por una
menor eliminacién de esporoquistes, un alargamiento del periodo prepotente (la
produccion de esporoquistes por el parasito tarda mas tiempo) y un acortamiento
del periodo patente (la eliminacién de los esporoquistes por el perro se da en
menos tiempo), lo que contribuye a disminuir la intensidad de la excreciéon
parasitaria (Mandal & Shah, 1987).

Asimismo, el ser humano puede actuar como HI de algunas especies del género
Sarcocystis, desarrollando sarcocistosis muscular tras la ingestion de

esporoquistes induciendo miositis, vasculitis, dolor muscular, fiebre y eosinofilia,
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donde la gravedad de los signos clinicos depende de la carga parasitaria y de la

respuesta inmunitaria del hospedador (Dubey et al, 2015).

2.2.6. Importancia de las alpacas y llamas y repercusiones de la

sarcocistosis muscular

Las alpacas (Vicugna pacos) y llamas (Lama glama) representan una especie
clave en las economias altoandinas, no solo por su valor cultural e histérico, sino
también por su significativa contribucién al sustento de comunidades rurales,
asimismo, su crianza esta ligada a la seguridad alimentaria, la economia familiar
y la identidad cultural de poblaciones que habitan zonas por encima de los 3 500
m s.n.m., donde otras formas de ganaderia resultan menos viables (FAO, 2021),
debido a que presentan adaptaciones fisiol6gicas notables que les permiten
sobrevivir en condiciones extremas de hipoxia, bajas temperaturas y escasez de
recursos (Wheeler, 2012).

En el ambito sanitario, las alpacas y llamas son susceptibles a diversas
enfermedades parasitarias, entre ellas la sarcocistosis muscular causada por
Sarcocystis aucheniae, la cual genera pérdidas econdémicas significativas debido
al decomiso de carnes contaminadas por la disminucién de su calidad y afecciones
a la salud, afectando directamente la comercializacién y el valor del producto
(Decker et al, 2018). Aungue la infeccion parasitaria suele ser subclinica, provoca

debilidad, pérdida de peso, abortos y mortalidad neonatal (Garcia et al, 2019).
A. Importancia econémicay productiva de la alpacay llama

Fibra. Es la principal fuente de ingresos, especialmente de la alpaca y la vicufia,
reconocida internacionalmente por su suavidad, resistencia y calidad, por ejemplo,
el estado peruano concentra mas del 80 % de la poblacion mundial de alpacas y
es el principal exportador de fibra a nivel global (MIDAGRI, 2022).

Carne. La carne de alpaca y llama posee importancia creciente en los mercados
locales y regionales por su bajo contenido graso y alto valor proteico, donde su
comercializaciébn esta asociada a la manutencibn de los ganaderos,
abastecimiento de mercados municipales y para venta en mataderos autorizados;
sin embargo, enfermedades como la sarcocistosis afectan directamente su valor
comercial, provocando decomisos en mataderos y pérdidas econdmicas

significativas (Mamani & Choque, 2020).
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Piel. Las pieles de las alpacas y llamas presentan caracteristicas favorables para
la industria manufacturera, como buena resistencia mecénica, elasticidad y
capacidad de adaptacion a diversos procesos de curtido, permitiendo la
elaboracion de prendas de vestir, calzado, articulos de marroquineria y artesanias
(FAO, 2018).

Asimismo, el uso del cuero de alpaca y llama posee relevancia cultural y artesanal
en las poblaciones andinas, donde tradicionalmente se ha empleado en la
elaboracion de utensilios, vestimenta u objetos de uso cotidiano, promoviendo el

desarrollo econémico local (Quispe et al, 2019).

Otros subproductos y servicios. Entre ellos encontramos el estiércol usado
como abono y combustible, por otra parte, brindan servicios de carga y movilidad
siendo la mas utilizada las llamas, en comunidades rurales donde el transporte
mecanizado es limitado (FAO, 2018).

Ademads, constituyen un eje de identidad cultural en festividades, rituales y

practicas ancestrales, siendo parte esencial de la cosmovision andina (Risi, 2020).

B. Importancia socioeconémicay cultural de la crianza de alpacas y llamas

Las alpacas (Vicugna pacos) y la llamas (Lama glama), constituyen una de las
actividades pecuarias mas importantes de las zonas altoandinas de Peru, Bolivia,
Chile y Argentina, en ecosistemas por encima de los 3 500 m s.n.m., donde las
condiciones climaticas limitan la produccion de otras especies pecuarias (FAO,
2023).

En el Perq, la crianza de alpacas y llamas constituye una actividad econémica
estratégica para miles de familias campesinas (MIDAGRI, 2024). De acuerdo con
el ultimo Censo Nacional Agropecuario, mas de 120 000 unidades agropecuarias
se dedican a la crianza de alpacas, mientras que decenas de miles de productores
mantienen rebafios de llamas, concentrandose principalmente en las regiones de
Puno, Cusco, Arequipa, Ayacucho, Huancavelica y Apurimac (INEI, 2012).

Se estima que entre el 70 % y el 80 % de los ingresos familiares anuales de las
comunidades dedicadas a la produccién de alpacas y llamas provienen de esta
actividad productiva (MIDAGRI, 2020). Asimismo, el pais cuenta con
aproximadamente 92 700 productores alpaqueros, de los cuales el 76 %

corresponde a pequefios productores familiares, evidenciando la importancia

12



socioecondmica de estos animales para la subsistencia de miles de familias
rurales (MIDAGRI, 2022).

El Peru alberga aproximadamente el 87 % de la poblacién mundial de alpacas, lo
que lo convierte en el principal productor de esta especie a nivel global. Segun
estadisticas recientes del Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego (MIDAGRI), el
pais cuenta con mas de 3,5 millones de alpacas y alrededor de 1,5 millones de
llamas, concentradas principalmente en la sierra sur, que sustentan una cadena
productiva orientada a la obtencion de fibra, carne, cuero y otros subproductos de
alto valor econémico (MIDAGRI, 2024).

C. Impacto econémico, social y cultural de la sarcocistosis muscular

1. Impacto econdmico. Desde el punto de vista econémico, la principal
consecuencia de la infeccién es el decomiso parcial o total de carnes infectadas
en los mataderos, debido a que, los sarcocistos visibles a simple vista reducen el
valor comercial de la carne, afectando directamente a los productores rurales, que
dependen de esta actividad como fuente primaria de ingresos; bajo los estudios
realizados en Bolivia evidencian que la sarcocistosis genera pérdidas econémicas
significativas por kilo de carne decomisada, especialmente en mercados locales
donde no existen protocolos para el aprovechamiento alternativo de canales
afectadas (Mamani & Choque, 2020).

En algunos casos, mas del 60 % de los animales faenados presentan sarcocistos
musculares, lo que implica una pérdida considerable para el pequefio productor
(Martin et al, 2016). Ademas, la alta prevalencia afecta la reputacién del producto,
limitando su comercializaciobn en mercados mas exigentes o de exportacion
(Decker et al, 2020).

2. Impacto social. Al ser las alpacas y llamas un pilar de sustento en
comunidades altoandinas, las pérdidas econémicas derivadas de esta parasitosis
afectan la seguridad alimentaria, el acceso a bienes basicos y la estabilidad
econdmica de familias rurales; cabe reconocer, que muchas comunidades tienen
un acceso limitado a servicios veterinarios, laboratorios de diagnéstico o politicas
publicas orientadas al control parasitario, lo que perpetia un ciclo de

vulnerabilidad socioeconémica (FAO, 2021).

3. Impacto cultural. Las alpacas y llamas tienen una profunda relaciéon con

las cosmovisiones andinas, debido a que son utilizados en rituales, festividades y
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practicas religiosas, siendo considerados animales sagrados y simbolos de
identidad ancestral; no obstante, la sarcocistosis provoca un cambio en la
percepcién de la carne de llama o alpaca, considerandola como "impura" o
inadecuada para el consumo ceremonial o festivo cuando se observan los
macroquistes, lo que erosiona las practicas tradicionales (Risi, 2020).

Asimismo, en ciertas comunidades se asocia la presencia de "granos"
(sarcocistos) en la carne a mal manejo o "mal augurio”, reforzando el rechazo del
producto en contextos rituales y limitando su aceptacién social, incluso si es inocua

tras coccion (Garcia et al, 2019).

2.2.7. Determinacion de la edad mediante la erupcién dentaria en alpacas y

Ilamas

La determinacién de la edad en alpacas y llamas constituye una practica
fundamental en el manejo zootécnico, la seleccion de reproductores, la evaluacion
productiva y los estudios epidemiol6gicos (Franco et al, 2009) frente a la
sarcocistosis.

En alpacas y llamas, la estimacion de la edad se realiza principalmente mediante
la evaluaciéon del grado de erupcién y desgaste de los incisivos permanentes,
debido a que este método es préactico, econdémico y aplicable en condiciones de
campo (Sumar & Bravo, 1996). La cronologia de la erupcién dentaria permite
clasificar a los animales en diferentes categorias etarias, facilitando el analisis de
variables asociadas al crecimiento, la reproduccion y la susceptibilidad a
enfermedades, y es similar para alpacas y llamas (Franco et al, 2009).

Las alpacas y llamas nacen con incisivos deciduos o dientes de leche, los cuales
son reemplazados progresivamente por incisivos permanentes a medida que el
animal madura, dando lugar a las categorias dentarias ampliamente utilizadas en
campo, tales como dientes de leche, dos dientes (2D), cuatro dientes (4D), seis
dientes (6D) y boca llena (BLL) (Franco et al, 2009). La evaluacién de estas
categorias constituye una herramienta Gtil para estimar la edad cuando no se
dispone de registros de nacimiento (Fernandez, 1991).

De manera general, el primer par de incisivos permanentes centrales aparece
entre los 2 y 2,5 afios de edad, dando origen a la categoria denominada “dos
dientes”; el segundo par de incisivos permanentes erupciona aproximadamente
entre los 3 y 3,5 afios, correspondiendo a la categoria “cuatro dientes” y el tercer

par de incisivos permanentes emerge entre los 4 y 4,5 afios, formando la categoria
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“seis dientes” (Fowler, 2010). Finalmente, la erupcién del cuarto par de incisivos
permanentes ocurre alrededor de los 5 afios de edad, momento en el cual el
animal es clasificado como “boca llena” (Bravo et al, 2018).

Esta categorizacion no es exacta debido a que no existe un medio concreto de
facil acceso para calcular la edad de los animales, aunque existen otras
alternativas menos aplicadas como los microchips (Franco et al, 2009).

La clasificacion por categoria dentaria es ampliamente utilizada en investigaciones
epidemioldgicas debido a que permite evaluar la asociacion entre la edad y la
presentacion de enfermedades infecciosas y parasitarias, como la sarcocistosis
(Wieser et al, 2024)

2.2.8. PCR semianidada duplex

La PCR es una técnica de biologia molecular ampliamente utilizada para la
amplificacion especifica de fragmentos de ADN, permitiendo su deteccion y
analisis con alta sensibilidad (Martin et al, 2016).

La PCR anidada se basa en la realizacion de dos rondas de amplificacion
consecutivas: la primera utiliza un par de cebadores externos que amplifican una
region génica amplia, mientras que la segunda emplea uno de los cebadores
originales y un cebador interno que se encuentra dentro del fragmento
previamente amplificado, generando un producto mas corto y especifico
(Sambrook & Russell, 2001), dentro de sus variantes, la variante semianidada
conserva esta légica, pero mantiene uno de los cebadores externos en ambas
rondas, lo que facilita el disefio experimental y disminuye el riesgo de
contaminaciéon cruzada, ademas de aumentar la especificidad y sensibilidad del
diagnéstico molecular, especialmente en infecciones parasitarias donde la carga
del patégeno puede ser baja o intermitente (Martin et al, 2016).

Sin embargo, la PCR duplex permite la amplificacién simultdnea de dos blancos
génicos distintos en una sola reaccion, utilizando dos pares de cebadores
independientes, permitiendo realizar controles internos en una misma reaccion o
para detectar coinfecciones o mdultiples variantes génicas (Nolan et al, 2006).
Con respecto al protozoo Sarcocystis aucheniae, agente etiolégico de la
sarcocistosis macroscopica en alpacas y llamas, la PCR semianidada duplex ha
sido validada como un método eficaz para su deteccién en sangre periférica,
durante la etapa sistémica del parasito (merozoitemia) (Decker et al, 2018).

