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RESUMEN

Con el objetivo de desarrollar un método para detectar esporoquistes de Sarcocystis spp
en pastizales, se obtuvo un pool de esporoquistes mediante la infeccidén experimental de
cuatro cachorros con carne y corazon de alpacas con macro y microquistes; muestras de
suelo y pastizal (10 g) de zonas seca y humeda fueron contaminadas con suspensiones de
103 esporoquistes de Sarcocystis siendo procesadas mediante soluciones dispersantes:
agua destilada y Tween 80 y soluciones de flotacion: Sacarosa, y ZnSOa, se obtuvieron
96 muestras del Centro Experimental La Raya y fueron evaluadas en el Laboratorio de
Parasitologia Veterinaria, los datos fueron analizados en un disefio bloque completo al
azar bajo un arreglo factorial 2x4 y la comparacion de medias se realizé mediante la
prueba de Tukey a=0.05. Los resultados muestran los porcentajes de recuperacion de
esporoquistes en funcion al tiempo de almacenamiento por 1, 4 y 7 dias de 23.50%,
22.34% y 21.61% en pastizales de zona humeda y de 21.31%, 20.30% y 19.19% en
pastizales de zona seca; y segun soluciones de dispersion y flotacion utilizados en
muestras de zona himeda y seca fueron de 26.56% y 22.68% con agua destilada y
sacarosa, 34.02% y 30.13% con Tween 80 y Sacarosa, 12.48% y 12.61% con agua
destilada y Sulfato de Zinc, 16.88% y 12.65% con Tween 80 y Sulfato de Zinc. Se
concluye que el método de flotacion con sacarosa utilizando como dispersante Tween 80
fue la mejor opcion para la deteccion y cuantificacion de esporoquistes de Sarcocystis en
suelo y pastizales naturales.

Palabras clave: camélido sudamericano, contaminacién, esporoquistes de Sarcocystis,

método, pastizal.
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ABSTRACT

In order to develop a method to detect Sarcocystis spp sporocysts in grasslands, a pool of
sporocysts was obtained by experimental infection of four puppies with alpaca meat and
heart with macro and microcysts; Soil and grassland samples (10 g) from dry and wet
areas were contaminated with suspensions of 102 Sarcocystis sporocysts, being processed
using dispersing solutions: distilled water and Tween 80 and flotation solutions: Sucrose,
and ZnS0a, 96 samples were obtained from the Center Experimental La Raya and were
evaluated in the Veterinary Parasitology Laboratory, the data were analyzed in a
randomized complete block design under a 2x4 factorial arrangement and the comparison
of means was performed using the Tukey test 0=0.05. The results show the recovery
percentages of sporocysts depending on the storage time for 1, 4 and 7 days of 23.50%,
22.34% and 21.61% in grasslands of the humid zone and of 21.31%, 20.30% and 19.19%
in grasslands of the zone dry; and according to dispersion and flotation solutions used in
samples from the wet and dry zone, they were 26.56% and 22.68% with distilled water
and sucrose, 34.02% and 30.13% with Tween 80 and Sucrose, 12.48% and 12.61% with
distilled water and Sulfate of Zinc, 16.88% and 12.65% with Tween 80 and Zinc Sulfate.
It is concluded that the sucrose flotation method using Tween 80 as dispersant was the
best option for the detection and quantification of Sarcocystis sporocysts in soil and

natural grasslands.

Keywords: South American camelid, pollution, Sarcocysts sporocysts, method,

grassland.
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INTRODUCCION

Los camélidos sudamericanos se encuentran en las zonas mas altas, agrestes y frias de las
zonas alto andinas de Sudamérica. Nuestro pais, alberga al 87% de la poblacion mundial
(4> 042,468), seguido de Bolivia con el 9.5%, el Peru cuenta con 3°685,249 alpacas,
746,269 llamas, 147,000 vicufias y 3,810 guanacos; la poblacion de alpacas se encuentra
distribuida en 17 departamentos, siendo Puno y Cusco los que concentran la mayor
cantidad con 1°459,903 y 545,454 animales respectivamente (INEI, 2014).

Argentina tiene la enorme mayoria 86.8 % de guanacos que existen en el mundo, los
camélidos sudamericanos tienen un enorme valor econémico, social y cultural para una

importante poblacion (Germana et al., 2016).

Los camélidos sudamericanos (CSA) constituyen la mayor riqueza pecuaria y genética de
las poblaciones andinas de Sudamerica, las especies domésticas alpacas y llamas son
fuente de fibra, carne y de subproductos como pieles y cuero que tienen multiples usos
industriales y artesanales, y que son indispensables para la subsistencia de un amplio

sector de poblaciones (Fernandez, 2005).

La crianza de alpacas y llamas se ve limitada por una serie de factores fundamentalmente
sanitarios, dentro de los cuales la Sarcocistiosis tiene un impacto negativo en la
produccidn de estas especies. Esta enfermedad parasitaria es ocasionada por protozoarios
Apicomplexos del Género Sarcocystis, la caracteristica de este género es formar quistes
tabicados macroscopicos o microscopicos en el tejido muscular del hospedador

intermediario (Cordero et al., 1999).

En camélidos sudamericanos se han reportado tres especies: Sarcocystis aucheniae que
se caracteriza por formar quistes macroscopicos, Sarcocystis lamacanis quistes
microscopicos en alpacas, llamas y vicufias; Sarcocystis tilopodi en guanacos (Leguia y
Casas, 1999), y precisamente las formas macroscépicas dan una mala presentacion visual
a las carnes, depreciandolas: confundiéndolas con otras enfermedades zodnoticas
ocasionando su decomiso en los camales de beneficio, limitando su consumo y
comercializacion, pese a ser una carne con alto valor nutritivo, bajo nivel de grasas y

colesterol.

Dentro de las pérdidas econdmicas que ocasiona esta enfermedad se menciona que en el
camal de Santa Rosa (Melgar-Puno) durante los afios de 1973-1974, de 5,873 alpacas

1
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beneficiadas, se decomisaron 529 carcasas por la presencia de Sarcocystis aucheniae,
siendo ésta, la segunda causa de decomiso (Alva et al., 1980). En otro estudio realizado
en un camal regional del altiplano de Chile, durante los afios 1985-1996 se decomiso el
3% de carcasas (seriamente afectadas) por presencia de quistes macroscopicos (Rojas et
al., 1993). Las perdidas anuales en el Per( se estiman en $ 300,000 dolares americanos

por afio (Rojas, 1990).

Se han referido prevalencias del 70 al 100% de micro y macro quistes en las cuatro
especies de camélidos sudamericanos en todas las regiones del pais (Mostajo, 1983;
Fernandez, 1991; Castro et al., 2004; Gutiérrez et al., 2015; Leguia y Santiago, 2018),
resultados que demuestran los altos niveles de contaminacion de los pastizales de
camélidos sudamericanos con el paréasito, debido a la estrecha convivencia de alpacas y
Ilamas con los perros y la alimentacion de estos animales con carne infectada con
Sarcocystis, a esto se adiciona la excesiva poblacion de perros en las zonas ganaderas y
la accion predadora de zorros; los cuales como hospedadores definitivos al no desarrollar
inmunidad son reinfectados continuamente, eliminando millones de esporoquistes que

son inmediatamente infectivos y por un largo periodo de tiempo (Leguia y Casas, 1999).

El perro elimina junto con el material fecal hasta un maximo de 560,000 esporoquistes
por dia de Sarcocystis aucheniae a los 15 dias post infeccion; y 2°000,000 de
esporoquistes por dia de Sarcocystis lamacanis a los 22 dias post infeccion, la
contaminacion de la pastura es potencialmente severo como resultado de un perro
infectado (White, 1998).

Los niveles de contaminacién de las pasturas con esporoquistes de Sarcocystis spp
determinado por la carga de esporoquistes, la sobrevivencia, viabilidad, dispersion en el
suelo y agua, y otros factores son desconocidos, debido a la dificultad de su deteccion en
muestras medio ambientales, y a la falta de métodos apropiados, por esta razon este
estudio tiene importancia para el entendimiento de la dindmica de infeccion en camélidos
sudaméricanos, siendo su control un reto para los programas de salud y en el Per( este
problema se complica por los bajos niveles educativos de las poblaciones en riesgo en las
zonas rurales, y precisamente en esta investigacion nuestro objetivo fue evaluar métodos
de dispersion y concentracion para la deteccién y recuento de esporoquistes de
Sarcocystis en pastizales experimentalmente contaminados de estas especies.

2
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CAPITULO |
REVISION DE LITERATURA
1.1. Marco Teodrico.

Sarcocistiosis: conjunto de enfermedades que afectan a numerosos hospedadores
intermediarios por diferentes especies del género Sarcocystis, la caracteristica del género
es la de formar quistes musculares tabicados que delimitan cavidades internas con
numerosos zoitos. EI nombre deriva de sarkds= carne, sporidium= espora o semilla

pequefia (Cordero del Campillo et al., 1999).

El género Sarcocystis esta compuesto por mas de 130 especies, de los cuales menos de la
mitad se conocen sus ciclos de vida, estas especies se diferencian en el grado de
patogenicidad, estructura y en el ciclo de vida, la ultraestructura de la pared del
Sarcocystis es el mejor criterio para la diferenciacion de especies en el género Sarcocystis
spp (Dubey et al., 1989).

Las especies que se conocen han demostrado ser altamente especificas para el hospedero
intermediario, pero no para el hospedero definitivo (Rojas, 1990; Radostits et al., 1992).

La parasitosis constituye la principal causa de decomiso de las carnes de camélidos, al
igual que en otras especies; en el Per( se decomisan el 9% de las canales por causa de
Sarcocystis, estas cifras pueden ser mas altas en algunas poblaciones de camélidos (Alva
et al., 1980).

Una limitante importante para el éxito de la investigacion en ecologia de paréasitos en el
suelo, ha sido la falta de sensibilidad de métodos cuantitativos, existen métodos
moleculares para detectar ADN de parasitos en el suelo, pero son caros, laboriosos y

ofrecen solo un método indirecto de cuantificar la presencia de parasitos (Durant et al.,

3
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2011; Lélu etal., 2011).