Asimismo, ha demostrado ser (til en el ambito del diagnéstico precoz, antes de la
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formacion de los macrocistos musculares, lo que representa un avance
significativo para los programas de control sanitario, ya que evita pérdidas
economicas asociadas al decomiso de carne contaminada en los mataderos
(Martin et al, 2016).

2.2.9. Gen ARNTr 18S

El gen del ARN ribosomal 18S (ARNr 18S) que forma parte de la subunidad
pequeina (40S) de los ribosomas eucariotas, constituye uno de los marcadores
moleculares mas utilizados en estudios taxonémicos, filogenéticos, diagndstico
molecular y analisis evolutivos de organismos eucariotas, debido a su amplia
distribucion permiten el disefio de cebadores universales (Hadziavdic et al, 2016)
que van dirigidos a regiones conservadas compartidas entre especies
relacionadas y regiones mas variables que aumentan la especificidad en la
identificacion del parasito (Tan et al, 2017). Ademas, el gen ARNr 18S ha sido
considerado uno de los mejores marcadores universales para eucariotas debido a
su presencia en todos los grupos eucariotas y a la disponibilidad de extensas
bases de datos de secuencias de referencia (Decelle et al, 2014).

Este gen forma parte de la unidad repetitiva del ADN ribosomal nuclear (ADNr), la
cual incluye al gen 5,8S, gen 18S y gen 28S separados por regiones espaciadoras,
ademas, se encuentra organizada en multiples copias en Tandem dentro del
genoma de los eucariotas, incrementando la sensibilidad de deteccién en
muestras con baja carga parasitaria como en muestras sanguineas (Decker et al,
2018). Esta elevada representacion genética explica por qué el gen ARNr 18S es
uno de los blancos mas utilizados en protocolos de PCR para el diagnostico de
protozoarios parasitos; sin embargo, debido a la conservacion de algunas
regiones entre especies relacionadas, la especificidad de la deteccion depende en
gran medida del disefio adecuado de los cebadores y de las condiciones de
amplificacion empleadas (Hadziavdic et al, 2016).

Durante la sintesis proteica, el ARNr 18S desempefia un papel fundamental en el
reconocimiento y alineamiento del ARN mensajero (ARNm) y del ARN de
transferencia (ARNt), contribuyendo a la correcta decodificacion de la informacion
genética durante el proceso de traduccion (Hadziavdic et al, 2016).

La estructura del gen ARNr 18S comprende nueve regiones hipervariables (V1-
V9) distribuidas entre segmentos conservados que permiten el disefio de

cebadores universales capaces de amplificar secuencias de una amplia diversidad
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de organismos eucariotas, mientras que las regiones variables proporcionan
informacién suficiente para diferenciar especies, géneros e incluso poblaciones
relacionadas filogenéticamente, ambas caracteristicas favorecen su uso como
marcador de referencia para la deteccibn molecular de protozoarios
pertenecientes al filo Apicomplexa, incluyendo especies del género Sarcocystis
(Hadziavdic et al, 2016).

En los parasitos del género Sarcocystis, el gen ARNr 18S ha sido ampliamente
utilizado para la identificaciébn especifica debido a que presenta secuencias
conservadas que facilitan la amplificacion por PCR y regiones variables que
permiten discriminar entre especies estrechamente relacionadas, no obstante,
debido a la naturaleza conservada del gen, puede ocurrir amplificacion
inespecifica si las condiciones de la PCR no estan adecuadamente optimizadas
(Decker et al, 2018). Esta caracteristica resulta especialmente importante porque
muchas especies de Sarcocystis presentan similitudes morfoldgicas en diferentes
estadios de desarrollo, dificultando su identificacion mediante métodos
microscépicos convencionales. Por ello, las técnicas moleculares basadas en el
ARNr 18S han incrementado significativamente la sensibilidad y especificidad
diagnéstica (Wang et al, 2014).

La PCR convencional, anidada y semianidada dirigida al gen ARNr 18S ha
demostrado ser una herramienta eficaz para la deteccién de ADN parasitario en
diferentes matrices biolédgicas, incluyendo tejidos musculares, sangre y muestras
ambientales (Aivelo et al, 2020). En el caso de Sarcocystis aucheniae, la
amplificacion de fragmentos especificos del gen ARNr 18S permite identificar la
presencia del parasito incluso cuando la carga parasitaria es baja, constituyendo
una alternativa diagnéstica mas sensible que la inspeccibn macroscépica o
microscOpica de los quistes musculares, y es particularmente relevante en
infecciones tempranas o en animales vivos donde los macroquistes aln no son
evidentes (Hadziavdic et al, 2016).

En la presente investigacién se emplearon cebadores dirigidos al gen ARNr 18S
de Sarcocystis aucheniae para la deteccion molecular del parasito mediante PCR
semianidada. La seleccion de este marcador se fundamenté en su amplia
utilizacién en estudios de diagndstico molecular, su elevada sensibilidad y la
disponibilidad de secuencias especificas que permiten diferenciar a Sarcocystis
aucheniae de otros organismos presentes en muestras sanguineas de alpacas y

llamas. Ha sido empleado por algunos estudios (Martin et al, 2016; Decker et al,
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2018) porgue la region del gen ARNr 18S es polimoérfica que da lugar al desarrollo
de técnicas de identificacion o diagndstico de especies de interés parasitolégico
(Carletti et al, 2013).
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1. MATERIALES Y METODOS
3.1. Caracteristicas de la zona de estudio

Las tres zonas de estudio presentan condiciones ecolégicas propias de los
ecosistemas altoandinos, caracterizadas por altitudes elevadas, clima frio y
disponibilidad de pastos naturales, lo que favorece la crianza extensiva de alpacas
y llamas y, por ende, la transmision de Sarcocystis aucheniae (Wieser et al, 2024).

3.1.1. Chuschi

El distrito de Chuschi se ubica en la provincia de Cangallo, en la regién Ayacucho,
a una altitud de 3 600 a 3 800 m s.n.m., formando parte de la region natural de la
sierra sur del Peru. Presenta un clima frio y seco, con temperaturas que oscilan
entre 5y 15 °C y precipitaciones concentradas entre noviembre y marzo.

El relieve es accidentado, con predominio de zonas altoandinas, pastizales
naturales (puna) y suelos aptos para la crianza de alpacas y llamas, como principal
actividad econémica (INEI, 2017).

3.1.2. Sacsamarca

El distrito de Sacsamarca se localiza en la provincia de Huanca Sancos, también
en la region de Ayacucho, a una altitud de 3 500 a 3 900 m s.n.m. y presenta un
clima frio altoandino, con temperaturas promedio entre 4 y 14°C, con lluvias
estacionales.

Su geografia estd compuesta por montafias, quebradas y extensas areas de
pastos naturales, que sustentan la ganaderia extensiva, especialmente de alpacas
y llamas (MINAGRI, 2019).
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3.1.3. Chipao

El distrito de Chipao pertenece a la provincia de Lucanas, en la region Ayacucho.
Se encuentra a una altitud de 3 200 a 3 500 m s.n.m., con un clima templado frio
y seco, caracterizado por temperaturas entre 8 y 18 °C. Presenta una topografia
variada con valles interandinos y &reas altoandinas, lo que permite la actividad
productiva agricola y pecuaria, destacando la crianza de alpacas y llamas (INElI,
2017).

3.1.4. Mapa de ubicacion y coordenadas geograficas

Tabla 1. Coordenadas geograficas de los centros poblados de los distritos de Chuschi,
Sacsamarca y Chipao, Ayacucho.

Centro Poblado Distrito  Provincia Este (m) Norte (m) 6%.”@ Datum

Lerccona Chuschi Cangallo 547496.65 8511907.79 18S WGS 84
Yupana Chuschi Cangallo 546319.69 8513990.34 18S WGS 84
Chicllarazo Chuschi Cangallo 554363.31 8511918.11 18S WGS 84
Pallca Chuschi Cangallo 567999.36 8502398.77 18S WGS 84
Huacraccocha Chuschi Cangallo 549149.26 8513599.64 18S WGS 84
Pucruhuasi Chuschi Cangallo 553757.31 8511673.49 18S WGS 84
Tuco Chuschi Cangallo 557297.05 8507467.03 18S WGS 84
Choccoro Chuschi Cangallo 561129.02 8512669.21 18S WGS 84
Rumichaca Chuschi Cangallo 544764.26 8520786.71 18S WGS 84
Cerce Chuschi Cangallo 560490.50 8502508.68 18S WGS 84
Puncupata Chuschi Cangallo 564928.04 8511197.59 18S WGS 84
Putaccasa Sacsamarca SH;r?C”OCSa 586490.05 8439190.04 18S WGS 84
Chipao Chipao Lucanas  621187.60 8411528.23 18S WGS 84
Yanama Chipao Lucanas  641316.27 8404395.47 18S WGS 84
Pallcca Chipao Lucanas 630707.33 8388523.75 18S WGS 84
Huataccocha  Chipao Lucanas 649964.47 8397630.71 18S WGS 84
Asabamba Chipao Lucanas 629523.43 8397255.42 18S WGS 84
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Figura 2. Mapa politico de ubicacién de las zonas de investigacion: distritos de Chuschi,
Sacsamarca y Chipao de la region de Ayacucho, incluyendo las zonas de muestreo

(centros poblados).
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3.2. Variable e indicadores
3.2.1. Variables de estudio

1. Prevalencia de Sarcocystis aucheniae

e Frecuencia de animales positivos (amplicones de 583 pb)

Frecuencia de animales negativos (ausencia de amplicones)
Especies hospedadoras (CSA): Vicugna pacos y Lama glama
Ubicacién geogréfica: Chuschi, Sacsamarca y Chipao.

Sexo: hembra y macho.

Categoria etaria (Franco et al, 2009): 2D, 4D y BLL

A A

3.3. Definicidn de las muestras
3.3.1. Poblacioén

La poblacién de estudio estuvo conformada por sangre de alpacas (Vicugna
pacos) y llamas (Lama glama) de la region de Ayacucho, de los distritos de
Chuschi, Sacsamarca y Chipao, criadas en sistemas extensivos por comunidades
campesinas.

o Poblacion 1: Alpacas

Sangre de la especie Vicugna pacos, de ambos sexos y edades mayores de dos
afos, procedentes de los distritos de Chuschi, Sacsamarca y Chipao.

o Poblacion 2: Llamas

Sangre de la especie Lama glama, de ambos sexos y edades mayores de dos

afos, procedentes de los mismos distritos de Chuschi, Sacsamarca y Chipao.
3.3.2. Muestras

Ciento cincuenta y dos muestras de sangre (5 mL) de alpaca (Vicugna pacos),
criados en los distritos de Chuschi (n = 69), Sacsamarca (n=29) y Chipao (n = 54).
Treinta muestras de sangre (5 mL) de llama (Lama glama), que también se criaron

en los distritos de Chuschi (n = 17), Sacsamarca (n = 1) y Chipao (n = 12).
3.3.3. Seleccién de animales

Las alpacas y llamas pertenecian a pequefios y medianos productores de
diferentes comunidades del distrito de Chuschi (2 Lerjona, 4 Yupana, 5

Chicllarazo, 5 Pallca, 3 Huacraccocha, 3 Pucruhuasi, 24 Tuco, 12 Choccoro, 20
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Rumichaca, 2 Cerce, 6 Puncupata), Sacsamarca (30 Putaccasa) y Chipao (2

Chipao, 25 Yanama, 9 Pallcca, 4 Huataccocha, 26 Asabamba).

Los criterios de inclusion fueron:

e Animales aparentemente sanos: buen apetito, buen pelaje y enérgicos, de la
especie Vicugna pacos y Lama glama

e Edad superior de dos afos

e Consentimiento del propietario para la toma de muestra

Mientras que, los criterios de exclusién fueron:

e Tubos de recoleccién de muestras de sangre que carecian de identificacion

¢ Animales con informacién incompleta respecto a variables de estudio como
categoria dentaria o comunidad de procedencia

e Muestras de sangre con volumen insuficiente para realizar la extraccion de
ADN y los andlisis moleculares correspondientes

e Muestras que presentaron contaminacion visible que pudiera afectar la

obtencion del paquete celular
3.4. Diseiio del estudio
Disefio no experimental, de tipo transversal y nivel descriptivo.

Se evaluaron 182 unidades de sangre de alpacas y llamas de tres distritos de la
region de Ayacucho (Chuschi, Sacsamarca y Chipao), de las siguientes
comunidades: Lerjona, Yupana, Chicllarazo, Pallca, Huacraccocha, Chicllarazo,
Pucruhuasi, Tuco, Choccoro, Rumichaca, Cerce, Puncupata, Putaccasa, Chipao,
Yanama, Pallcca, Huataccocha y Asabamba respectivamente; asimismo, los dos

controles segun Decker et al. (2018) fueron:

Control positivo: ADN de los sarcocistos presentes en la carne de alpaca
contaminada, que se adquirié y conservé en dos tiempos diferentes (1 mes y 6
meses respectivamente). Primero se realizé una inspeccion visual en el masculo
esquelético principalmente en la region cervical y en el resto de la carcasa; el tejido
seleccionado con macroquistes se acondiciond6 en un cooler con gel de
refrigeracion a 4°C encima de un carton para evitar la quemadura por frio y lograr
conservar las células hasta su evaluacion, se traslad6 al laboratorio para su debido

procesamiento.

23



Control negativo: ADN de muestras de sangre de crias de alpaca de dos meses
de edad del distrito de Chuschi, de la comunidad de Puncupata. Las alpacas bebés
seleccionadas aun dependian de la leche materna de modo que no estaban
infectadas con el parasito porque aun no consumian pasto y agua donde estan

presentes las formas infectivas.
3.5. Metodologia
3.5.1. Toma de muestras

Primero, se extrajo aproximadamente cinco mililitros de sangre de la vena yugular

de alpacas y llamas, previa desinfeccién con alcohol, en tubos vacutainer que

contenian citrato de sodio al 3,8% como anticoagulante, después se homogenizé

durante 30 s para evitar la coagulacion de las muestras. Finalmente, cada muestra

se rotul6 con un cadigo individual y se registré en una ficha que incluia lo siguiente:

¢ Nombre del ganadero o productor

e Localidad o comunidad de procedencia (Chuschi, Sacsamarca o Chipao)

e Camélido muestreado (alpaca o llama)

e Raza (H: huacaya, Q: garay S: suri)

e Sexo (macho o hembra)

e Categoria etaria o edad (DL: dientes de leche, 2D: dos dientes, 4D: cuatro
dientes y BLL: boca llena)

e Numero de muestra

e Fecha de muestreo
3.5.2. Transportey conservaciéon de las muestras

Las muestras sanguineas de alpacas y llamas se rotularon y se acondicionaron
en un cooler con gel de refrigeracion a 4°C, dentro de las 24 h posteriores a la
recoleccion y se trasladaron al Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la
EEA Canaan-INIA-Ayacucho, donde las muestras obtenidas se almacenaron en
una congeladora a -20 °C hasta su procesamiento y/o andlisis.

Se utilizaron gradillas de metal plastificadas como soporte de los tubos con
muestras sanguineas manteniendo los tubos en posicion vertical, aquello permitié
gue durante el descongelamiento haya sedimentacion para favorecer una
separacion de la mayor cantidad del paquete celular y por ende mayor cantidad

de material genético.
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3.5.3. Extraccion de ADN gendmico de sangre de alpaca y llama y

macroquistes de Sarcocystis aucheniae

El ADN gendmico de las muestras de sangre de alpacas y llamas de los distritos

de Chuschi, Sacsamarca y Chipao se extrajo a partir de 200 pL de cada muestra,

recuperados del fondo del tubo vacutainer, mediante el sistema de purificacion de

ADN genomico WIZARD ® SV A2360 que emplea minicolumnas; el proceso de

extraccion se basé en tres fases: fase de digestion, fase de lavado y fase de

elucion (ver Anexo 5) (Promega, 2012). El procedimiento del lavado del paquete

celular se adapto del estudio de Carletti et al. (2013), quién empled PBS para lavar

y diluir los bradizoitos obtenidos de los macroquistes. Los pasos de la extraccion

se muestran a continuacion:

e Se prepard la solucion de digestiébn con solucion de lisis nuclear, EDTA,
proteinasa Ky RNasa

e Se tomaron 200 pL de sangre y se centrifugaron para obtener el paquete
celulara 21 138 x g

o El pellet celular se lav6 con PBS 1X y se centrifugd nuevamente para eliminar
impurezas a 21 138 x g

e El pellet obtenido se resuspendi6 en la solucion de digestion y se incub6 a 55
°C para favorecer la lisis celular

e Se afadio el buffer de lisis Wizard® SV y el lisado se homogeneiz6 mediante
el uso del vortex

e Ellisado se transfiri6 a la minicolumna Wizard® SV y se centrifug6 a 21 138
X g para permitir la union del ADN a la membrana de silice

e La columna se lavl repetidamente con la solucion de lavado CWA para
eliminar proteinas, sales y otras impurezas

e Se realiz6 un centrifugado adicional para secar completamente la membrana
de la columnaa 21138 xg

e EIADN gendémico se eluyé con 50 L de agua libre de nucleasas y se recuperé
mediante centrifugacion a 21 138 x g

e EI ADN purificado se almacen6 a -20 °C hasta su utilizaciéon en la PCR
semianidada duplex

Para la extraccion de ADN de macroquistes de Sarcocystis aucheniae, estos

fueron aislados del musculo cervical de una alpaca faenada en el Camal Municipal

de Huancavelica, utilizando una pinza estéril. Posteriormente, los macroquistes se
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colocaron en tubos Falcon y se lavaron con PBS 1X por tres veces. Seguidamente,
se procedi6 a su trituracion en un mortero estéril empleando nitrégeno liquido, con
el fin de facilitar la liberacion del material genético (Rojas, 2022). Finalmente, se
realizé la extraccion del ADN gendmico siguiendo el protocolo de extraccion Fenol
Cloroformo (Ambion, 2009). Las muestras de ADN fueron eluidas en 50 pL de

agua MilliQ y posteriormente se almacenaron a 4 °C.
3.5.4. Amplificacién por PCR semianidada duplex

Se procedi6 de la siguiente manera: 7,5 yL de Go Tag ® G2 Green Master Mix
(Promega, USA), 1 yuL (10 uM) de cada cebador para el gen de Sarcocystis
aucheniae y 4,5 pL de agua MilliQ. Se utilizé 1 yL de ADN gendmico en la primera
ronda y el amplicon de la misma para la amplificacion secundaria, teniendo un
volumen final de reaccion de 15 pL.

La PCR semianidada se llevé a cabo en dos rondas: en la primera se emplearon
los primers Forward 1 (coccl8S-F1) y Reverse (Sauch-R-18S), junto con los
demas reactivos, para amplificar un fragmento de 730 pb del gen ARNr 18S;
posteriormente, en la segunda ronda, se utilizaron los primers Forward 2
(scoccl8S-F2) y el mismo Reverse (Sauch-R-18S), con el fin de obtener un
fragmento de 583 pb del mismo gen a partir del producto previamente amplificado.

Las condiciones de ciclaje se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de ciclaje de la PCR semianidada duplex. Modificado de Decker et
al. (2018)

item Etapas de PCR Temperatura Tiempo '\'“”?ero
de ciclos
1 Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min
Desnaturalizacion 95°C 30s
2 Alineamiento 62.2°C (primera ronda) 30s 32 ciclos
64.1°C (segunda ronda) 30 ciclos
Extension 72°C 30s
3 Extension final 72°C 5 min
Refrigeracion 4°C i)
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Tabla 3. Primers empleados para amplificar el gen ARNr 18S de Sarcocystis aucheniae.
Obtenido de Decker et al. (2018).

Tamarfo del gen

Cebadores Secuencia e
amplificado
Forward 1:
coccl8S-F1 5"-GAAAGTTAGGGGCTCGAAGA-3’
730 pb
Reverse
Sauch-R-18S 5'-CCAATCCATACTTGGAAAAACGG-3’
Forward 2;
scoccl8S-F2 5"-GACGGAAGGGCACCACCAGG-3
583 pb
Reverse
Sauch-R-18S 5"-CCAATCCATACTTGGAAAAACGG-3’

3.5.5. Electroforesis

Los productos de la PCR fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa
al 1,5 % a 60V por 60 min al cual se le afiadid bromuro de etidio al 1% (5 pL por
100 mL de gel de agarosa), ademas, se empleé el buffer TBE (Tris — Borato —
EDTA, pH 8). En uno de los pocillos se colocé un marcador de tamafio molecular
de 1 Kb (Promega, USA). Los amplicones se observaron en un transiluminador
UV (LabNet Dynalight UV Transilluminator).

3.5.6. Andlisis de los datos

Los resultados de cada animal (positivo 0 negativo por PCR y electroforesis) se
registraron en una base de datos en el programa Excel, junto con sus variables
identificativas (especie y localidad). Luego se calculé el porcentaje de positivos y
negativos para Sarcocystis aucheniae ante la presencia o ausencia de la banda
de 583 pb, con ello se determind la prevalencia de Sarcocystis aucheniae en
sangre de alpaca y llama en los distritos de Chuschi, Sacsamarca y Chipao, y su
asociacion con las variables sexo y categoria etaria. Para evaluar la asociacion
entre la presencia de Sarcocystis aucheniae y la variable distrito, se empleé la
prueba de Chi-cuadrado (x?). Para las variables sexo y categoria etaria se utilizd
la prueba exacta de Fisher, debido a la presencia de frecuencias esperadas

menores a 5y se considerod un nivel de significancia estadistica de 95% (p < 0,05).
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V. RESULTADOS
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Figura 3. ADN gendmico aislado de muestras sanguineas de alpaca y llama, carriles del
1 al 16 (alpaca) y carriles del 17 al 32 (llama) por 2 métodos de extraccidn en gel de
agarosa al 1%. (A) Método de extraccién por Kit comercial WIZARD ® SV A2360; carriles
1 al 32 muestran la calidad de la extraccion y corresponden a muestras de los distritos de
Chuschi (carriles 8, 9, 10, 11, 12, 13, 26, 27, 28, 29, 30, 31y 32), Sacsamarca (carriles 14,
15,16y 17) y Chipao (carriles 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 y 25). (B) Método
de Fenol Cloroformo para los macroquistes obtenidos de una alpaca faenada en el Camal
Municipal de Huancavelica, que constituye el control positivo en las reacciones de PCR
semianidada duplex; carril 1: ADN de macroquistes obtenidos de una alpaca faenada
recientemente; carril 2: ADN de macroquistes almacenados durante 6 meses a -20°C.
Todos los geles se colorearon con bromuro de etidio al 1%. Laboratorio de Biotecnologia.
Facultad de Ciencias Biolégicas. UNSCH. 2025
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Figura 4. Diagnostico molecular de Sarcocystis aucheniae por PCR semianidada diplex
en muestras de sangre de alpaca (carriles 1, 2, 3, 6, 7, 9, 10, 13, 14y 15) y llama (carriles
4,5,8,11y12) de los distritos de Chuschi (carriles 1, 2, 3, 4y 5), Sacsamarca (carriles 6,
7, 8,9y 10) y Chipao (carriles 11, 12, 13, 14 y 15). La figura muestra un gel de agarosa
coloreado con bromuro de etidio al 1% y visualizado en un transiluminador. La
amplificacion de los fragmentos del gen 18S ARNTr del parasito Sarcocystis aucheniae se
realiz6 mediante la modificacion de las condiciones del protocolo establecido por Decker
et al. (2018). M: Marcador de tamafio molecular de 1 Kb (Promega, USA); carriles 1, 3, 5,
6, 7, 8, 12 y 14 muestran un resultado positivo ante la presencia de la banda de 583 pb;
carriles 2, 4, 9, 10, 11, 13 y 15 dan un resultado negativo por la ausencia del amplicén;
carril 16: control positivo (a partir de los macroquistes) donde se visualiza las 2 bandas
que representan al gen ARNr 18S del parasito (amplicon de 730 pb y 583 pb relacionado
a la primera y segunda ronda respectivamente); carril 17: control negativo (ADN de cria de
alpaca); carril 18: blanco (componentes de la PCR pero sin adicion de ADN genémico); en
el carril 2 se observa un amplicon de tamafio menor a lo esperado; carril 10: amplicones
inespecificos por las condiciones de la PCR. Laboratorio de Biotecnologia. Facultad de
Ciencias Biologicas. UNSCH. 2025
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Tabla 4. Prevalencia de Sarcocystis aucheniae en alpaca (Vicugna pacos) por PCR
semianidada duplex en los distritos de Chuschi, Sacsamarca y Chipao, Ayacucho — 2025.