Los ooquistes pueden ser dificiles de detectar y son mas fragiles que los huevos de
parasitos mas grandes, muchos de los métodos de flotacion existentes son complicados y
el tiempo demandado requiere de materiales y reactivos especiales, y tiene un éxito
moderado en la cuantificacién de ooquistes en el suelo (Kato y Bowman, 2002; Lélu et
al., 2011).

Otros aspectos de esta enfermedad en alpacas y llamas aun requieren més trabajo para
mejorar nuestra comprension sobre el impacto de la sarcocistiosis en la salud animal en
términos de productividad, aumento de peso, eficiencia reproductiva, produccion de fibra,
inmunidad, funcionamiento musculo esquelético, susceptibilidad a otras enfermedades y

pérdidas econdmicas (Saeed et al., 2018).

La sobrevivencia en el medio de los esporoquistes de Sarcocystis es muy grande, ya que
en condiciones atmosféricas propias de climas templados pueden permanecer viables
alrededor de un afo; sometidos a temperaturas de 4°C mantienen su capacidad infectante
durante 2 afios, por debajo de 0 °C son capaces de sobrevivir 2 meses, incluso son
resistentes en condiciones de sequedad, donde mantienen su viabilidad durante 3 meses,
esto debido a que lo Unico que tienen que hacer en el medio es sobrevivir, no evolucionar.
Ademas, al carecer de cuerpo de stieda, son resistentes a la accion de agentes quimicos
del medio (Cordero del Campillo et al., 1999).

En un estudio de prevalencia de Sarcocystis en alpacas (mayores de 2 afios) beneficiadas
en el camal municipal de Santa Rosa-Melgar, mediante la inspeccion directa y
observacion microscopica se encontré que el 100% de muestras de esofago y corazon

resultaron ser positivos a Sarcocystis spp (Mostajo, 1983).

El perro elimina con el excremento de medio a un millén de esporoquistes por dia,
dependiendo de la especie de Sarcocystis y la evolucién de la infeccion en el perro, la
eliminacion continda por un periodo de 4 a 8 semanas, los esporoquistes pueden
sobrevivir en la pastura durante 6 meses 0 mas y dado al periodo patente prolongado y el
namero grande de esporoquistes excretados por dia, la contaminacion de la pastura es
potencialmente severo como resultado de un perro infectado (White, 1998).

Los esporoquistes de Sarcocystis pueden permanecer viables por mucho tiempo, la

mayoria no son ingeridos por las alpacas, en la estacion seca, la intensa radiacion solar,
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el clima seco y quizas las heladas nocturnas de la puna, matan a los esporoquistes; en
contraste durante la estacién lluviosa (diciembre a marzo), el clima es mas caluroso,
himedo y a menudo nublado, ayudando la supervivencia de los esporoquistes,
simultaneamente, el crecimiento del césped es abundante, favoreciendo el consumo de

esporoquistes por alpacas (Leguia y Casas, 1999).

El perro como hospedador definitivo elimina junto con el material fecal hasta un maximo
de 560,000 esporoquistes por dia de Sarcocystis aucheniae a los 15 dias post infeccion; y
2°000,000 de esporoquistes por dia de Sarcocystis lamacanis a los 22 dias post infeccion.
Ambas especies, tienen una sobrevivencia de 4 — 5 meses a mas en las pasturas (White,
1998).

Los perros infectados con Sarcocystis no desarrollan inmunidad, debido a la ausencia de
reproduccion asexual, siendo reinfectados continuamente, eliminando millones de
esporoquistes por periodos prolongados. Existen grandes niveles de contaminacion del
medio ambiente con este parésito, ya que los perros después de la ingestion de
microquistes y macroquistes eliminan millones de esporoquistes que son inmediatamente

infectivos y por un largo periodo de tiempo (Leguia y Casas, 1999).

En alpacas beneficiadas en el camal municipal de Nufioa - Melgar, para determinar la
prevalencia de Sarcocistiosis microscédpica en corazon de 939 animales entre jovenes y
adultos, se report6 una prevalencia de 80.62 %, segun edad las alpacas adultas presentaron

mayor prevalencia 54.21 % con relacion a los jovenes 26.41% (Gutierrez et al., 2015).

El consumo de carne de alpaca estd aumentando en los paises desarrollados, ya que posee
menos grasa y colesterol que la carne de vacuno, oveja y cabra lo que potencialmente lo
convierte en un producto muy valioso para los mercados locales e internacionales
(Mamani y Gallo, 2014).

Los surfactantes como el Tween-80 son agentes quimicos "activos en superficie" (su
nombre es un acronimo inglés: "surfactant”, de surface, superficie; active, activo, y -ant,
-ante); cuando los surfactantes se disuelven en agua se concentran en interfases, como
agua-aire 0 agua-aceite, y ahi ejercen diversas funciones: humedecen, emulsifican
dispersan y solubilizan; favorecen o impiden la formacion de espuma; son antiestaticos y
lubricantes; también dan brillo y afectan a ciertas propiedades geologicas. Los

surfactantes reducen la tension superficial del agua, o que permite que ésta se pueda
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extender y humedecer distintos tipos de superficies, algo muy util en el proceso de

lavado (recuperado de: http://biomodel.uah.es/model2/lip/surfactantes.htm).

El tween 80 o también conocido como polisorbato 80 es un liquido de color amarillo y
aceitoso, tensoactivo no ionico derivado de ésteres de sorbitan es soluble y dispersable en
agua. Esta sustancia se ha utilizado durante mucho tiempo en diferentes industrias, en
especial en productos bioquimicos como dispersante de productos medicinales. Son
detergentes utilizados en los laboratorios biomédicos, son surfactantes, el Tween-20y el
Tween-80 son surfactantes polisorbatos con un &cido graso y una cadena larga de
polioxietileno tienen una CMS muy baja y generalmente son surfactantes suaves, el
Tween 80 tiene acido oleico, se utilizan de rutina como agentes de lavado en inmunoblot

y en ensayos de ELISA (Lavome, 2018).

Pastizal es la cantidad de follaje removido sin causar dafio en las raices y
subsecuentemente, a brotes de plantas deseables (Sosebee, 1982). Pastizal es la ciencia 'y
el arte de la planificacion y direccion del uso multiple de la pradera para obtener una
méaxima produccion animal econdmica sostenible, compatible con la conservacion y/o
mejoramiento en los recursos naturales relacionados (Huss et al., 1974) citado por (Farfan
y Farfan, 2012).

Los bofedales o vegetacion de turbera presentan una composicién floristica rica en
juncaceas y gramineas en la que las especies dominantes pertenecen a los géneros
Distichia, Carex, Calamagrostis, Gentiana, Werneria, Arenaria, Alchemilla, Lucilia,
Lileaepsis, Diplophylla, Plantago y otros, estas asociaciones son de buena palatabilidad,
y alto valor nutricional y mantienen vegetacion verde durante todo el afio, lo que permite
que sostengan la produccion de camélidos (Ruiz y Tapia, 1987) citado en (Zorogastua et
al., 2012).

En el analisis de caracterizacion del suelo en bofedales de Puna himeda y seca, el distrito
de Santa Rosa- Melgar presenta un 46% de arena, 9% de arcilla y 45% de limo, con un

pH de 4.99 y considerado con una textura de franco (INIA, 2007).

El perro es el potencial huésped definitivo de Sarcocystis aucheniae, la especie formadora
de quistes macroscopicos. Sin embargo, la carga de esporoquistes y los periodos
prepatentes en los perros podrian variar dependiendo del tamafio del macroquiste que

ingieren. Por ejemplo, los cachorros que recibieron macroquistes de tamafio mas pequefio
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(1-3 mm) eliminaron significativamente mas esporoquistes con un periodo prepatente
mas corto (12 dias), en comparacion con aquellos (periodo de prepatencia de 16 dias) que

recibieron macroquistes mas grandes (> 5 mm) (Cornejo et al., 2007).

La carne de alpaca se esta volviendo popular en muchas partes del mundo debido a su
menor contenido de colesterol que otras carnes rojas, por lo que tiene el potencial de ser
un producto valioso para los mercados locales e internacionales. Sin embargo, la carne de
camélidos sudamericanos se puede degradar y/o incluso condenar debido a la presencia
de quistes macroscépicos en los muasculos esqueléticos, lo que ocasiona importantes

pérdidas econdémicas para los agricultores (Saeed et al., 2018).

El saneamiento deficiente y la presencia de perros de pastoreo se consideran factores de
riesgo para sarcocistosis en camélidos sudamericanos. Por ejemplo, se observo una mayor
prevalencia (50%) de sarcocistosis en llamas mantenidas en condiciones sanitarias
deficientes y con presencia de perros de pastoreo, en comparacion con los (23 y 26%)
mantenidos en diferentes localidades, pero en condiciones sanitarias buenas y en ausencia

de perros pastores (Romero et al., 2017).

El dafio causado por los hidrocarburos en el ecosistema es muy amplio, desde cambiar las
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo hasta ocasionar dafios en flora, fauna
y en la salud humana. Esto ha llevado a buscar tecnologias de restauracion
economicamente viables, rapidas y que protejan el ambiente. En los afios recientes la
aplicacion de surfactantes para la remediacion de suelos contaminados ha sido muy
utilizada mundialmente. Los surfactantes pueden actuar incrementando la
biodisponibilidad del hidrocarburo mediante la solubilizacion del contaminante, pero
también pueden ocasionar toxicidad en los microorganismos. Esta revision presenta un
avance del conocimiento sobre los surfactantes: tipos, propiedades, caracteristicas y el
uso en la biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos haciendo énfasis en
los surfactantes no ionicos, debido a su baja concentracion micelar critica (CMC) y alta
degradabilidad, en especifico el Tween 80 (Gonzales et al., 2018).

Se ha encontrado que la ubicacion y las practicas de alimentacion afectan la prevalencia
de sarcocistiosis en camélidos sudamericanos, por ejemplo, la prevalencia de quistes
macroscopicos en llamas sacrificadas comercialmente de Bolivia vario entre el 23%
(2007) y el 50% (2011), con una prevalencia general del 34%. En otro estudio, se observo
una alta prevalencia (100%) de Sarcocystisen llamas sacrificadas en Chile. Esta
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diferencia en las tasas de infeccion podria deberse a la variacion en la ubicacién
geoclimatica y las practicas de alimentacion, ya que se informé de una mayor prevalencia
de Sarcocystis en guanacos que pastan en pastizales que en las zonas boscosas. La alta
prevalencia en el primer grupo se debié posiblemente al contacto frecuente de estos
animales con perros utilizados para el pastoreo, sin embargo, recientemente se ha
demostrado en Argentina que la sarcocistiosis en las Ilamas no se vio afectada por el
clima, la altitud o las caracteristicas de los pastos que justifican estudios adicionales
(Saedd et al., 2018).

1.2.  Antecedentes

Por ser un trabajo inédito, no se encontro antecedentes referidos al tema de estudio, de
manera que se considerd estudios efectuados en otros parésitos que se encuentran en el

Phylum Apicomplexa.

De 115 muestras de suelo de quintas, jardines y terrenos baldios frecuentados por gatos,
de dos barrios de Recife, fue aislado Toxoplasma gondii. Las muestras después de
emulsionadas en agua, fueron tratadas por el método de flotacion en sacarosa (densidad
1.15). Los sobrenadantes fueron inoculados por via peritoneal, en ratones albinos. La
positividad fue evidenciada al encontrar quistes en cerebro, por la presencia de
anticuerpos sanguineos por la técnica de Sabin Feldman. Las condiciones climaticas
locales desfavorables aliadas a posible pérdida de infectividad durante el transporte,

explican o reducen el niUmero de muestras positivas encontradas (Azevedo et al., 1983).

La propagacion potencial de parasitos por gatos silvestres que infectan ovinos y vacunos
fue investigado sobre 5 Km de tierras de cultivo de Nueva Zelandia, las heces fueron
colectadas para el estudio de la dieta y la prevalencia de Sarcocystis, la dieta consistia
principalmente por ratones y despojos de carne de ovino, los esporoquistes de Sarcocystis
fueron encontrados en un 4.8 % en las muestras de heces. La distancia domiciliaria y los
movimientos de los gatos silvestres fueron estimados utilizando la radiotelemetria, las
gatas que usaron graneros y pasturas tuvieron una distancia domiciliaria de (1.88-2.79
Km ) con relacion a los que vivian en arboles (0.37 - 1.09 Km ); los machos adultos y
jovenes tuvieron una distancia domiciliaria de (2.76 — 3.00 Km ), la densidad de gatos
silvestres residentes se mantuvo cerca de (3.5 Km ) estacionalmente fueron suplantados

por gatos transitorios (Langham & Charleston, 1990).
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Para aislar protozoos parasitos del agua, una porcién de 1 kilogramo de vegetales fue
dividido en sub porciones de 200 g. Las sub porciones fueron secuencialmente procesados
y lavados con 1.5 litros de solucién detergente (1% de sulfato dodecil de sodio, 0.1%
tween 80) y sedimentados por 10 minutos. Después de éste tratamiento, el agua lavada
fue colectada en un beaker de polipropileno y transferida a tubos de centrifuga de
polipropileno de 50 ml. y centrifugados por 15 minutos a 1500 rpm. El sedimento fue
consolidado dentro de un tubo completando con dos lavados de cada tubo, el sedimento
final fue fijado con 4% de formol aldehido por 10 minutis antes de verificar los parasitos

Los anticuerpos de fluorescencia indirecta fueron aplicados para tefiir los parésitos
(Giardia y Cryptosporidium). Este procedimiento es adecuado para protozoarios (Bier,
1991).

Luego de la contaminacion del suelo con desechos de ganado (heces) se monitoreo la
transferencia de ooquistes de Cryptosporidium parvum a través del suelo en el laboratorio
utilizando lluvia simulada y nucleos de suelo intactos, a partir de una concentracion inicial
de ooquistes/nucleo. Se detectaron ooquistes en cantidades bajas en los lixiviados de
suelos franco arcillosos y franco limosos, pero no en suelos arenoso-arcilloso, el analisis
de los nucleos de suelos reveld que la mayoria, es decir el 73% de los ooquistes se
encontraron a 2 cm superiores del suelo, los numeros disminuyeron a 13%, 8% y 5% a

profundidades de 10, 20 y 30 cm respectivamente (Mawsdley et al., 1992).

Se ha descrito un método para la extraccion y cuantificacion de ooquistes de
Cryptosporidium parvum del suelo, en el que se utiliz6 la flotacion con sacarosa, los
autores indican eficiencias de extraccion de hasta 61.60 % para muestras del suelo de 1 g
procesadas poco después de la adicion de ooquistes a las muestras, sin embargo, las
eficiencias de extraccion disminuyeron al 4.00 % después de 24 horas (Mawdsley et al.,
1992).

En un estudio los resultados obtenidos utilizando un procedimiento adaptado del método
de Mawdsley et al. (1996). En éste estudio el porcentaje de recuperacion de ooquistes de
Cryptosporidium parvum fue de 43% + 5.7% (intervalo de confianza 95%) para las

muestras de suelo en la que la adicion de ooquistes fue reciente (Walker et al., 1998).

Los porcentajes de recuperacion de ooquistes de Cryptosporidium parvum del suelo

fueron evaluados utilizando diferentes soluciones de flotacion (NaCl, ZnSO4 y Sacarosa),
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diferentes soluciones de dispersion (Triton X-100, Tween 80 y Tris - Tween 80);
diferentes técnicas de dispersion (agitacion magnética, sonicacién) y diferentes tiempos
de dispersion (5°, 15° y 30%), 25 g. de muestras de suelo fueron utilizadas para reducir la
variabilidad espacial. Los altos porcentajes de recuperacion fueron obtenidos cuando se
usé 50 mM Tris 0.5 % Tween 80; agitacion magnética por 15 minutos, como técnica de
dispersion y la solucidon sobresaturada de Cloruro de Sodio (NaCl) como solucion
flotadora. Los porcentajes de recuperacién de ooquistes de suelos fueron de 1 a 2
ooquistes por gramo de suelo, dependiendo del tipo de suelo. Los porcentajes de
recuperacion sin dispersantes (agua destilada o fosfato salino bufferado) fueron menos
que 0.1%, lo cual indica ooquistes adheridas a particulas del suelo. Los porcentajes de
recuperacion disminuyeron con tiempos de almacenaje, aunque la adicion de dispersantes
(Tris-Tween 80) antes del almacenaje parece prevenir parcialmente la adhesion
(Kuczynska y Shelton, 1999).

Giardia y Cryptosporidium son agentes importantes de enfermedades parasitarias de
cuerpos de agua, en este trabajo se evalud la eficiencia de dos métodos de concentracion
para quistes de Giardia y ooquistes de Cryptosporidium con métodos de filtracion de
membrana y el método de filtracion crossflow. Los resultados demostraron la alta
eficiencia de la filtracion crossflow en comparacion con la primera. Los quistes de
Giardia y ooquistes de Cryptosporidium fueron evaluados en muestras de aguas servidas,
el segundo método fue capaz de reducir el nimero de quistes de Giardia, pero no los

ooquistes de Cryptosporidium en aguas residuales (Brandonisio y Portencasa, 2000).

Los ooquistes raramente han sido recuperados del medio ambiente debido a la falta de
métodos sensibles. La separacion inmunomagnética, separacion de célula activada por
inmunofluorescencia y PCR estdn demostrando recientemente usos promisorios en la
deteccidn de protozoos de matrices complejos, tales procedimientos podrian ser aplicados
para la deteccion de Toxoplasma gondii. Si los estudios sobre la composicion bioquimica
y antigénica de la pared del ooquiste son completados, utilizando estos métodos podria
ser posible evaluar la ocurrencia, prevalencia viabilidad y virulencia de ooquiste de
Toxoplasma gondii en matrices medio ambientales y fuentes especificamente de

contaminacion humana y animal (Dumétre y Dardé, 2003).

En alpacas procedentes del departamento de Junin, sobre seroprevalencia de Sarcocystis,

utilizando la técnica de ELISA indirecta en 941 muestras de sangre de alpacas (entre
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hembras y machos), de diferentes edades; obteniéndose los siguientes resultados: la
seroprevalencia en animales menores de 1 afio fue de 46.00%, 1 afio 98.00%, 2 afios
96.00%, 3 afios 95.00%, mayores de 4 afios 98.00 % y una seroprevalencia general de
89.70 % (Castro et al., 2004).

Un método de deteccion de ooquistes de Toxoplasma gondii del suelo fue evaluado
usando la técnica de flotacion con sacarosa, con una modificacion adicionando 0.1% de
gelatina dentro del lavado y la solucion flotadora, EI PCR fue desarrollado con muestras
no tratadas y tratadas con polivinilpirrolidone (PVP), la adicidn de gelatina en la solucion
de sacarosa facilitd una mayor recuperacion de ooquistes. Los limites de deteccion con el
método fue 1 ooquiste/gr de suelo, indicando que este método es utilizado en estudios

epidemioldgicos (Matsuo et al., 2004).

El propoésito fue mejorar la deteccidn de ooquistes de Toxoplasma gondii en muestras de
suelo, comparando tres protocolos de extraccion (A, B y C) sobre ooquistes esporulados
y no esporulados de diferentes cargas y edades, probando el efecto de la esporulacion y
las caracteristicas del suelo. La recuperacion de ooquistes utilizando el protocolo C, en el
cual la solucion de flotacion fue colocada bajo la solucion muestra, después del paso de
dispersion, fue al menos 10 veces mas alto que los protocolos A y B en los cuales la
muestra fue justamente filtrada antes de la flotacion. La eficiencia del protocolo C
probado sobre matrices de suelo artificial y 5 suelos naturales mezclados con ooquistes
fue disminuyendo en suelos con alta proporcién de arena. Se recomienda el protocolo C
para investigaciones de campo (Lélu et al., 2011).