i Prevalencia
Variable - — Total
Negativos Positivos
Recuento 39 15 54
Chipao .
% dentro de distrito 72,2% 27,8% 100,0%
istri Recuento 60 9 69
Distritos Chuschi g
% dentro de distrito 87,0% 13,0% 100,0%
Recuento 18 11 29
Sacsamarca —
% dentro de distrito 62,1% 37,9% 100,0%
Total Recuento 117 35 152
% dentro de distrito 77,0% 23,0% 100,0%

IC 95%: Intervalo de confianza del 95%

La Tabla 4 mostré la prevalencia del parasito Sarcocystis aucheniae en alpacas
presentes en los distritos evaluados. El distrito de Chuschi registré6 el mayor
namero de muestras analizadas (69) pero presento la menor prevalencia con solo
el 13% (nueve casos positivos). Por el contrario, el distrito de Sacsamarca
evidencié la mayor tasa de prevalencia observada con el 37,9% (11 casos
positivos). Mientras que, en el distrito de Chipao se obtuvo una prevalencia
intermedia de 27,8% (15 casos positivos). Finalmente, el andlisis estadistico
determind que no existe una asociacion estadisticamente significativa entre la
presencia de Sarcocystis aucheniae y el distrito de procedencia (p > 0,05), a pesar
de las variaciones porcentuales observadas entre las localidades (ver Anexos 5y
9.1).

31



Tabla 5. Prevalencia de Sarcocystis aucheniae en llama (Lama glama) por PCR
semianidada duplex en los distritos de Chuschi, Sacsamarca y Chipao, Ayacucho — 2025.

Prevalencia

Variable : - Total
Negativos  Positivos
Recuento 9 3 12
Chipao .
% dentro de distrito 75,0% 25,0% 100,0%
Recuento 12 5 17
Distritos | Chuschi L
% dentro de distrito 70,6% 29,4% 100,0%
Recuento 1 0 1
Sacsamarca L
% dentro de distrito 100,0% 0,0% 100,0%
Recuento 22 8 30
Total o
% dentro de distrito 73,3% 26,7% 100,0%

IC 95%: Intervalo de confianza del 95%

La Tabla 5 mostro la prevalencia del parasito Sarcocystis aucheniae en llamas
presentes en los distritos evaluados. El distrito de Chuschi registré la mayor
prevalencia observada con el 29,4% (cinco casos positivos de 17 muestras
analizadas). Por su parte, en el distrito de Chipao se obtuvo una prevalencia de
25% (tres casos positivos de 12 muestras). En contraste, el distrito de Sacsamarca
no presentd casos positivos, registrandose una prevalencia de 0%. Finalmente, el
andlisis estadistico determiné que no existe una asociacién estadisticamente
significativa entre la presencia de Sarcocystis aucheniae y el distrito de
procedencia (p > 0,05), a pesar de las diferencias porcentuales observadas entre

las localidades (ver Anexos 6y 9.2).
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Tabla 6. Porcentaje de resultados positivos a Sarcocystis aucheniae en alpaca (Vicugna
pacos) y llama (Lama glama) por PCR semianidada duplex en los distritos de Chuschi,
Sacsamarca y Chipao, Ayacucho — 2025.

Prevalencia
Variable iti
Total POS(T)VOS % Desv. Est. IC 95%
Alpaca 152 35 23,0 0,034 16,3 -29,7
Llama 30 8 26,7 0,080 11,0-42,4

Desv. Est.: Desviaciéon estandar, IC 95%: Intervalo de confianza del 95%

La Tabla 6 evidencio el porcentaje de resultados positivos a Sarcocystis aucheniae
de acuerdo a la especie animal evaluada, las llamas registraron una prevalencia
de 26,7% (ocho casos positivos de 30 muestras analizadas), mientras que en las
alpacas se obtuvo una prevalencia de 23% (35 casos positivos de 152 muestras
analizadas). Asimismo, la desviacién estandar fue de 0,080 y 0,034 en las llamas

y alpacas respectivamente (p > 0,05) (ver Anexo 9.3).
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Tabla 7. Prevalencia de Sarcocystis aucheniae segun sexo en alpaca (Vicugna pacos) que
provenian de Chuschi, Sacsamarca y Chipao, Ayacucho — 2025.

Positivos Prevalencia

Sexo Distrito Total +) (%) IC 95% *
Macho Chuschi 3 0 0,0 NE*
Macho Sacsamarca 1 1 100,0 NE*
Macho Chipao 6 1 16,7 0,0-46,5
Hembra  Chuschi 66 9 13,6 53-21,9
Hembra  Sacsamarca 28 10 35,7 18,0 -53,4
Hembra  Chipao 48 14 29,2 16,3-42,1

p > 0,05

NE: No estimable debido al reducido tamafio muestral
*Los intervalos de confianza (IC 95%) no fueron considerados en grupos con tamafio
muestral extremadamente reducido

La Tabla 7 mostré la prevalencia del parasito Sarcocystis aucheniae segin sexo
en alpacas en los distritos evaluados. En las hembras, el distrito de Sacsamarca
registré la mayor prevalencia observada con el 35,7% (10 casos positivos),
seguido de Chipao con el 29,2% (14 casos positivos) y Chuschi con el 13,6%
(nueve casos positivos). Mientras que, en los machos se observdé una menor
prevalencia de casos positivos en los tres distritos evaluados, resultado que
estuvo limitado por el reducido tamafio muestral de este grupo. Finalmente, el
analisis estadistico determind que no existe una asociacion estadisticamente
significativa la presencia de Sarcocystis aucheniae y el sexo de alpacas (p > 0,05)
(ver Anexo 10.1).
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Tabla 8. Prevalencia de Sarcocystis aucheniae segin sexo en llama (Lama glama)
procedentes de los distritos de Chuschi, Sacsamarca y Chipao, Ayacucho — 2025.

Positivos Prevalencia

Sexo Distrito Total +) (%) IC 95% *
Macho Chuschi 6 1 16,7 0,0-46,5
Macho Sacsamarca 0 0 0,0 NE*
Macho Chipao 8 1 12,5 0,0-35,4
Hembra  Chuschi 11 4 36,4 8,0 -64,8
Hembra  Sacsamarca 1 0 0,0 NE*
Hembra  Chipao 4 2 50,0 1,0-99,0

p =0,226

NE: No estimable debido al reducido tamafio muestral
*Los intervalos de confianza (IC 95%) para grupos con tamafio muestral reducido
presentan estimaciones de menor precision

La Tabla 8 presentd la prevalencia de Sarcocystis aucheniae segun sexo en
llamas procedentes de los distritos evaluados. En las hembras, el distrito de
Chipao registro la mayor prevalencia observada con el 50% (dos casos positivos
de cuatro muestras analizadas), seguido de Chuschi con el 36,4% (cuatro casos
positivos de 11 muestras analizadas), mientras que en Sacsamarca no se
evidenciaron casos positivos. En los machos, la prevalencia fue de 16,7% (un caso
positivo) en Chuschi y de 12,5% (un caso positivo) en Chipao, sin registrarse
muestras positivas en Sacsamarca. Finalmente, el analisis estadistico determiné
gue no existe una asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de
Sarcocystis aucheniae y el sexo de las llamas (p > 0,05). Asimismo, los amplios
intervalos de confianza observados en algunos grupos reflejan la incertidumbre
asociada al reducido tamafio muestral, por lo que los resultados deben

interpretarse con cautela (ver Anexo 10.2).
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Tabla 9. Prevalencia de Sarcocystis aucheniae segln categoria etaria en alpaca (Vicugna
pacos) procedente de los distritos de Chuschi, Sacsamarca y Chipao, Ayacucho — 2025.

Categoria Positivos  Prevalencia

etaria Distrito Total +) (%) IC 95%

DL Chuschi 2 0 0,0 NE

2D Chipao 1 0 0,0 NE

4D Sacsamarca 4 1 25,0 0,0-67,4
4D Chipao 6 3 50,0 10,0 - 90,0
BLL Chuschi 69 9 13,0 5,1-20,9
BLL Sacsamarca 25 11 44,0 245 -63,5
BLL Chipao 47 12 25,5 13,1-37,9

p =0,214 (BLL)

DL: dientes de leche (menor de 1 afio), 2D: 2 dientes (1-2 afios), 4D: 4 dientes (2-3 afios)
y BLL: boca llena con 6 dientes incisivos permanentes (méas de 4-5 afios) (Franco et al,
2009)

NE: No estimable debido al reducido tamafio muestral, IC 95%: Intervalo de confianza del
95%

La Tabla 9 evidencio la prevalencia de Sarcocystis aucheniae segun la categoria
etaria de las alpacas en los distritos evaluados. En el distrito de Chuschi,
Gnicamente se registraron casos positivos en la categoria BLL, con una
prevalencia de 13% (nueve casos positivos de 69 muestras evaluadas), mientras
gue en la categoria DL no se evidenciaron animales positivos. En Sacsamarca, la
mayor prevalencia observada correspondio a la categoria BLL con 44% (11 casos
positivos de 25 muestras evaluadas), seguida de la categoria 4D con 25% (un
caso positivo de cuatro muestras evaluadas). Por su parte, en Chipao, la categoria
4D regqistré la mayor prevalencia con 50% (tres casos positivos de seis muestras
evaluadas), mientras que la categoria BLL present6 una prevalencia de 25,5% (12
casos positivos de 47 muestras evaluadas). Finalmente, el analisis estadistico
determiné que no existe una asociacion estadisticamente significativa entre la
presencia de Sarcocystis aucheniae y la categoria etaria de las alpacas (p > 0,05)
(ver Anexo 10.3).
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Tabla 10. Prevalencia de Sarcocystis aucheniae segin categoria etaria en llama (Lama
glama) procedente de los distritos de Chuschi, Sacsamarca y Chipao, Ayacucho — 2025.

Cateqoria pistrito  Total OSIVOS  Prevalencia g gy,

2D Chipao 1 0 0,0 NE

4D Chipao 1 1 100,0 NE

BLL Chuschi 17 5 29,4 7,8-51,0

BLL Sacsamarca 1 0 0,0 NE

BLL Chipao 10 2 20,0 0,0 —44,8
p=0,438

2D: 2 dientes (1-2 afios), 4D: 4 dientes (2-3 afios) y BLL: boca llena con 06 dientes incisivos
permanentes (mas de 4-5 afios)

NE: No estimable debido al reducido tamafio muestral, IC 95%: Intervalo de confianza del
95%

La Tabla 10 presento la prevalencia de Sarcocystis aucheniae segun la categoria
etaria en llamas procedentes de los distritos evaluados. En la categoria BLL, el
distrito de Chuschi registré una prevalencia de 29,4% (cinco casos positivos de 17
muestras evaluadas), mientras que en Chipao fue de 20% (dos casos positivos de
10 muestras evaluadas). En la categoria 4D, Unicamente se registré un animal
positivo en el distrito de Chipao, representando una prevalencia de 100%; sin
embargo, este resultado debe interpretarse con cautela debido al reducido tamafio
muestral. En el distrito de Sacsamarca no se evidenciaron casos positivos en
ninguna de las categorias evaluadas. Finalmente, el analisis estadistico determiné
que no existe una asociacién estadisticamente significativa entre la presencia de
Sarcocystis aucheniae y la categoria etaria de las llamas (p > 0,05) (ver Anexo
10.4).
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V. DISCUSION

En la presente investigacion se logré obtener ADN gendmico a partir de un buen
paquete celular de las muestras sanguineas de alpacas y llamas mediante el uso
del kit comercial WIZARD® SV y el método de extracciébn Fenol Cloroformo
empleado para los macroquistes utilizados como control positivo (Figura 3). La
visualizacién de bandas definidas en el gel de agarosa evidencié una adecuada
integridad del ADN extraido, condicién indispensable para el éxito de las
reacciones de PCR. Diversos estudios han sefialado que la calidad y pureza del
ADN representan factores criticos en la sensibilidad y especificidad de las técnicas
moleculares utilizadas para la deteccion de protozoarios del género Sarcocystis
(Lorenz, 2012; Nolan et al, 2006; Decker et al, 2018). Martin et al. (2016)
reportaron que la obtencién de ADN integro permitié mejorar significativamente la
amplificacion del gen ARNr 18S en muestras de sangre de llamas infectadas con
Sarcocystis aucheniae. Asimismo, Decker et al. (2018) demostraron que la
extraccion eficiente de ADN sanguineo favorece la deteccion temprana del
parasito mediante la técnica molecular mencionada, incluso en animales
clinicamente sanos.