El objetivo de este estudio fue cuantificar la viabilidad de ooquistes de Toxoplasma gondii
bajo 2 condiciones de lluvias. Los ooquistes se colocaron en 54 camaras de centinela que
contenian suelos y 18 tubos de agua cerradas, todo se colocaron en 2 contenedores llenos
de tierra. Los contenedores se regaron para simular niveles de lluvias de climas hiumedos
y aridos mantenidos a temperatura estable por 21.5 meses. A los 9 meses se tomo muestras
de 6 cAmaras y 2 tubos, 3 métodos fueron usados para medir la viabilidad de ooquistes:
conteo microscépico, PCR cuantitativo (QPCR) e inoculacion en ratones. Paralelamente
los ooquistes fueron colocados en refrigeracion durante el mismo periodo de analizar su
detectabilidad fuera del tiempo estipulado. Todas estas pruebas mostraron valores
decrecientes y diferencias altamente significativas entre condiciones de sequedad y

humedad. La proporcion de sobrevivencia de ooquistes después de 100 dias se estimo en

11

repositorio.unap.edu.pe
I



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

7.40% por qPCR bajo condiciones de sequedad y 43.70% bajo condiciones de humedad
(Lélu et al., 2012).

Se ha desarrollado un método de deteccidn de ooquistes de Toxoplasma gondii en el agua
y se propone una estrategia para la deteccion de multiples parasitos de cuerpos de agua,
incluyendo Cryptosporidium spp y Giardia, las muestras de agua fueron filtradas para
recuperar ooquistes de Toxoplasma gondii, después de la deteccion de ooquistes de
Cryptosporidium y quistes de Giardia por inmunofluorescencia, las muestras fueron
purificadas con sacarosa con gradiente de densidad. La deteccion de Toxoplasma fue
basada sobre la amplificacion del PCR e inoculacion en ratones, para determinar la
presencia e infectividad de ooquistes recuperados. Después del ensayo experimental

determinaron que, el PCR fue el mas sensible que el bioensayo (Aubert y Villena, 2009).

En el estudio, cuatro métodos conocidos fueron utilizados para recuperar ooquistes de
Cryptosporidium parvum de muestras de agua y heces (sedimentacion, sedimentacion con
reducida cantidad de agua, flotacion con sucrosa y separacion con agua éter) fueron
comparados para recuperar ooquistes de muestras del suelo previamente contaminados.
La técnica de separacion en dos fases demostr6 ser el mejor método a escoger, con un
promedio de recuperacion de 61.2 % + 15.6 % segun este método las recuperaciones mas
bajas y maés altas fueron de 37.0 % a 95.0 % respectivamente. Otros dos resultados
importantes fueron observados en experimentos del suelo, la eficiencia de la recuperacion
estuvo influenciada por la viabilidad de los ooquistes (la alta viabilidad fue directamente
correlacionada con un incremento en la eficiencia de la recuperacién), el alto contendido
de arena en las muestras de suelo redujo la recuperacion de ooquistes por su efecto nocivo

en la viabilidad de ooquistes (Zilberman et al., 2009).

La composicion del suelo, y particularmente la proporcion de arena, parece afectar la tasa
de recuperacion de ooquistes de Toxoplasma gondii. De los suelos probados la
composicion del suelo més estrechamente relacionado con este estudio fue 97.0% de
arena, 3.0 % de materia organica, en ese suelo se recuperé mas del 20.0 % de ooquistes
de Toxoplasma gondii mientras que los suelos con solo un 30 % de arena permitieron la

recuperacion de mas del 30 % de ooquistes (Lélu et al., 2011)

Este estudio describe un método de flotacion rapida y econémico para recuperar ooquistes
de Eimeria del suelo, las muestras del suelo se contaminaron experimentalmente con

50000 ooquistes de Eimeria bovis, se probo el efecto de la tension mecénica agitando la
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mezcla de tierra 'y ooquistes 0, 1, 5y 10 veces antes de la recuperacion de ooquistes. El
porcentaje de recuperacién mediante el método de flotacion fue del 22.00 %, similar a los
resultados obtenidos con los métodos mas intensivos, la presencia de suelo redujo el
porcentaje de ooquistes que pudieron recuperarse en un 23.00 %, una sola sacudida de la
mezcla fue suficiente para reducir significativamente la proporcion recuperable de
ooquistes. Los resultados indican que se puede aplicar el método simple desarrollado para
recuperar ooquistes, y que el manejo suave de las muestras de suelo antes del aislamiento

de los ooquistes es importante (Lassen y Lepik, 2014).

En alpacas beneficiadas en el camal municipal de Nufioa - Melgar, para determinar la
prevalencia de Sarcocistiosis microscéopica en corazon de 939 animales entre jovenes y
adultos, se report6 una prevalencia de 80.62 %, segun edad las alpacas adultas presentaron

mayor prevalencia 54.21 % en relacion a los jovenes 26.41% (Gutierrez et al., 2015).

En un estudio de prevalencia de Sarcocystis spp en alpacas y perros pastores de la Unidad
de Produccion Cochas de la SAIS Tupac Amaru, mediante examenes macro y
microscopicos del musculo esquelético y cardiaco de alpacas beneficiadas en el camal de
la empresa. La busqueda de quistes macroscépicos se realizé6 mediante el examen visual
de las canales, en tanto que los quistes microscopicos se diagnosticaron mediante el
Método del Triquinoscopio. El examen parasitologico de heces en perros pastores se
efectud en el 30.00 % de la poblacion por el Método de Flotacion con Solucion
Sobresaturada de Sulfato de Zinc a fin de detectar ooquistes y/o esporoquistes. Se
encontro altos niveles de infeccién por micro o / macroquistes de Sarcocystis (75 % al
100 %) en alpacas de 2, 3 y 4 afios de edad, respectivamente y un 36% de perros pastores

infectados con ooquistes y /o0 esporoquistes (Leguia y Santiago, 2018).

El estudio fue realizado para desarrollar métodos para la deteccion de ooquistes, del agua,
suelo y alimentos, mediante técnicas de concentracion y bajo condiciones de laboratorio.
Las altas prevalencias de contaminacion con ooquistes de Toxoplasma gondii fueron
determinadas en &reas rurales con valores del 20%, seguido por la contaminacion de
patios de hogares en el 16.7% y recintos publicos 14.5 %; mientras que las prevalencias
mas bajas de 13.3 % fueron reportados en jardines de hogares de areas urbanas, en estos

lugares los gatos defecan siendo una fuente de infeccion (Ajmal et al., 2013).
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CAPITULO II
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
2.1.  ldentificacion del problema.

Las altas prevalencias reportadas del 70 al 100% de Sarcocystiosis en las cuatro especies
de camélidos sudamericanos en todas las regiones del pais (Mostajo, 1983; Fernandez,
1991; Castro et al., 2004; Gutierrez 2015; Leguiay Santiago, 2018), demuestran los altos
niveles de contaminacién de los pastizales de camélidos sudamericanos con el parasito,
debido a la estrecha convivencia de alpacas y llamas con los perros y la alimentacion de
estos con carne infectada, favoreciendo la transmision horizontal, Gnica forma de
infeccion, a esto se adiciona la accion predadora de los zorros; los cuales al no desarrollar
inmunidad son reinfectados continuamente, eliminando una enorme cantidad de ooquistes
y esporoquistes junto con el material fecal por periodos prolongados, contaminado los
campos de pastoreo, a diferencia de otras coccidias, estas no requieren evolucionar en el
medio ambiente sino salen completamente esporuladas, lo cual les confiere resistencia en
el medio ambiente, solo deben sobrevivir esta diferencia le brinda una mayor
adaptabilidad y ventaja. Los camélidos sudamericanos se infectan al ingerir pasto o agua
contaminada con esporoquistes, de Sarcocystis spp reproduciéndose asexualmente para
finalmente establecerse en el tejido muscular formandose los quistes macroscopicos o
microscopicos dependiendo de la especie de Sarcocystis. Al no existir una metodologia
que posibilite detectar y cuantificar esporoquistes en muestras de suelo y pastizales
naturales, que permitirian determinar niveles de contaminacion, viabilidad,
sobrevivencia, dispersion en el suelo y agua con el parasito, factores de riesgo
desconocidos debido a la dificultad en muestras medio ambientales. Razones que
motivaron realizar esta investigacion con el objetivo de desarrollar un método efectivo,

economico y sencillo que permitié detectar y cuantificar esporoquistes de Sarcocystis en
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suelos y pastizales naturales, basado sobre el andlisis de métodos usados para otros
protozoarios, para el entendimiento de la dindmica de la infecciébn en camélidos
sudaméricanos, siendo su control un reto para los programas de salud y en el Peru este
problema se complica por los bajos niveles educativos de las poblaciones en riesgo en las

zonas rurales.
2.2.  Enunciados del problema.
Interrogante General:

¢El desarrollo de un método permitird detectar los esporoquistes de Sarcocystis

spp en suelo y pastizal natural de camélidos sudamericanos?
Interrogantes Especificas:

¢Como influye el tiempo de almacenamiento de las muestras de suelo y pastizal

natural en la recuperacidn de esporoquistes de Sarcocystis?

¢Cual de las soluciones dispersantes: agua destilada o Tween 80 y soluciones de
flotacion: Sacarosa o Sulfato de Zinc utilizadas, permiten un mayor porcentaje de
recuperacion de esporoquistes de Sarcocystis en muestras de suelo y pastizal

natural experimentalmente contaminadas?
2.3.  Justificacion.

Con el trabajo de investigacion realiado se pretende suplir un vacio referente a la
deteccién y cuantificacion de esporoquistes de Sarcocystis spp en muestras de suelo y

pastizales naturales de camélidos sudamericanos contaminados con el parasito.