Ante ello, en la Figura 4 se muestra la deteccibn molecular de Sarcocystis
aucheniae mediante PCR semianidada duplex, observandose la presencia de
bandas especificas de aproximadamente 583 pb en varias de las muestras
analizadas. La obtencion de este amplicon evidencia la amplificacion de la region
blanco correspondiente al gen ARNr 18S del parasito y confirma la utilidad de esta
técnica para el diagndéstico de la infeccion en animales vivos. Resultados similares
fueron descritos por Decker et al. (2018), quienes utilizaron PCR semianidada
duplex para detectar este paréasito en sangre de llamas procedentes de Argentina
y Bolivia, obteniendo fragmentos cercanos a 550 pb. Aunque existe una ligera

diferencia en el tamafio del amplicon, ambos estudios coinciden en demostrar la
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sensibilidad y aplicabilidad de esta metodologia molecular para la deteccion
temprana del parasito en alpacas y llamas.

Ademads, nuestros resultados concuerdan con los descritos por Martin et al.
(2016), quienes desarrollaron una de las primeras PCR semianidada duplex
basada en el gen ARNr 18S para la identificaciébn de este pardsito en llamas,
reportando un amplicon aproximado de 450 pb; sin embargo, dichos autores
observaron multiples bandas inespecificas debido a la limitada especificidad de
los cebadores empleados, situacion que se visualizé en algunos de nuestros
resultados (Figura 4, carril 10). En contraste, se mejoraron las condiciones de la
amplificacion al igual que la cantidad de ADN gendémico por cada ronda de PCR,
para una mejor afinidad de los primers empleados hacia la region diana del gen
ARNTr 18S.

El control positivo obtenido a partir de macroquistes (Figura 4) mostré dos bandas
correspondientes a los productos esperados de la primera y segunda ronda de
PCR (730 pb y 583 pb, respectivamente), confirmando el correcto funcionamiento
de la técnica molecular empleada. La ausencia de bandas en el control negativo
y en el blanco de reacciébn demuestra que no existi6 contaminacién cruzada
durante el procesamiento de las muestras, garantizando la confiabilidad de los
resultados obtenidos. Estudios previos han resaltado la importancia de incluir
controles positivos y negativos en ensayos de PCR dirigidos al diagnéstico de
Sarcocystis, ya que permiten validar la especificidad de la reaccion y reducir la
posibilidad de falsos positivos (Dubey et al, 2015).

Por otro lado, en la Figura 3 se observan algunas bandas inespecificas y posibles
dimeros de primers, particularmente en los carriles 9, 10 y 11. Este fenébmeno
puede atribuirse a variaciones en las condiciones de amplificacién, concentracion
de cebadores o alineamiento inespecifico durante la PCR. Hallazgos semejantes
fueron reportados por Martin et al. (2016), quienes observaron multiples bandas
secundarias asociadas a la baja especificidad de los primers inicialmente
disefiados para la deteccion de Sarcocystis aucheniae. Ante ello, Lorenz (2012)
menciona que, la formacion de productos inespecificos y dimeros de primers
constituye una limitacion frecuente en técnicas de PCR semianidada duplex,
especialmente cuando se emplean temperaturas de alineamiento subéptimas o
concentraciones elevadas de cebadores, especialmente cuando se trabaja con
genes altamente conservados como el ARNr 18S (Hadziavdic et al, 2016). No

obstante, pese a la presencia ocasional de estas bandas secundarias, en el
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presente estudio se logré identificar claramente el amplicon esperado de 583 pb,
permitiendo confirmar la presencia del parasito en las muestras positivas
analizadas.

Actualmente, diversos estudios han sefialado que las técnicas moleculares
basadas en PCR presentan una mayor sensibilidad y especificidad (Rojas, 2022)
en comparacion con métodos serolégicos o0 diagndsticos post mortem,
especialmente en infecciones subclinicas o en estadios tempranos del parasito.
En ese sentido, la deteccion de Sarcocystis aucheniae en sangre mediante PCR
semianidada duaplex representa una alternativa diagnostica importante para
estudios epidemioldgicos y programas de vigilancia sanitaria en alpacas y llamas,
debido a que permite identificar animales infectados antes de la formacién visible
de quistes musculares.

No se evidencié asociacion estadisticamente significativa entre la prevalencia de
Sarcocystis aucheniae en alpacas y llamas con las variables: distrito, sexo y
categoria etaria. Sin embargo, los resultados de la Tabla 4 evidenciaron una mayor
prevalencia de infeccién en Sacsamarca (37,9%) respecto a Chipao (27,8%) y
Chuschi (13,0%) en alpacas, mientras que en llamas (Tabla 5) la prevalencia fue
mayor en Chuschi (29,4%) seguida de Chipao (25,0%). Estas diferencias podrian
estar asociadas a factores ambientales, manejo sanitario, presencia de HD
(caninos), condiciones de pastoreo y la densidad de animales (Wieser et al, 2024).
Asimismo, la diferencia del tamafio muestral influyé en la variabilidad de las
estimaciones; Sin embargo, la ubicacién de las zonas de estudio influye en gran
medida en su desarrollo y prevalencia (Carhuapoma et al, 2024), a pesar de la
baja asociacion estadistica evidente.

Por otra parte, en la Tabla 6 se mostr6 la prevalencia segun la especie, las llamas
presentaron una prevalencia de 26,7% y las alpacas de 23%, no se realizaron
comparaciones debido a que constituyen 2 poblaciones diferentes. Estudios
realizados en la provincia de Lucanas, Ayacucho (Velasquez et al, 2019)
reportaron prevalencias de 16,7% en alpacas y 34,3% en llamas, valores similares
a los encontrados en el presente estudio, siendo como factor causante de la
prevalencia la carga parasitaria, condiciones de crianza y la respuesta inmune del
hospedador (Soulsby, 1982; Kreier & Baker, 1993; Medrano et al, 2008), y en las
investigaciones realizadas en Huancavelica y Espinar donde se evidenciaron
mayores niveles de infeccion en llamas respecto a alpacas. En los resultados

obtenidos por Carhuapoma et al. (2024) se observa una prevalencia de 76% en
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llamas y 68% en alpacas, mientras que Vizarreta y Huaylla (2023) reportaron
86,9% y 63,5%, respectivamente. Estas diferencias entre resultados se deben
posiblemente al tipo de diagnéstico empleado, ya que los Ultimos trabajos
utilizaron inspeccién post mortem de macroquistes musculares, mientras que en
el presente estudio se empleé PCR semianidada duplex, técnica que detecta
infeccidn a nivel molecular incluso antes de la formacion de quistes visibles. Esta
perspectiva se evidencid en los estudios de Decker et al. (2018) y Rojas (2022),
quienes confirmaron que las muestras que dieron positivo a Sarcocystis aucheniae
no suelen dar lugar a la visualizacion de macroquistes en los tejidos de los
camélidos, debido a que la deteccién molecular se da en la fase aguda de la
infeccion.

En adicién al parrafo anterior, en las Tablas 7 y 8 se presentan los resultados de
prevalencia de Sarcocystis aucheniae en alpacas y llamas de los tres distritos
evaluados en relacién con el sexo, evidenciando que las hembras tanto de la
especie Vicugna pacos y Lama glama presentaron mayores porcentajes de
positividad en comparacion con los machos en la mayoria de los distritos
evaluados. Sin embargo, las alpacas hembras de los distritos de Sacsamarca y
Chipao alcanzaron prevalencias de 35,7% y 29,2% respectivamente a
comparacion del distrito de Chuschi que obtuvo 13,6%, los datos difieren
estadisticamente en el distrito de Sacsamarca y en los machos de los 3 distritos
generando una baja asociacion estadistica con la variable del parasito, pero tienen
variacion estadistica asociada nuevamente a la zona altoandina siendo mayor en
el distrito de Chipao. Dichos resultados difieren del estudio de Velasquez et al.
(2019) gue no encontré diferencias significativas entre alpacas y llamas de ambos
Sexos.

Mientras que en la Tabla 8 se muestra que las hembras en la especie Lama glama
presentaron mayores porcentajes de positividad en comparacién con los machos
en la mayoria de los distritos evaluados. Asimismo, en Chuschi y Chipao las
hembras alcanzaron prevalencias de 36,4% y 50%, respectivamente. Sin
embargo, el porcentaje de positividad de ambos distritos presenta baja variabilidad
estadistica por el tamafio muestral, reflejado en los amplios intervalos de
confianza. Resultados similares fueron descritos por Vizarreta y Huaylla (2023),
guienes reportaron mayor prevalencia en hembras de alpacas (22,3%) respecto a
machos (17,8%). En contraste, Carhuapoma et al. (2024) menciona una mayor

susceptibilidad en machos. Estas discrepancias podrian relacionarse con
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diferencias en manejo reproductivo, permanencia en los rebafios y exposicion
ambiental.

En relacion con la edad o categoria etaria presente en las Tablas 9 y 10, la
categoria BLL (boca llena) presentd mayores porcentajes de positividad en
comparacion con animales jévenes (2D y 4D). Ademas, en las alpacas de
Sacsamarca, los animales BLL alcanzaron una prevalencia de 44%, mientras que
en Chipao y Chuschi se registraron 25,5% y 13%, respectivamente. De igual
forma, en las llamas de Chuschi se tuvo como prevalencia 29,4% a comparacion
de Chipao con 20%. Estos resultados concuerdan con Veladsquez et al. (2019),
quienes reportaron que la edad adulta constituye un factor de riesgo para la
infeccién por Sarcocystis aucheniae en alpacas y llamas. Asimismo, Vizarreta y
Huaylla (2023) encontraron mayores prevalencias en animales adultos (29,4%)
respecto a jévenes (10,7%). Esto podria explicarse por la exposicion acumulativa
al parasito a lo largo de la vida del animal, debido al consumo continuo de pastos
y agua contaminados con ooquistes 0 esporoquistes eliminados por caninos
infectados.

Las prevalencias obtenidas en este estudio fueron menores a las reportadas en
investigaciones realizadas en camales municipales de Huancavelica y Espinar,
donde se encontraron valores superiores al 60% (Carhuapoma et al, 2024). Esta
diferencia probablemente se debe a que dichos estudios evaluaron animales
destinados al faenado, generalmente adultos y con infecciones crénicas
avanzadas, mientras que el presente estudio incluyé animales vivos evaluados
mediante diagndstico molecular. Los factores como las condiciones geograficas,
clima, densidad animal y control sanitario pueden influir en la dinamica de
transmision del parasito (Wieser et al, 2024). Ademas, los amplios intervalos de
confianza observados en algunos grupos y la ausencia de asociacion estadistica
demostrado en el estudio de Neyra (2025) reflejan limitaciones asociadas al
tamafio muestral, especialmente en determinadas categorias etarias y en el sexo
de las alpacas y llamas, ante ello es necesario que el muestreo sea uniforme para
las diferentes zonas de estudio. Diversos autores sefialan que muestras pequefias
disminuyen la precision estadistica y generan intervalos de confianza mas
amplios, por lo que se recomienda un muestreo uniforme y representativo entre
las diferentes zonas de estudio para obtener estimaciones mas precisas
(Montesinos et al, 2011; Castafieda, 2004; Duffau, 1999).
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VL. CONCLUSIONES

La prueba de PCR semianidada duaplex permiti6 detectar Sarcocystis
aucheniae en muestras de sangre de alpaca (Vicugna pacos) y llama (Lama
glama) con un amplicén especifico de aproximadamente 583 pb confirmando
su utilidad y especificidad.

La deteccion de Sarcocystis aucheniae segun el sexo mostr6 una mayor
prevalencia en hembras que en machos en los distritos evaluados, sin

evidenciar asociacion estadisticamente significativa entre ambas variables.

La deteccion de Sarcocystis aucheniae segun la categoria etaria evidencio
una mayor prevalencia en animales de la categoria BLL (boca llena), sin

asociacion estadisticamente significativa entre ambas variables.

La prevalencia de Sarcocystis aucheniae mostro variaciones entre los distritos
evaluados de la regién Ayacucho, registrandose la mayor prevalencia en
Sacsamarca, seguida de Chipao y Chuschi, sin asociacion estadisticamente

significativa entre el distrito de procedencia y la presencia del parasito.
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VII. RECOMENDACIONES

Uniformizar el nimero de muestras por distrito, sexo y categoria etaria en
futuras investigaciones, a fin de obtener resultados epidemiolégicos mas

representativos y con mayor precision estadistica.

Realizar estudios complementarios en otras provincias y regiones altoandinas
del Peri para determinar la distribucién epidemiolégica de Sarcocystis
aucheniae en alpacas y llamas.

Estandarizar y optimizar el procedimiento de muestreo sanguineo en alpacas
y llamas, empezando con la homogenizacién de la muestra colectada con el
anticoagulante respectivo, seguido de las condiciones adecuadas de
conservacion y transporte para evitar la hemodlisis de las muestras y
procesamiento de las mismas, con la finalidad de preservar la integridad,
pureza del ADN gendmico garantizando resultados confiables en las técnicas

de PCR semianidada duplex.

Para obtener una buena concentracién de ADN gendémico empezar con una

buena concentracion de paquete celular.

Continuar con el proyecto desarrollando nuevas investigaciones orientadas a

la variabilidad genética en alpacas y llamas frente a la sarcocistosis.
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IX. ANEXO

Anexo 1. Obtencion de las muestras sanguineas de alpacas y llamas del distrito
de Chuschi, Sacsamarca y Chipao, Ayacucho - 2025.

Anexo 2. Procesamiento de las muestras sanguineas en el Laboratorio de
Biotecnologia de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga,
Ayacucho — 2025.
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Anexo 3. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) semianidada duplex
aplicada a las muestras extraidas, utilizando tubos Strips.

Anexo 4. Macroquistes de Sarcocystis aucheniae obtenidos de una alpaca
faenada en el Camal Municipal de Huancavelica — 2025.
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Anexo 5. Mapa de prevalencia de Sarcocystis aucheniae en alpaca (Vicugnha

pacos).
| N
12.8°S 5
CHUSCHI
. 13.0%
13.0°S
SACSAMARCA
T 13.2°8 SR
S 13.
E’
/\¥\
13.4°S \
CHIPAO
13.6°S 27.8% \
13.8°S

75.0°W  74.8°W  T4.6°W  74.4°W  T42°W  74.0°W 73_8°W 73.6°W
Longitud

Anexo 6. Mapa de prevalencia de Sarcocystis aucheniae en llama (Lama
glama).
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Anexo 7. Extraccion de ADN gendémico de sangre de alpaca y llama mediante kit comercial (WIZARD® SV A2360).

'lﬂfd i FASE
DE
..

—_— DIGESTION -
b) Colocar 220 UL de sangre en | ———

LT ——————— — [® mcubar  los |
la) Preparar los materiales y ' :n t1u:) gofzppre;:gor:);en;rlf;gizr '\ |C) Anadir 275 pL de la | | ) tubos en bafio |
|' descongelar las muestras = descartar el sobrenadante y | | solucion de Digestion | | oo o 55 |
; . i ‘

L__s_anoumeai____’___J | lavarel pellet con PBS IX ikl ?'::;';ittg:ig';?gzmzar | f por 1hy 20 min. |
—e | > |

| E— — e} N —
'
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—_— i_____,__-_ __] LAVADO
le) Afadir ala muestra di enda 250 | | ) Transferirla muestralisada  EE— = - e e———
\ : UL de la solucion (?e Lisis y | | ala minicolumna Wizard® lo) Descartar el sobrenadante y agregar | |h) Centrifugar a |
| mezclar el lisado con vortex. ' l y centrifugar a 14,000 pm | |, 650 pL de la Solucion de Lavado de 14,000 rpm por 2 |
— por 3 min. |  Columna (CWA) y centrifugar a 14,000 min, para el |

| SO v |' rpm por 1 min, 4 veces. l secado de matriz. J

- —_—— = Py = e —
FASE
DE
ELUCION

]rr Transterir fa minicomnaaun | | j)_ Afadir 50 pL de agua MilliQ a 65°C y dejar k) Centrifugar a 14,000 rpm por 1 min, desc;_rEr la |
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SR _F__,___l - — S S R =3 conservar a -20°C.
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Anexo 8. Registro de las muestras colectadas segun el distrito, especie, categoria etaria y sexo, incluyendo los resultados de la PCR
semianidada duplex.

1 | Onorato Pacotaype Minas 84 | Chuschi Lerjona Alpaca H |LF H BLL A 20/03/2025| TT P
2 | Onorato Pacotaype Minas 63 | Chuschi Lerjona Alpaca H | Café Claro H BLL B 20/03/2025| TT N
3 | Onorata Tomaylla Chuchon 102 | Chuschi Yupana Alpaca H |Blanco H BLL A 20/03/2025| TT N
4 _ Blanco B

Onorata Tomaylla Chuchon 72 | Chuschi Yupana Alpaca H |Mancha H BLL 20/03/2025| TT P
5 | Teofila Tucno De Machala 86 | Chuschi Yupana Alpaca H |Blanco H BLL A 20/03/2025| TT N
6 _ _ Blanco B

Teofila Tucno De Machala 83 | Chuschi Yupana Alpaca H |Mancha H BLL 20/03/2025| TT P
7 | Vicente Chipana Retamoso 89 | Chuschi Chikllarazo Alpaca H |Blanco H BLL A 20/03/2025| TT N
8 | Vicente Chipana Retamoso 90 | Chuschi Chikllarazo Alpaca H |Blanco H BLL B 20/03/2025| TT P
9 | Pablo Nufiez Cahuana 95 | Chuschi Pallcca Alpaca H |[Café H BLL A 20/03/2025| TT P
10 | Pablo Nufiez Cahuana 85 | Chuschi Pallcca Alpaca H |Blanco H BLL B 20/03/2025| TT N
11 | Pablo Nufiez Cahuana 88 | Chuschi Pallcca Alpaca H |Blanco M BLL C 20/03/2025| TT N
12 | Teresa Allcca De Quispe 55 | Chuschi Pallcca Alpaca H |Blanco H BLL A 20/03/2025| TT N
13 | Teresa Allcca De Quispe 75 | Chuschi Pallcca Alpaca H |Blanco H BLL B 20/03/2025| TT N
14 | Lucia Chuchon Cusihuaman | 64 | Chuschi Wagracocha | Alpaca H |Blanco H BLL A | 21/03/2025| TT N
15 | Lucia Chuchon Cusihuaman 69 | Chuschi Wagracocha | Alpaca H |Blanco H BLL B 21/03/2025| TT N
16 | Lucia Chuchon Cusihuaman | 56 | Chuschi Wagracocha | Alpaca H |Blanco H BLL C 21/03/2025| TT N
17 | valentin Duefias Chuchon 54 | Chuschi Chikllarazo | Alpaca H |Blanco H BLL A 21/03/2025| TT N
18 | valentin Duefias Chuchon 74 | Chuschi Chikllarazo | Alpaca H |Blanco H BLL B 21/03/2025| TT N
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19 | valentin Duefias Chuchon 65 | Chuschi Chikllarazo | Alpaca H |Blanco H BLL C | 21/03/2025| TT N
20 Misael Huaycha

Cusihuaman 76 | Chuschi Pucruwasi Alpaca H |Blanco M BLL 21/03/2025| TT N
21 Misael Huaycha B

Cusihuaman 94 | Chuschi Pucruwasi Alpaca H |Blanco H BLL 21/03/2025| TT N
22 Misael Huaycha C

Cusihuaman 93 | Chuschi Pucruwasi Alpaca H |Blanco H BLL 21/03/2025| TT N
23 | Gisela Nufiez Ccallucunto 79 | Chuschi Tuco Alpaca H |Blanco H BLL A | 27/03/2025| TT N
24 | Gisela Nufiez Ccallucunto 73 | Chuschi Tuco Alpaca H |Blanco H BLL B 27/03/2025| TT N
o5 Marcelino Huamani A

Mendoza 91 | Chuschi Tuco Alpaca H |Blanco H BLL 27/03/2025| TT N
26 Marcelino Huamani B

Mendoza 92 | Chuschi Tuco Alpaca H |Blanco H BLL 27/03/2025| TT N
27 Marcelino Huamani C

Mendoza 2 Chuschi Tuco Alpaca H |Blanco H BLL 27/03/2025| TT N
28 | Oscar Callahua Labio 7 | Chuschi Chogoro Alpaca H |Blanco H BLL A | 28/03/2025| TT N
29 | Oscar Callahua Labio 3 | Chuschi Chogoro Alpaca H |Blanco H BLL B 28/03/2025| TT N
30 | Benigno Huaman Conde 60 | Chuschi Choqoro Alpaca H |Blanco H BLL A 28/03/2025| TT N
31 | Benigno Huaman Conde 100 | Chuschi Chogoro Alpaca H |Blanco H BLL B 28/03/2025| TT N
32 | Eliseo Roca Barrios 80 | Chuschi Choqoro Alpaca H |Blanco H BLL A 28/03/2025| TT N
33 | Eliseo Roca Barrios 81 | Chuschi Chogoro Alpaca H |Blanco H BLL B 28/03/2025| TT N
34 | Eliseo Roca Barrios 70 | Chuschi Chogoro Alpaca H |Blanco M BLL C 28/03/2025| TT N
35 | Justidiano Conde Quispe 5 Chuschi Choqoro Alpaca H |Café H BLL A 28/03/2025| TT N
36 | Justidiano Conde Quispe 71 | Chuschi Chogoro Alpaca H |Blanco H BLL B 28/03/2025| TT N
37 | Marcelina Quispe Ochoa 101 | Chuschi Choqoro Alpaca H |[Café H BLL A 28/03/2025| TT N
38 | Marcelina Quispe Ochoa 82 | Chuschi Choqgoro Alpaca H |Blanco H BLL C 28/03/2025| TT N
39 | Marcelina Quispe Ochoa 1 | Chuschi Chogoro Alpaca H | Manchada H BLL B 28/03/2025| TT N
40 | Alejandro Pacotaype Nufiez 51 | Chuschi Tuco Alpaca H |Blanco H BLL A 2/04/2025| TT N
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Blanco

41 Alejandro Pacotaype Nufiez 39 | Chuschi Tuco Alpaca H |Mancha H BLL B 2/04/2025| TT N
42 | Jose Casavilla Nufiez 47 | Chuschi Tuco Alpaca H |Blanco H BLL A 2/04/2025| TT P
43 Café 5

Jose Casavilla Nufiez 78 | Chuschi Tuco Alpaca H | Manchado H BLL 2/04/2025| TT N
44 | Gregoria Condori Cuba 48 | Chuschi Rumichaca | Alpaca H |Blanco H BLL A 3/04/2025| TT N
45 | Gregoria Condori Cuba 67 | Chuschi Rumichaca | Alpaca H |Café H BLL B 3/04/2025| TT N
46 Café c