No se ha logrado una alternativa para la prevencion y control de la Sarcositiosis en
camélidos sudamericanos, porque no existe una vacuna disponible para proteger a estas
especies contra esta enfermedad, los farmacos anticoccidiales que existen en el mercado
no son efectivos para el tratamiento de los hopedadores tanto definitivos como
intermediarios, no se ha resuelto la cadena de beneficio, no se cuenta con centros de
beneficio autorizados, de manera que la prevencion es una de las formas practicas de
control de la sacocistiosis en camélidos sudamericanos que requiere del conocimiento de
otros factores de riesgo como: niveles de contaminacion de pastizales, sobrevivencia de

esporoquistes, viabilidad de esporoquistes en pastizales, dispersion en el suelo y agua etc.
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Factores de riesgo que no se conocen, por la falta de un método de diagndstico en
muestras medio ambientales, por ello la investigacion realizada permitira conocer estos
aspectos fundamentales, para una buena planificacion del pastoreo, puesto que algunas
formas de manejo del pastoreo han contribuido en el logro del control de algunas
enfermedades, complementadas con las practicas de manejo del hato que podrian
impactar enormemente en la exposicion de los camélidos a esporoquistes de Sarcocystis
en pastizales naturales. La prevencion y control de esta enfermedad es una necesidad para
un vasto sector de criadores de camélidos domeésticos en las zonas alto andinas, puesto
que alrededor del 90 por ciento de las alpacas y llamas se encuentran en manos de
pequefios productores, constituyendo el principal medio de subsistencia, representando
una fuente econdmica importante, y cumpliendo un papel fundamental en el desarrollo de
las comunidades andinas, sin embargo la sarcocistiosis tiene un impacto negativo en su
economia debido a la presencia masiva de macroquistes en la musculatura de estas
especies, dando una mala presentacion visual a las canales, depreciandolas, ocasionando
su decomiso en los camales de beneficio, limitando su consumo, pese a ser una carne roja
de alto valor nutritivo, con bajos niveles de grasa intramuscular, y precisamente el bajo
nivel educativo de los productores y el desconocimiento de acciones simples de
prevencion posibilitan el mantenimiento de prevalencias altas de esta enfermedad; en
consecuencia, el manejo del pastoreo podria ser una alternativa que complemente planes

y programas de prevencion y control, siendo un reto para los programas de salud.
2.4.  Objetivos.
2.4.1. Objetivo General.

Desarrollar un método que permita detectar esporoquistes de Sarcocystis spp en

pastizales de camélidos sudamericanos.
2.4.2. Objetivos Especificos:

Determinar los porcentajes de recuperacion de esporoquistes en pastizales de zona
hiumeda y seca contaminados experimentalmente, en funcion al tiempo de
almacenamiento de la muestra por 1, 4y 7 dias.

Determinar los porcentajes de recuperacion de esporoquistes en pastizales de

zonas humeda y seca, contaminados experimentalmente segun la solucion de
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dispersion: agua destilada y tween 80 y solucion de flotacion: Sacarosa y ZnSO4

utilizadas.
2.5.  Hipotesis.
2.5.1. Hipdtesis General.

- Unatécnica de concentracion y flotacion, previo lavado de la muestra con una
solucion dispersante permite la deteccion de esporoquistes de Sarcocystis spp

en pastizales contaminados de camélidos sudamericanos.
2.5.2. Hipotesis Especificas:

- Los porcentajes de recuperacién de esporoquistes de Sarcocystis spp en
pastizales experimentalmente contaminados, disminuyen en funcion al tiempo

de almacenamiento de las muestras.

- El lavado de la muestra de pastizal experimentalmente contaminado con
esporoquistes de Sarcocystis spp con Tween 80 y el uso de una solucion de
flotacion sea ésta, sulfato de zinc o sacarosa, permite un mayor porcentaje de
recuperacion de esporoquistes de Sarcocystis spp con relacién al agua
destilada y las soluciones de sacarosa o sulfato de zinc.
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CAPITULO 11l
MATERIALES Y METODOS
3.1.  Lugar de estudio.

El trabajo de investigacion se ha realizado entre la ciudad de Puno y el Centro
Experimental La Raya, la ciudad de Puno se localiza a orillas del Lago Titicaca. Las
muestras de pastizales fueron colectadas del Centro experimental La Raya, dependencia
de la Universidad Nacional del Altiplano-Puno, ubicado al noroeste del departamento de
Puno, provincia de Melgar en la jurisdiccion del distrito de Santa Rosa, al pie del nudo de
Vilcanota de la cordillera de los andes, entre las coordenadas 14°30°33” latitud sur y los
70°57°12” longitud oeste, a una altitud de 4,150 y 5,400 msnm (SENAMHI, 2009). El
Centro posee una topografia peculiar de partes altas con predominancia de laderas y
pendientes bastante pronunciadas sujetas a erosion por inclemencias climéticas adversas,
sin embargo, también presenta una parte de planicie con ligera pendiente en la zona baja.
Los aspectos geograficos de acuerdo a las consideraciones ecologicas, determinan serias
limitaciones térmicas, se traduce en presencia de heladas y sequias que limitan el
desarrollo de la actividad agricola, con mayor potencial para el desarrollo de una
ganaderia sostenida (produccion de camelidos) considerando ademas la precipitacion
pluvial y la temperatura, se establece que el clima es de tipo humedo frio, la precipitacién

esta concentrada en los meses de noviembre a marzo, la misma que varia entre 90 mm/mes

a 200 mm/ mes, encontrandose un promedio de precipitacion anual promedio de 900 mm
las temperaturas maximas y minimas son de -7 y +15, con un promedio anual de 7.49 °C,
la velocidad de los vientos estd comprendida dentro de la clasificacién de moderada, la
humedad relativa es de 65 a 85 %. Los pastizales estan ubicados entre 4,300 a 5,000
msnm presentando temperaturas que varian entre 13 °C a 15 °C presentando su punto mas
alto en el mes de noviembre y las temperaturas minimas estan entre -7°C a 2.5°C siendo

su punto mas bajo el mes de junio (Bazan, 2017).
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La comunidad vegetal del area esta compuesta en mayor proporcidn por gramineas, y su
utilizacién predominante es por alpacas y en menor escala por llamas, caballos y vacunos;
el Centro presenta varios bofedales, considerado uno de los mejores pastizales para
camélidos sudamericanos y generalmente se tipifican con una asociacion Distichia
muscoides y Festuca dolichophylia. Los suelos del centro se caracterizan por tener un pH

acido a extremandamente &cido que va entre 6.36 a 4.36 (Oscanda y Bustinza, 1987).

En un estudio de caracterizacion de suelos del bofedal Huichicancha en el distrito de Santa
Rosa- Melgar que corresponde puna hiimeda, se report6 que la composicion floristica se
encuentra conformada por las siguientes especies: Scirpus rigidus, Alopecuros bracteata,
Hordeum muticum, Plantago tuberosa, Poa aequigluma, Alchemilla rodifolia, Alchemilla

pinnata, Festuca dolichophyla entre otras especies (Siguayro, 2008).

Las muestras fueron evaluadas en el Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional del Altiplano-Puno.
3.2.  Poblacion.

La investigacién se realizo con un total de 96 muestras, conformadas por porciones de
suelo y pastizal, distribuidos de la siguiente forma: 48 muestras/zona (himeda y seca), de
los cuales 12 muestras fueron procesadas por 4 métodos de diagnostico, dentro de las 12

muestras, 4 sub-muestras fueron evaluadas después de 1, 4 y 7 dias de almacenamiento.

19

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesi
I



NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

Tabla 1

Distribucién de material muestral para la realizacién de la investigacion.

3.3.

Sol. De dispersion y Contaminacion de pastura Tiempo de almacenamiento
de muestras
Sol. De flotacion. Zona Zona
humeda
Seca

H2O  destilada vy 12 12 1dia 4 dias 7 dias
Sacarosa
Tween 80 y Sacarosa 12 12 1dia 4 dias 7 dias
H2O  destilada vy 12 12 1dia 4 dias 7 dias
ZnS0O.
Tween 80 y ZnSO4 12 12 1dia 4 dias 7 dias
Sub total 48 48
Total 96

Muestra.

Conformada por suelo y pastizal natural colectado de zona himeda y seca del Centro

experimental La Raya de la Universidad Nacional del Altiplano-Puno.

3.4.

Métodos de Investigacion.

Los métodos que se describen son validas para los dos objetivos especificos

3.4.1. Para la obtencion de esporoquistes de Sarcocystis spp.

La obtencidn de esporoquistes de Sarcocystis spp se realizd en perros (cachorros)
de aproximadamente 2.5 meses de edad, de raza criolla, realizandose el analisis
coproparasitologico de cada uno, resultando dos positivos a Toxocara canis,
desparasitandose con el antihelmintico pamoato de pirantel al 3% administrado
por via oral; posteriormente alos 2 y 5 dias post-dosificacion se volvio a efectuar
el anélisis coproparasitologico de los cachorros parasitados para descartar la

presencia de estos nematodes que podrian dificultar con la realizacién de la
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investigacion.

Posteriormente fueron infectados con carne y corazén de alpacas con quistes de

Sarcocystis spp.
a. Evaluacion de macroquistes en tejido muscular esquelético de alpaca:

La carne de alpaca se obtuvo en la feria dominical del mercado de abastos del
distrito de Laraqueri, la evaluacion de éstas carnes se realizd mediante la
observacion visual de quistes macroscopicos, luego por diseccion con un bisturi

se procedid a la estraccion de 100 quistes.

b. Evaluacion de microquistes en tejido muscular cardiaco de alpacas a

través del método de compresion de tejido muscular:

El corazon de alpaca adquirido en la feria dominical del mercado de abastos del
distrito de Laraqueri, fue colocado en una bandeja, examinandose detenidamente
a través de la inspeccion, palpacion y cortes, posteriormente con una pinza y
bisturi se tomd una pequefia porcidn de tejido muscular de la zona ventricular de
éste drgano, para disponer en una ldmina portaobjetos que previamente contenia
una o dos gotas de lugol parasitoldgico, luego con los dedos indice y pulgar con
una laminilla cubreobjetos, se realizd una ligera presion para aplastar el tejido,
considerandose la muestra como positiva al evidenciar quistes con el objetivo de

10 x del microscopio Yy bradizoitos con el objetivo de 40 x.

C. Infeccion experimental de cachorros con quistes macro vy

microscopicos de Sarcocystis spp:

Se realizd la infeccion experimental de los cuatro perros (cachorros) a dos
cachorros se les proporcion6 carne de alpaca con 100 quistes macroscopicos de
Sarcocystis aucheniae y a los otros dos corazones de alpaca con quistes

microscopicos de Sarcocystis lamacanis en la proporcion de 50 gr.
d. Coleccion y evaluacion de muestras fecales:

Los cachorros fueron alojados en casetas individuales para facilitar la coleccion
de muestras fecales, que se realizaron en forma diaria a partir del 15vo. dia post

infeccion, siendo depositados en frascos de plastico de boca ancha previamente
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rotuladas, en una cantidad de 10 g.

e. Evaluacion de las muestras fecales mediante el método cualitativo de

concentracion por flotacion con sacarosa.
Procedimiento:

- Enun mortero se homogenizo6 aproximadamente 3.0 g. de heces en 20 ml. de
agua destilada.