Gregoria Condori Cuba 66 | Chuschi Rumichaca Alpaca H | Manchado H BLL 3/04/2025| TT N
47 | Gregoria Condori Cuba 45 | Chuschi Rumichaca |Llama Q |Moro H BLL D 3/04/2025| TT P
48 | Jorge Cisneros Galindo 58 | Chuschi Tuco Alpaca H |Café H BLL A 4/04/2025| TT N
49 | Jorge Cisneros Galindo 49 | Chuschi Tuco Alpaca H |Blanco H BLL B 4/04/2025| TT N
50 | Marino Collacondo 42 | Chuschi Tuco Alpaca H |Café H BLL A 4/04/2025| TT N
51 Cafe B

Marino Collacondo 62 | Chuschi Tuco Alpaca H | Oscuro H BLL 4/04/2025| TT N
52 Cafe A

Pedro Rojas Galindo 44 | Chuschi Tuco Alpaca H | Oscuro H BLL 4/04/2025| TT N
53 | Pedro Rojas Galindo 43 | Chuschi Tuco Alpaca H |Blanco H BLL B 4/04/2025| TT N
54 | Wilber Huamani Casavilca 6 | Chuschi Cerce Alpaca H |Café H BLL A 4/04/2025| TT N
55 | Wilber Huamani Casavilca 52 | Chuschi Cerce Alpaca H |Blanco H BLL B 4/04/2025| TT N
56 | Pedro Cusivilca Galindo 68 | Chuschi Tuco Alpaca H |Blanco H BLL A 4/04/2025| TT N
57 | Pedro Cusivilca Galindo 46 | Chuschi Tuco Alpaca H |Blanco H BLL B 4/04/2025| TT N
58 | Pedro Cusivilca Galindo 57 | Chuschi Tuco Alpaca H |Blanco H BLL c 4/04/2025| TT N
59 | Marcelo Cusivilca Galindo 53 | Chuschi Tuco Alpaca H |Blanco H BLL A 4/04/2025| TT N
60 | Marcelo Cusivilca Galindo 41 | Chuschi Tuco Alpaca H |LF H BLL B 4/04/2025| TT N
61 | Marcelo Cusivilca Galindo 50 | Chuschi Tuco Alpaca H |Blanco H BLL C 4/04/2025| TT N
62 | Luciano Nufiez Galindo 40 | Chuschi Tuco Alpaca H |Blanco H BLL A 4/04/2025| TT N
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63 | Luciano Nufiez Galindo 61 | Chuschi Tuco Alpaca H |Café H BLL B 4/04/2025| TT N
64 | Luciano Nufiez Galindo 59 | Chuschi Tuco Alpaca H |Blanco H BLL C 4/04/2025| TT N
65 | Sebastina Condori Parco 108 | Chuschi Rumichaca | Llama Q |Negra H BLL A 9/04/2025| TT N
66 | Sebastina Condori Parco 116 | Chuschi Rumichaca |Llama Q |Café H BLL B 9/04/2025| TT N
67 | Florencia Quichca De Ccayo | 99 | Chuschi Rumichaca |Llama Q |Moro H BLL A 9/04/2025| TT P
68 | Florencia Quichca De Ccayo | 110 | Chuschi Rumichaca | Llama Q |Blanco H BLL B 9/04/2025| TT N
69 | Triguna Sanchez Ccaico 107 | Chuschi Rumichaca Llama Q |Negro H BLL A 9/04/2025| TT N
70 | Triguna Sanchez Ccaico 113 | Chuschi Rumichaca | Llama Q |Blanco H BLL B 9/04/2025| TT N
71 | Maximiliano Quichca Tacuri 97 | Chuschi Rumichaca |Llama Q |Negra H BLL A 9/04/2025| TT N
72 | Maximiliano Quichca Tacuri 104 | Chuschi Rumichaca Llama Q [Moro H BLL B 9/04/2025| TT N
73 | Maximiliano Quichca Tacuri | 115 | Chuschi Rumichaca |Llama Q |Moro M BLL C 9/04/2025| TT P
74 | Mortidiano (Esposa) 105 | Chuschi Rumichaca |Llama Q |café H BLL A 9/04/2025| TT P
75 | Mortidiano (Esposa) 112 | Chuschi Rumichaca | Llama Q |Café H BLL B 9/04/2025| TT P
76 | Luisa Nufiez Conde 114 | Chuschi Puncupata Alpaca H |Café H BLL A 10/04/2025| TT P
77 | Paula Vilca De Ccayocondo 98 | Chuschi Puncupata Alpaca H |Blanco H BLL A 10/04/2025| TT N
78 | Abel Nufez Vilca 106 | Chuschi Puncupata Alpaca H |Blanco H BLL A 10/04/2025| TT N
79 | Oscar Mendoza Mejia 4 | Chuschi Puncupata Alpaca H |Blanco H BLL A 10/04/2025| TT N
80 | Edmundo Conde Mejia 117 | Chuschi Puncupata | Alpaca H |Blanco H BLL A ] 10/04/2025| TT P
81 | Edmundo Conde Mejia 111 | Chuschi Puncupata Alpaca H |Blanco H BLL B 10/04/2025| TT P
82 | Gloria Misarayme Villanueva | 96 | Chuschi Rumichaca |Llama Q |[Moro M BLL 1 22/05/2025| TT N
83 | Juana Tacuri Villanueva 109 | Chuschi Rumichaca |Llama Q |cCafé M BLL 1 22/05/2025| TT N
84 | Juana Tacuri Villanueva 103 | Chuschi Rumichaca |Llama Q |Blanco M BLL 2 22/05/2025| TT N
85 | Dionicia Quichca Tacuri 77 | Chuschi Rumichaca |Llama Q [Café M BLL 1 22/05/2025| TT N
86 | Dionicia Quichca Tacuri 87 | Chuschi Rumichaca |Llama Q |[Café M BLL 2 22/05/2025| TT N
87 | Armando Asto Mitaq 178 | Sacsamarca | Putccasa Alpaca H [BL H BLL A 7/05/2025| TT N
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88 | Armando Asto Mitaq 175 | Sacsamarca |Putccasa Alpaca | H |BL H BLL B 7/05/2025| TT N
89 | Armando Asto Mitaq 177 |Sacsamarca |Putccasa Alpaca H |[BL M BLL C 7/05/2025| TT P
90 | Erasmo Pillaca Garcia 164 | Sacsamarca |Putccasa Alpaca H |BL H BLL A 7/05/2025| TT N
91 | Erasmo Pillaca Garcia 165 |Sacsamarca |Putccasa Alpaca | H |[BL H BLL B 7/05/2025| TT N
92 | Erasmo Pillaca Garcia 163 |Sacsamarca |Putccasa Alpaca | H |[BL H BLL C 7/05/2025| TT N
93 | Gitler Quispe Julian 184 |Sacsamarca |Putccasa Alpaca | H |[B H BLL A 8/05/2025| TT P
94 | Gitler Quispe Julian 183 | Sacsamarca |Putccasa Llama Q |CF H BLL B 8/05/2025| TT N
95 | Gitler Quispe Julian 181 |Sacsamarca |Putccasa Alpaca | H |BL H BLL C 8/05/2025| TT P
96 | Reyna Cayampi Yanqui 173 | Sacsamarca |Putccasa Alpaca S |BL H BLL A 8/05/2025| TT N
97 | Reyna Cayampi Yanqui 174 | Sacsamarca | Putccasa Alpaca S |BL H BLL B 8/05/2025| TT P
98 | Reyna Cayampi Yanqui 172 |Sacsamarca |Putccasa Alpaca | H |BL H 4D C 8/05/2025| TT N
99 Marcelin_o Huaccachi N
Cayampi 182 | Sacsamarca |Putccasa Alpaca H |CF H BLL A 8/05/2025| TT
100 Marcelin_o Huaccachi N
Cayampi 186 |Sacsamarca | Putccasa Alpaca | H |Manchado H BLL B 8/05/2025| TT
101 Marcelin_o Huaccachi N
Cayampi 185 | Sacsamarca |Putccasa Alpaca H |BL H 4D C 8/05/2025| TT
102 | Armando Taquiri Gonzales 179 | Sacsamarca |Putccasa Alpaca H |BL H BLL A 8/05/2025| TT N
103 | Armando Taquiri Gonzales 180 |Sacsamarca |Putccasa Alpaca H |BL H BLL B 8/05/2025| TT N
104 | Armando Taquiri Gonzales 176 | Sacsamarca | Putccasa Alpaca H | Manchado H BLL C 8/05/2025| TT N
105 | sonia Taquiri Gonzales 162 |Sacsamarca |Putccasa Alpaca | H |BL H BLL A 8/05/2025| TT P
106 | sonia Taquiri Gonzales 161 |Sacsamarca |Putccasa Alpaca | H |BL H BLL B 8/05/2025| TT P
107 | Sonia Taquiri Gonzales 160 | Sacsamarca |Putccasa Alpaca | H |BL H BLL C 8/05/2025| TT P
108 | Antonia Huamani Huaccachi | 170 | Sacsamarca | Putccasa Alpaca H |BL H 4D A 8/05/2025| TT P
109 | Antonia Huamani Huaccachi | 169 | Sacsamarca | Putccasa Alpaca H |BL H BLL B 8/05/2025| TT N
110 | Antonia Huamani Huaccachi | 171 |Sacsamarca |Putccasa Alpaca | H |BL H BLL C 8/05/2025| TT N
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111 | Eudocia Barzolo Cayampi 158 |Sacsamarca |Putccasa Alpaca | H |[BL H BLL A 9/05/2025| TT P
112 | Eudocia Barzolo Cayampi 159 |Sacsamarca |Putccasa Alpaca | H |BL H BLL B 9/05/2025| TT N
113 | Eudocia Barzolo Cayampi 157 | Sacsamarca |Putccasa Alpaca | H |BL H BLL C 9/05/2025| TT P
114 | Violeta Palomino Cayampi 166 | Sacsamarca |Putccasa Alpaca H |BL H 4D A 9/05/2025| TT N
115 | violeta Palomino Cayampi 168 |Sacsamarca |Putccasa Alpaca | H |[BL H BLL B 9/05/2025| TT N
116 | Violeta Palomino Cayampi 167 |Sacsamarca | Putccasa Alpaca S |BL H BLL C 9/05/2025| TT P
117 | Fernanda Mesa Olarte 153 | Chipao Chipao Alpaca | H |B M 4D A | 30/05/2025 | TT P
118 | Estanislao Santaria Jorge 145 | Chipao Chipao Alpaca | H |B M BLL A | 30/05/2025 | TT N
119 | Angel Basilio Huarcaya 144 | Chipao Yanama Alpaca | H |B H BLL A 1/06/2025| TT N
120 | Angel Basilio Huarcaya 140 | Chipao Yanama Alpaca | H |B H BLL B 1/06/2025| TT N
121 | vilma Jorge Olarte 129 | Chipao Yanama Alpaca | H |B H BLL A 1/06/2025| TT P
122 | viima Jorge Olarte 118 | Chipao Yanama Llama | Q |Café M BLL B 1/06/2025| TT N
123 | Zulida Olarte Chipana 135 | Chipao Yanama Alpaca | H |B H BLL A 1/06/2025| TT N
124 | Zulida Olarte Chipana 125 | Chipao Yanama Alpaca | H |B H BLL B 1/06/2025| TT N
125 Heraclea Huamani De _ T

Olarte 119 |Chipao Yanama Alpaca H |B H BLL A 1/06/2025 N
126 Heraclea Huamani De _ R