- Se tamizo y el filtrado fue depositado en un tubo de centrifuga de 15 ml. de
capacidad.

- Se centrifug6 a 1000 rpm por 3 minutos.

- Se elimin6 el sobrenadante, resuspendiendose al sedimento con solucién
sobresaturada de sacarosa, homogenizando la muestra.

- Nuevamente se centrifug6 a 1000 rpm por 5 minutos.

- Se agreg6 al tubo de centrifuga, solucidon de sacarosa, logrando que en el
borde se forme un menisco convexo, colocandose una laminilla cubreobjetos,
dejando asi por un espacio de 3 minutos.

- Lacoleccion de esporoquistes se realizd, trasladando la laminilla cubreojetos
a una lamina portaobjetos y observando al microscopio con los objetivos de
10y 40x.

3.4.2. Cuantificacion de esporoquistes mediante el Método Modificado de
Mc Master.

Procedimiento:

- En un mortero se homogenizé 3.0 g de material fecal en 42 ml de agua
destilada.

- Se tamizo y el filtrado fué depositado en un tubo de centrifuga de 15 ml de
capacidad.

- Se centrifug6 a 1000 rpm por 3 minutos.

- Se eliminod el sobrenadante, reemplazandose con solucion sobresaturada de
sacarosa

- Se homogenizo el contenido del tubo de centrifuga y la muestra fue llenada
con un gotero a la cAmara de Mc Master.

- Se esper6 aproximadamente unos 3 minutos para que los esporoquistes floten
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y se ubiquen en la cara inferior de la ldmina superior de la Camara de Mc
Master.

- La cadmara de Mac Master fue colocada en la platina del microscopio, con el
objetivo de 10 x se inici6 con el conteo de esporoquistes ubicados dentro del
area de lectura de la camara, en un foco Optico donde se ubiquen las
microburbujas de aire.

- Los resultados fueron expresados como esporoquistes por gramo de heces
(EPG).

Interpretacion:

- Sien 45 ml habia 3 g de material fecal, en 15 ml habria 1.0 g. si de los 15 ml
se tomo solo 0.15 ml que es el voliumen de cada area de lectura de la Camara
de Mc Master, se estaria utilizando la centésima parte de 15 ml, el FACTOR
DE RELACION para cada area sera 100, y si la lectura se realiza en las 2 areas

el factor sera 50.
3.4.3. Procedimiento de la evaluacion de muestras de pastizal natural.
La evaluacion de las muestras se realizé en dos fases:

a) Fase de coleccién de la muestra de pastizal en campo.

La coleccion de la muestra de pastizal consistio en:

Muestras de suelo y pastizal fueron colectadas con una hoz de diferentes
areas de zona humeda (bofeda) y zona seca del Centro experimental La Raya,
areas que previamente fueron cercadas con malla de alambre para no tener
acceso de animales como perros y otros herbivoros, completamente mezcladas
por separado, en una cantidad aproximada de 1000 g / vez colocadas en bolsas
de plastico con su respectiva identificacion en la que se considero la fecha de
coleccién y area, estas fueron trasladadas al Laboratorio de Parasitologia de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNA para su

procesamiento.

b) Fase de recuperacion de esporoquistes de Sarcocystis spp.
Para determinar el porcentaje de recuperacion en funciéon al tiempo de

almacenamiento de las muestras, cada muestra de pastizal y suelo fueron
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pesadas en una balanza digital en una cantidad de 10 g siendo colocada en una
bolsa de polietileno y contaminada con 103 esporoquistes de Sarcocystis spp
obtenidas del material fecal de los cachorros (perros) infectados, las muestras
se almacenaron a 4°C hasta su procesamiento, siendo analizadas después de
1, 4y 7 dias; utilizando las soluciones de dispersion, soluciones de flotacion y

agitacion manual durante 5 minutos.

c) Procesamiento y evaluacion de la muestra de pastizal.
Reactivos utilizados:
Soluciones de flotacion: se utilizé soluciones sobresaturadas de:

- Sacarosa fria (1280 g/litro; peso especifico, 1.18).
- ZnS0q4: (333 g/litro; peso especifico, 1.18), (Rojas, 1990).

Soluciones dispersantes:

- Agua destilada.
- Tween 80 (1 ml de Tween 80 y 1000 ml de agua destilada)
(Kuczynka y Shelton, 1999 y Afonso, et al., 2008).

Técnica de dispersion: Agitacion manual por 5 minutos.
Tiempo de almacenamiento- de las muestras: 1, 4 y 7 dias.
3.4.4. Procedimiento para la recuperacion de esporoquistes:

Todas las evaluaciones se realizardn utilizando las soluciones de dispersion y

flotacidn indicadas:

- 10 g de muestra de suelo y pastizal contenidas en una bolsa de polietileno,
previamente contaminadas con 1000 eporoquistes de Sarcocystis spp fueron
extraidas de la refrigeradora a T° de 4°C, de acuerdo a los dias de su
almacenamiento, para ser colocadas en un recipiente, para su lavado con 500
ml de solucion de dispersion, agitandose manualmente la muestra por espacio
de 5 minutos, descartdndose el pastizal transcurrido este lapso de tiempo.

- Se filtrd la suspensién por un tamiz (100 um/poro) a un vaso conico de

sedimentacion de 500 ml de capacidad.
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- Se dejo sedimentar durante toda una noche.

- Se elimino el sobrenadante y el sedimento fue transferido a varios tubos de
centrifuga de 15 ml de capacidad.

- Se centrifugd por 5 minutos a 1000 rpm.

- Se elimind el sobrenadante y se resuspendio a los sedimentos de los tubos
utilizados con solucién de flotacion.

- Se centrifugd por 10 minutos a 1000 rpm.

- A cada tubo se agreg6 solucion de flotacion, hasta lograr la formacion de un
menisco convexo en el borde de cada tubo, colocandose laminillas
cubreobjetos.

- Se esperO aproximadamente unos 3 minutos para que los esporoquistes se
adhieran a la cara inferior de las laminillas cubreobjetos

- Las laminillas cubreobjetos fueron trasladada a laminas portaobjetos,
observandose en el microscopio con objetivos de 10 y 40 x efectuandose el

conteo microscopico de esporoquistes.

3.4.5. Disefio experimental u observacional.

Los datos obtenidos en la investigacion, sobre recuperacion de esporoquistes de
Sarcocystis spp en suelo y pastizal natural de zona seca y humeda
experimentalmente contaminados, fueron analizados bajo un arreglo factorial de
2x4 con 3 bloques, bajo el disefio de blogue completo al azar con sub-muestreo,

cuyo modelo estadistico es:
Yim=pn+ait+ B +(ap)ij+ Pk + €ijk + Sijxi
Donde:

Yi = variable respuesta, porcentaje de esporoquistes recuperados.

0 = efecto de la media poblacional.

ai = efecto del iésimo zona (himeda y seca)

Bj = efecto del jésimo uso de solucion de dispersion y solucion de flotacion
(1,2,3,4)
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(ap)ij = efecto de la interaccion zona de muestreo con solucion flotadora y

dispersion
Bk = efecto del keésimo bloque de sub muestreo (1, 4y 7 dias).
eijk = efecto del error no controlable del investigador
dij = efecto de las unidades de submuestreo en cada bloque.

La comparacion de medias, se contrastdé utilizando la prueba mdltiple de

significacion de Tukey a= 0.05.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados se muestran en las tablas siguientes.

4.1. Porcentajes de recuperacion de esporoquistes en pastizales de zona hiumeda y
seca contaminados experimentalmente, en funcién al tiempo de almacenamiento de

la muestra
Tabla 2

Porcentaje de recuperacion de esporoquistes de sarcocystis spp en pastizales en funcion

al tiempo de almacenamiento de las muestras.

Zona Tiempo de Porcentaje C.V.
almacenamiento recuperacion de %
muestra dias esporoquistes

Hameda 1 23.50 4.66
4 22.34 6.00

7 21.61 18.20

Seca 1 21.31 15.73

4 20.30 10.07

7 19.19 22.94

En pastizales de zona hdmeda experimentalmente contaminadas de acuerdo al
almacenamiento de las muestras por: 1, 4 y 7 dias, los porcentajes de recuperacion de

esporoquistes fueron de 23.50 %, 22.34% y 21.61% respectivamente en relacion a 21.31
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%, 20.30 % y 19.19 % de zona seca. Estos valores contrastados a la prueba estadistica de
Tukey indican que las medias no son estadisticamente diferentes (p>0.05) para ambas
variables, dias de almacenamiento de muestras y zonas de muestreo de pastizal, En ambas
zonas de muestreo los porcentajes de recuperacion de esporoquistes disminuyeron

ligeramente después de los dias 4 y 7 (Tabla 2).

Al no encontrar investigaciones referidas al tema, la discusién se ha realizado con
resultados obtenidos en suelos experimentalmente contaminados con otras coccidias del

Phylum Apicomplexa.

La ligera disminucién en los porcentajes de recuperacién de esporoquistes de Sarcocystis
spp despues del almacenamiento de las muestras por 1, 4y 7 dias a temperatura de 4°C
en ambas zonas de muestreo, probablemente sean debidas al tipo de muestra, pastizal y
suelo utilizada en el experimento, obviamente con mayor cantidad de materia organica en
zona humeda, corroborado por Lélu et al. (2011) quienes indican que la eficiencia en la
recuperacion de ooquistes de Toxoplasma gondii tiende a ser més alta en matrices de
suelos con mayor cantidad de materia organica, ademas el tiempo de almacenamiento fue
mas corta, lo que permitié una menor descomposicion de esporoquistes y tal vez a la
mayor resistencia de los esporoquistes por carecer de cuerpo de stieda (Cordero del
Campillo et al., 1999)

Nuestros resultados difieren con los obtenidas por Kuczynska y Shelton (1999), quienes
realizaron experimentos con los siguientes tipos de suelo: franco arenoso (66.9% de arena,
16.6 % de limo, 16.5 % de arcillay 1.1 % de material organica); suelo franco arcilloso
limoso (18.4 % de arena, 53.2 % de limo, 28.4 % de arcillay 3.1 % de material organica);
franco arcilloso (25.7 % de arena, 53.2 % de limo, 31.8 de arcilla y 2.8 % de materia
organica), en el cual alicuotas de 25 g. de suelo secada al aire, fueron contaminados con
10* ooquistes de Cryptosporidium parvum utilizando como solucion de dispersion Trix-
Tween 80 y como solucidn de flotacion cloruro de sodio, las muestras se almacenaron a
4°C y se procesaron después de 1 hora; 1, 3, 7, 10, 14 y 21 dias, por agitacion magnética
durante 15 minutos, los porcentajes de recuperacion se evaluaron en funcion al tiempo de
almacenamiento sin y con la adicién de la solucion dispersante. Los porcentajes de
recuperacion de suelos franco arenosos disminuyeron sustancialmente a menos de 1%
después de 21 dias de almacenamiento de las muestras, es decir del 6% al 0.5 % aunque

la adicion de la solucion de dispercion mejor6 los porcentajes de recuperacion, ésta
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diferencia probablemente sea debido a la mayor adhesion de los ooquistes a las particulas
del suelo y a la descomposicion de los ooquistes por el mayor tiempo de almacenamiento
de las muestras de 21 dias, puesto que la adhesion de las particulas del suelo no impide la

descomposicion de ooquistes, pero interfiere en su cuantificacion.

Resultados superiores fueron obtenidos por Maudsley et al. (1992) quienes han descrito
un método para la extraccion y cuantificacion de ooquistes de Cryptosporidium parvum
en diferentes tipos de suelos experimentalmente contaminados en el que se utilizo la
flotacion de sacarosa; estos autores informaron eficiencias de extraccion de hasta 61.6%
para muestras de suelo de 1 g procesadas poco después de la adicion de ooquistes; sin
embargo, las eficiencias de extraccion disminuyeron a 4% después de 24 horas y la
disminucion fue mayor a 99 % después de una semana de almacenamiento de las

muestras; resultados contrastantes con los obtenidos en la investigacion realizada.

Teniendo en consideracién el tipo de suelo, Kuczynska y Shelton (1999) refieren que los
porcentajes de recuperacion de ooquistes de Cryptosporidium parvum que se
determinaron para suelos arenosos, franco arcillosos limosos y franco arcillosos,
disminuyeron a medida que aument6 el contenido de arcilla, y posiblemente esta
condicion podria influir en los resultados obtenidos en el estudio puesto que el andlisis de
caracterizacion de suelo de bofedales de puna humeda y seca del distrito de Santa Rosa -
Melgar en la cual se encuentra el Centro Experimental La Raya, presenta un 46 % de
arena, 9 % de arcilla 'y 45 % de limo, con un pH de 4.99 y considerado con una textura
de franco (INIA, 2007).

4.2. Porcentajes de recuperacion de esporoquistes en pastizales de zonas hiumeda y

seca, contaminados experimentalmente segun la solucion de dispersion

En la tabla 3, se muestra porcentajes de recuperacion de esporoquistes en pastizales de

zonas himeda y seca, contaminados experimentalmente segun la solucién de dispersion
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Tabla 3

Porcentaje de recuperacion de esporoquistes de Sarcocystis spp en funcién a la solucién

de dispersion y flotacién

Zona Humeda Seca
Solucién de No x C.V. N° x C.V.
dispersion con muestra % % muestra % %
solucion de Recup. Recup.
flotacion.

H:O Destilada y 12.00 26.56 4.66 12.00 22.68 15.73
Sacarosa
Tween 80y 12.00 34.02 6.00 12.00 30.13 10.07
Sacarosa
H20 Destilada y 12.00 12.48 18.20 12.00 12.61 22.94
ZnSO4
Tween 80 y ZnSO. 12.00 16.88 10.46 12.00 12.51 13.30

En las dos zonas de muestreo de pastizal himedo y seco, los experimentos se realizaron
utilizando como solucion de flotacion sacarosa fria y sulfato de zinc, y como solucion
dispersante agua destilada y tween 80, y como técnica de dispersion la agitacion manual
por 5 minutos. Los porcentajes de recuperacion fueron los siguientes: 26.56% y 22.68%
con agua destilada y sacarosa, 34.02% y 30.13% con tween 80 y sacarosa, 12.48% y
12.61% con agua destilada y sulfato de zinc, 16.88% y 12.51% con tween 80 y sulfato de
zinc en ambas zonas de muestreo. Los mayores porcentajes de recuperacion en ambas
zonas de muestreo fueron obtenidos con tween 80 y sacarosa, siendo significativamente
mayores (P<0.05) (Anexo 9) que los porcentajes de recuperacion con las otras soluciones
en ambas zonas de muestreo. Asi mismo los valores obtenidos segin zona de muestreo

indican tener diferencia estadistica (P < 0.05) (Anexo 8)

Los niveles de recuperacion de esporoquistes dependen del peso especifico de la solucién
de flotacion, de la separacion fisica de los esporoquistes de las particulas del suelo y
pastizal y de la dispersion de las particulas del suelo durante la fase de sedimentacién, la

solucién de flotacion ideal deberia tener un p.e. relativamente alta y una baja viscosidad,
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la separacion de los esporoquistes de las particulas del suelo deberia ser simple,

probablemente la sacarosa y el dispersante tween 80 tendrian estas condiciones.
Tabla 4

Porcentajes de recuperacion de esporoquistes de Sarcocystis spp en pastizal de zona

himeda en funcién a las soluciones de dispersion y dias de almacenamiento de las

muestras.
Meétodo de flotacién con sacarosa Método de flotacion con sulfato de zinc
Solucioén Almacena- % CcVv Solucién Almacena- % cv
dispersante miento Recup. %  dispersante miento Recup. %
dias dias

Agua 1 268 431 Agua 1 13.7 19.23

Destilada Destilada
4 256 492 4 13.1 14.11
7 27.2 3.44 7 10.7 12.32
Tween 80 1 35,3 551 Tween80 1 18.2 9.49
4 335 6.24 4 17.2 7.34
7 33.3 6.05 7 15.3 6.73

Los porcentajes de recuperacion de esporoquistes de Sarcocystis en pastizales
experimentalmente contaminadas de zona himeda, se determinaron utilizando como
soluciones de flotacion: sacarosa y sulfato de Zinc y como soluciones de dispersion agua
destilada y tween 80 (Tabla 4). Los porcentajes de recuperacién segun dias de
almacenamiento de las muestras por 1, 4 y 7 dias, muestran valores que no denotan
variabilidad y estadisticamente indican no tener diferencia (Anexo 12), sin embargo, estos

resultados varian segun las soluciones de dispersion y flotacion utilizadas, evidenciando
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variabilidad y estadisticamente indican tener diferencia (P< 0.05). Los valores mas altos
se lograron cuando se utilizo el Tween 80 como solucion dispersante (35.3 % y 18.2 %)
con las soluciones de flotacion utilizadas, con relacion a los menores valores obtenidos
con agua destilada como solucion dispersante (26.8 % y 13.7 %) independientemente de
los tiempos de almacenamiento de las muestras, los coeficientes de variabilidad fueron
mas altos, en los méas bajos niveles de recuperacion de esporoquistes (sulfato de Zinc y

agua destilada).
Tabla 5

Porcentaje de recuperacion de esporoquistes de Sarcocystis spp en pastizales de zona

seca en funcion a las soluciones de dispersion y dias de almacenamiento de la muestra.

Método de flotacion con sacarosa Método de flotacion con sulfato de zinc
Solucion  Almacena- % CcVv Solucion  Almacena- % CVv
dispersante mijento  Recup. %  dispersante  miento = Recup. %
dias dias
Agua 1 235 20.36 Agua 1 13.7 34.60
destilada 4 237 1715  destileda 4 128 1078
7 20.9 5.14 7 11.4 14.72
Tween 80 1 30.7 1414 Tween 80 1 17.5 12.44
4 23.3 10.14 4 154 7.34
7 30.4 6.14 7 14.1 9.97

La recuperacion de esporoquistes de Sarcocystis en pastizales experimentalmente
contaminadas de zona seca, se establecieron utilizando como solucion de flotacion
sacarosa y sulfato de Zinc y como solucion de dispersion agua destilada y tween 80 (:
Tabla 5); los porcentajes de recuperacion en funcion a los dias de almacenamiento de las
muestras por 1, 4 y 7 dias, mantenidas a temperatura de 4 °C muestran valores que no
denotan variabilidad y estadisticamente indican no tener diferencia significativa (P=>
0.05) (Anexo: Tabla 14), sin embargo estos porcentajes varian de acuerdo a la solucién
de dispersién utilizada, evidenciando variabilidad y estadisticamente indican tener

diferencia (P< 0.05). Los porcentajes de recuperacion fueron menores al utilizar agua
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destilada como dispersante (23.5% y 13.7%) con relacion a los mayores porcentajes
logrados con la solucion de dispersion Tween 80 (30.7% y 17.5%) con las soluciones de
flotacion Sacarosa y Sulfato de zinc, independientemente de los tiempos de

almacenamiento de las muestras.

La deteccion y cuantificacion de esporoquistes de Sarcocystis fue complicada, debido a
los altos niveles de particulas de tierra en el fondo de las copas utilizadas durante el
proceso de sedimentacidn, experimento que concuerda con lo mencionado por Kato y
Bowman (2002) y Lélu et al. (2011) que los ooquistes pueden ser dificiles de detectar
porque son mas fragiles que los huevos de paréasitos mas grandes, muchos de los métodos
existentes son complicados y el tiempo demandado requiere de materiales y reactivos

especiales, teniendo un éxito moderado en la cuantificacion.