Olarte 132 | Chipao Yanama Alpaca H |B H BLL B 1/06/2025 N
127 | Manuel Huarcaya Basilio 123 | Chipao Yanama Alpaca | H |LF H BLL A 1/06/2025| TT P
128 | Manuel Huarcaya Basilio 126 | Chipao Yanama Alpaca | H |B H BLL B 1/06/2025| TT N
129 | Lidia Pusari Ccancce 124 | Chipao Yanama Alpaca | H |[LF H BLL A 1/06/2025| TT N
130 | Lidia Pusari Ccancce 134 | Chipao Yanama Alpaca | H |B H BLL B 1/06/2025| TT N
131 | Dina Pariona Gutierrez 121 | Chipao Yanama Alpaca | H |LF H BLL A 2/06/2025| TT N
132 | Juan Pusari Huarcaya 122 | Chipao Yanama Llama | Q |Café Claro H BLL A 2/06/2025| TT N
133 | Vicente Puzari Huarcaya 131 | Chipao Yanama Alpaca | H |B H BLL A 2/06/2025| TT N
134 | Zenon Huarcaya Pusari 128 | Chipao Yanama Alpaca | H |B H BLL A 2/06/2025| TT N
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135 | Felix Jorge Huaracaya 139 | Chipao Yanama Alpaca | H |B H BLL A 2/06/2025| TT N
136 | Felix Jorge Huaracaya 143 | Chipao Yanama Alpaca | H |B H BLL B 2/06/2025| TT P
137 | Eliseo Huarcaya Pusari 120 | Chipao Yanama Alpaca | H |B H BLL A 2/06/2025| TT N
138 | Eliseo Huarcaya Pusari 133 | Chipao Yanama Alpaca | H |B H BLL B 2/06/2025| TT N
139 | Elizabeth Olarte Chipana 137 | Chipao Yanama Alpaca | H |[B M 2D A 2/06/2025| TT N
140 | Ruperta Chipana De Apaico | 138 |Chipao Yanama Alpaca | H |Café M 4D A 2/06/2025| TT N
141 | Ruperta Chipana De Apaico | 141 |Chipao Yanama Alpaca | H |B H BLL B 2/06/2025| TT P
142 | Jorge Mamerto Aroni 148 | Chipao Yanama Alpaca | H |Café H BLL A 2/06/2025| TT N
143 | Jorge Mamerto Aroni 147 | Chipao Yanama Llama | Q |B H BLL B 2/06/2025| TT P
144 | Raul Chirinos Meza 150 | Chipao Pallcca Alpaca | H |B H 4D A 2/06/2025| TT P
145 | Raul Chirinos Meza 149 | Chipao Pallcca Alpaca | H |Café H BLL B 2/06/2025| TT P
146 | Sergio Mesa Basilio 146 | Chipao Pallcca Alpaca | H |B H BLL A 2/06/2025| TT N
147 | Sergio Mesa Basilio 136 | Chipao Pallcca Alpaca | H |B H BLL B 2/06/2025| TT N
148 | Demesio Mesa Tello 142 | Chipao Pallcca Alpaca | H |B H BLL A 2/06/2025| TT N
149 | Demesio Mesa Tello 154 | Chipao Pallcca Alpaca | H |B M BLL B 2/06/2025| TT N
150 | Victor Huamani Huaman 130 | Chipao Pallcca Alpaca | H |B H BLL A 2/06/2025| TT N
151 | Maurelio Olarte Huarcaya 155 | Chipao Pallcca Alpaca | H |B H BLL A 2/06/2025| TT N
152 | Claudia Huamani Huaman 151 | Chipao Pallcca Alpaca | H |B H BLL A 2/06/2025| TT P
153 | carlos Santaria Meza 127 | Chipao Huataccocha | Alpaca | H |[B H BLL A 2/06/2025| TT N
154 | pascual Huamani Torres 156 | Chipao Huataccocha | Alpaca | H |B H BLL A 2/06/2025| TT P
155 | Aparicio Huaman Basilio 18 | Chipao Huataccocha | Alpaca | H |[B H BLL A 2/06/2025| TT N
156 | Tiburcio Atiquipa Meza 152 | Chipao Huataccocha | Alpaca | H [B H BLL A 2/06/2025| TT P
157 | Onerata Santaria Carrasco 33 | Chipao Asabamba Alpaca | H |B H 4D A 3/06/2025| TT P
158 | Onerata Santaria Carrasco 23 | Chipao Asabamba Alpaca H |B H BLL B 3/06/2025| TT N
159 | Delia Carrasco Huarcaya 19 |Chipao Asabamba Alpaca | H |B H BLL A 3/06/2025| TT N
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160 | pascual Lopez Ramos 28 | Chipao Asabamba Llama | Q |Café M BLL A 3/06/2025| TT P
161 | Pascual Lopez Ramos 36 | Chipao Asabamba Alpaca | H |B H BLL B 3/06/2025| TT P
162 | Anacleta Ramos Janampa 38 | Chipao Asabamba Llama | Q |B H BLL A 3/06/2025| TT N
163 | Anacleta Ramos Janampa 31 | Chipao Asabamba Alpaca | H |B H BLL A 3/06/2025| TT N
164 | Anacleta Ramos Janampa 22 | Chipao Asabamba Alpaca | H |B M BLL B 3/06/2025| TT N
165 | Braulio Lopez Carrasco 21 | Chipao Asabamba Alpaca | H |B H BLL A 3/06/2025| TT N
166 | Braulio Lopez Carrasco 29 |Chipao Asabamba Llama | Q |B M BLL B 3/06/2025| TT N
167 | saturna Santaria Llamocca 25 | Chipao Asabamba Alpaca | H |B H BLL A 3/06/2025| TT P
168 | saturna Santaria Llamocca 26 | Chipao Asabamba Llama Q |B M BLL B 3/06/2025| TT N
169 | Daniel Janampa Taype 30 | Chipao Asabamba Alpaca H |[Café H BLL A 3/06/2025| TT N
170 | Daniel Janampa Taype 27 | Chipao Asabamba Alpaca | H |Café H BLL B 3/06/2025| TT N
171 | Delia Carrasco Huarcaya 32 | Chipao Asabamba Alpaca | H |Café H BLL B 3/06/2025| TT P
172 | Angelo Santaria Lopez 37 | Chipao Asabamba Llama | Q |B H BLL A 3/06/2025| TT N
173 | Angelo Santaria Lopez 35 | Chipao Asabamba Llama | Q |Café H 4D B 3/06/2025| TT P
174 | Florentino Ramos Janampa 24 | Chipao Asabamba Alpaca H [B H 4D A 3/06/2025| TT N
175 | Florentino Ramos Janampa | 20 | Chipao Asabamba Alpaca | H |B H BLL B 3/06/2025| TT N
176 | Florentino Ramos Janampa 34 | Chipao Asabamba Llama Q |[Café H 2D C 3/06/2025| TT N
177 Hermelinda Huillcamascco _

Huaracya 12 | Chipao Asabamba Alpaca H |B H BLL A 4/06/2025| TT P
178 Hermelinda Huillcamascco _

Huaracya 11 | Chipao Asabamba Llama Q |B H BLL B 4/06/2025| TT N
179 Hermelinda Huillcamascco _

Huaracya 15 | Chipao Asabamba Alpaca H |B H BLL C 4/06/2025| TT N
180 | Claudio Carrasco Taype 14 | Chipao Asabamba Llama | Q [N H BLL A 4/06/2025| TT N
181 | Claudio Carrasco Taype 10 | Chipao Asabamba Alpaca H |B H 4D B 4/06/2025| TT N
182 | Claudio Carrasco Taype 9 | Chipao Asabamba Alpaca | S |Manchado H BLL C 4/06/2025| TT N
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Anexo 9. Evaluacién estadistica de la prevalencia de Sarcocystis aucheniae
segun el distrito y la especie utilizando la prueba de Chi — cuadrado (X?).

Anexo 9.1. Prevalencia de Sarcocystis aucheniae en alpaca segun el distrito.

Prueba de chi - cuadrado Valor Gl Sl0gs s litotce

(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 8,202 2 2 ,017
Razén de verosimilitudes 8,294 2 ,016
N de casos validos 152

0 casillas (0,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 6,68.

Anexo 9.2. Prevalencia de Sarcocystis aucheniae en llama segun el distrito.

Prueba de chi - cuadrado valor Gl S e iioes,

(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson ,446 2 2 ,800
Razoén de verosimilitudes , 702 2 ,704
N de casos validos 30

4 casillas (66,7%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es ,27.

Anexo 9.3. Prevalencia de Sarcocystis aucheniae segun la especie.

Distrito Positivos Negativos Total
Alpaca 35 117 152
Llama 8 22 30

Total 43 139 182

X2c = 0.038 < X2t (0.05) = 3.84
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Anexo 10. Evaluacién estadistica de la prevalencia de Sarcocystis aucheniae
segun el sexo y categoria etaria utilizando la prueba de Fisher.

Anexo 10.1. Influencia del sexo de la especie Vicugna Pacos en la prevalencia
de Sarcocystis aucheniae.

Positivos Prevalencia

Sexo Distrito Total +) (%) P (Fisher)
Macho Chuschi 3 0 0,0 NE
Macho Sacsamarca 1 1 100,0 NE
Macho Chipao 6 1 16,7 NE
Hembra  Chuschi 66 9 13,6 0,999
Hembra Sacsamarca 28 10 35,7 0,379
Hembra Chipao 48 14 29,2 0,648

Anexo 10.2. Influencia del sexo de la especie Lama glama en la prevalencia de
Sarcocystis aucheniae.

Sexo Positivos Negativos Total
Macho 2 12 14
Hembra 6 10 16
Total 8 22 30

p =0.226 > 0.05
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Anexo 10.3. Prevalencia de Sarcocystis aucheniae segun la categoria etaria en

la especie Vicugna pacos.

Cfg;?r?z;"a Distrito Total Pos(iii)vos Prevalencia (%) P (Fisher)
DL Chuschi 2 0 0,0

2D Chipao 1 0 0,0

4D Sacsamarca 4 1 25,0

4D Chipao 6 3 50,0 0,214
BLL Chuschi 69 9 13,0

BLL Sacsamarca 25 11 44,0

BLL Chipao 47 12 25,5

p=0.214>0.05

Anexo 10.4. Prevalencia de Sarcocystis aucheniae segun la categoria etaria en
la especie Lama glama.

Categoria

Positivos

Prevalencia

etaria Distrito Total ) (%) P (Fisher)
2D Chipao 1 0 0,0
4D Chipao 1 1 100,0
BLL Chuschi 17 5 29,4 0,438
BLL Sacsamarca 1 0 0,0
BLL Chipao 10 2 20,0

p =0.438 > 0.05
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Titulo: Prevalencia de Sarcocystis aucheniae en sangre de

Anexo 11. Matriz de consistencia.

Chuschi, Sacsamarca y Chipao de Ayacucho.

Autora: Bach. Mirella Susan Conde Meneses

Asesor: Dr. Fidel Rodolfo Mujica Lengua

alpaca v llama diagnosticado por PCR semianidada ddplex en los distritos de

VARIABLE!

TITULD PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO INDICADORES METODOLOGIA
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por PCR alpacayllama Objetivos especificos: 4. Patogenia * Frecuencia de localidades de Chuschi, Sacsamarca v
semianidada diagnosticado  a) Detectar la presencia de Sarcocystiz 5. Epidemiologia animales negativos  Chipac.
diplex en los por PCR auchenizs en muestras de sangre de 6. Manifestaciones [ausencia de Muestra
disiritos de semianidada alpacas v llamas mediante PCR clinicas de la amplicones) 182 muestras de sangre (5 mi) y 1 tejido
Chuszchi, diplex, en los semianidada diplex. sarcocistosis em Especies hospedadoras  muscular de alpaca, crados en las
Sacsamarca v distritos de b) Detectar la presencia de Sarcocysiis alpacas y llamas (CSA): localidades de Chuschi, Sacsamarca vy
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Chipao de mediante PCH semianidada duplex. repercusiones de la  Ubicacion geografica: - Colectar muestras sanguineas
Ayacuche? c) Detectar la presencia de Sarcocysfis sarcocisiosis »  Chuschi - Diagnosticar la presencia de ADN de
auchemas en muestras de sangre de muscular s Sacsamarca Sarcocyslie auchenize en sangre de
alpacas y llamas segin la categoria 8. Determinacion de la Chipao alpacas vy llamas, mediante la prueba
efaria mediante PCR semianidada edad mediante la o molecular de PCR semianidada ddplex
diiplex. erupcion dentaria en +  Hembra - Determinar v comparar la prevalencia
d} Esfimar la prevalencia de la parasitosis alpacas v llamas «  Macho segin el distrito, especie, sexo vy
en log distitog de Chuschi 9 PCR  semianidada Calenoria elaria categoria etaria

Sacsamarca y Chipao de la region
Ayacucho.

diiplex
10. Gen ARNr 185
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Analisis estadistico:

Se calcularan las frecuencias absolutas
y frecuencias relativas (%) de animales
posithvos v negafivos a  Sarcocystis
aucheniae, mediante las pruebas de Chi
— cuadrado v Fisher.
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