Al no encontrar estudios referidos a la investigacion efectuada, la discusion se ha
realizado con resultados obtenidos en investigaciones de contaminacion experimental de
suelos con otros coccidios del Phylum Apicomplexa. Nuestros resultados son mayores a
los obtenidos por Kucsynscka y Shelton (1999) quienes en un estudio de recuperacion de
ooquistes de Cryptosporidium parvum de suelos arenosos, franco arcilloso limoso y
franco arcilloso, obtuvieron los porcentajes mas altos de recuperacion de 12 a 18.8%
mediante la flotacion con cloruro de sodio (NaCl) y como solucion de dispersion Tris-
Tween 80, se argumenta que esto se debio principalmente a la capacidad de los cationes
monovalentes para dispersar las particulas del suelo, lo que minimizé la recuperacion de
oocistos o agregados de particulas del suelo, los porcentajes de recuperacion por flotacion
con sacarosa fueron bajos (2.8%), se indica que fue debido a una combinacién de menor
gravedad especifica (p.e: 1.18; 700 g/l de agua destilada) y una mayor viscosidad de la
solucién, lo valores fueron sustancialmente menores con la flotacion de ZnSO4 (0.8%) a
pesar de la mayor gravedad especifica de la solucion (p.e: 1.3y 700 g/ | de agua destilada)
a diferencia de nuestros resultados donde los mayores porcentajes se lograron utilizando
como solucion de flotacion sacarosa con el mismo peso especifico (p.e 1.18, 1280 g/l de
agua destilada) que mencionan y como solucién de dispersién solo tween 80, asi mismo
los valores logrados con sulfato de zinc y Tween 80 de 16.88 % y 12.65% en zona himeda
y seca fueron sustancialmente mayores en relacion a los obtenidos por estos autores, pese
a la menor densidad de la solucion utilizada (333 g/l de agua destilada). Las diferencias
en los resultados, posiblemente sean debidos a: las cantidades de reactivos e insumos
utilizados en la preparacion de las soluciones de flotacion, al material empleado en los
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protocolos de diagnostico, la cantidad y tipo de muestra en los procedimientos de
recuperacion de estos coccidios, debemos indicar que las muestras que los autores
utilizaron estuvieron constituidos solo por suelo, a diferencia de las nuestras, suelo y
pastizal natural con mayor cantidad de materia organica, no fue posible utilizar el NaCl
como solucién de flotacidn, puesto que el uso de este reactivo en zona de altura, ocasiona
la cristalizacion de la muestra a observar, dificultando la visualizacion de los

esporoquistes.

Nuestros resultados con sacarosa y tween 80 (34.02% y 30.13%) en pastizales naturales
de ambas zonas de muestreo (himedo y seca) se aproximan a los obtenidos por Lélu et
al. (2011) quienes en muestras de suelos, experimentalmente contaminados con ooquistes
de Toxoplasma gondii mediante 3 protocolos de extraccion A, B y C, utilizando como
solucion de flotacion sacarosa fria y como solucion de dispersion: agua destilada,
hexametafosfato y tris-tween 80, lograron recuperar las méas altas concentraciones de
ooquistes no esporulados con el protocolo C, debido a que el paso de filtracion aplicado
en los protocolos A y B podrian ser los responsables de la pérdida de ooquistes,
probablemente por ser retenidos en los filtros utilizados en relacién al protocolo C, en el
cual no se realizo el filtrado de la muestra, y la solucion de flotacion fue directamente
colocado sobre el sedimento de la suspensidn contaminada, resultando ser al menos 10
veces mejor que los otros protocolos probado en matrices de suelos artificiales (5) y
naturales (4), en matrices artificiales, la mas alta eficiencia de recuperacion del 32 % fué
obtenido en suelos con baja proporsidn de arena; y éstas altas eficiencias de recuperacion
de ooquistes tuvieron una tendencia mayor en matrices con materia organica que en
matrices minerales, es asi que en suelos naturales con menos del 20 % de arena se obtuvo
el 35 % de recuperacion de ooquistes, en contraste de suelos con mas del 40 % de arena
donde el porcentaje de recuperacion logrado fué del 17 %. Resultados que corroboran a
los reportados en nuestra investigacion, debido a que utilizamos mezcla de pastizal natural
y suelo de zona humeda y seca que tiene una buena proporcién de materia orgénica y
definitivamente la eficiencia del porcentaje de recuperacion de esporoquistes de
Sarcocystis y otras coccidias, dependeria de la caracterizacion de los suelos naturales y

su composicion mineral podria afectar en este proceso.

Lélu et al. (2011) sefalan que las tasas de recuperacion de ooquistes de Toxoplasma
gondii disminuyeron con la edad de los ooquistes utilizados para la contaminacion de las
muestras, asi mediante el protocolo C, se logro la recuperacion del 46 % de ooquistes al
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contaminar el suelo con ooquistes de 2 meses de edad, en relacién al 15 % obtenido con
ooquistes de 22 meses de edad, los ooquistes fueron conservados en solucion salina
tamponada con fosfato estéril (PBS) (pH 7.2) a 4 °C hasta su uso. Este estudio
confirmaria nuestros resultados alcanzados, debido a que la muestra de pastizal natural y
suelo fueron contaminados con esporoquistes de Sarcocystis spp provenientes de heces
frescas de cachorros experimentalmente infectados, al menos después del primer dia de

contaminacion lograndose los valores més altos de recuperacion (Anexo 11)

Comparando los valores logrados con Tween 80 y Sacarosa en ambas zonas de muestreo,
estos son mayores a los de Matsuo et al. (2004) quienes utilizaron 2 métodos para la
deteccidn de ooquistes de Toxoplasma gondii en muestras de suelo: método modificado
de flotacién con sacarosa y PCR. Para el primer método se contamind suelo (30 g) y se
suspendio en 50 ml de la solucion Tween 80 (0.1%), se filtrd, descartandose el
sobrenadante, se verificd el efecto de la gelatina al 0.1% en la recuperacion de ooquistes
en las soluciones de lavado y flotacion con solucion de sacarosa (p.e.1.20) el tubo fue
llenada hasta el tope con solucion de flotacidn, se cubrié con una lamina cubreobjetos
centrifugandose por 5 minutos, el cubre objetos fue removida a una lamina portaobhjetos
y examinada en el microscopio a 200 x realizandose el conteo en todo el cubreobjetos, la
adicion de gelatina incremento significativamente el nimero de ooquistes recuperados del
7% al 21% comparado con muestras sin la adicion de gelatina; en consecuencia, se piensa
que los dispersantes como la gelatina separarian los organismos deseados de las particulas
del suelo; se detalla el procedimiento, por la similitud del conteo efectuado en el estudio

efectuado, pero difiere en las cantidades de muestra procesada y soluciones utilizadas.

Los valores reportados en el estudio, con agua destilada y sacarosa de zona seca (22,68%)
se aproximan a los obtenidos por Lasseny Lepik, (2014) en la recuperacion de ooquistes
de Eimeria bovis en muestras de suelo, analizada y estimada como suelo arenoso (80.62%
de arena, 12.31% de limo, 7.07% de arcilla y 0.96 % de carbon organico) muestras que
en alicuotas de 10 g fueron contaminadas con 50 000 ooquistes de 12 meses de edad,
experimento realizado en jeringas hipodérmicas de 50 ml de capacidad, eliminadndose el
paso de centrifugacion, el tamizado se redujo a una gasa médica, utilizandose como
solucion de flotacion sacarosa (p.e.1.24) lograndose recuperar el 22% de ooquistes, un
experimento separado probd el efecto del estrés mecéanico que provoca el proceso de
agitacion de la mezcla de tierra y ooquistes 0, 1, 5y 10 veces antes de la recuperacion, un
solo batido de la mezcla de ooquistes y suelo fue suficiente para reducir
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significativamente la tasa de recuperacion en casi el 50 %, la agitacion de 5 a 10 batidos
redujieron la recuperacion a 1.6 %. Este estudio hace referencia que el manejo mecéanico
de la mezcla de arena, ooquistes y liquidos ejercen estrés fisico en la muestra ocasionando
la pérdida de ooquistes en éste tipo de diagndsticos, situacion que no fue relevante, en
nuestros resultados debido a que la mezcla de muestra y solucion de dispersién fue por
agitacion manual durante 5 minutos, los menores porcentajes alcanzados en éste estudio
se deberian a la mayor proporcion de arena en la muestras evaluadas, la edad de ooquistes
utilizados para la contaminacion de las muestras, el material utilizado en el experimento
y el obviar el uso del dispersante; sin embargo parece necesario e importante el manejo

de las muestras antes de la recuperacion de este tipo de protozoarios.

Los valores logrados en el estudio, fueron inferiores a los referidos por Mawdsley y
col. (1996) quienes han descrito un método para la extraccion y cuantificacion de
ooquistes de Cryptosporidium parvum en diferentes tipos de suelos experimentalmente
contaminados, en los que se utilizd la flotacion de sacarosa, estos autores encontraron
eficiencias de extraccion de hasta 61.6% para muestras de suelo de 1 g procesadas poco
después de la adicion; asi mismo, Walker et al. (1998) obtuvieron resultados comparables
usando un procedimiento adaptado del método de Mawdsley et al., en éste estudio, el
porcentaje de recuperacion fue del 43% + 5,7% (intervalo de confianza promedio + 95%)
para las muestras recién contaminadas, siendo un método adecuado para experimentos de
laboratorio debido a que los oocistos se distribuyan de manera relativamente homogénea
en todo el suelo, aducimos que esta diferencia sea debida a que estos autores tuvieron otra

forma de contaje de ooquistes,

En la investigacion realizada por Zilberman et al. (2009) Se ha probado cuatro métodos
conocidos que fueron utilizados para recuperar ooquistes de Crytosporidium parvum de
muestras de agua y heces (técnica de sedimentacion flotacion, T. de sedimentacién
flotacion con reducida cantidad de agua, flotacion con sucrosa y separacion con éter-agua)
estas técnicas fueron utilizados para recuperar ooquistes en muestras de suelo (20 g)
previamente contaminados con ooquistes de 2 a 8 dias de edad. La técnica de separacion
en dos fases demostro ser el mejor método a escoger, con un promedio de recuperacion
de 61.2 + 15.6 % segun este método las recuperaciones mas bajas y mas altas fueron de
37 % a 95% respectivamente. Asi mismo la eficiencia de la recuperacién estuvo
influenciada por la viabilidad de los ooquistes (la viabilidad alta fue directamente

correlacionada con un incremento en la eficiencia de la recuperacion), los resultados

36

repositorio.unap.edu.pe
I



» UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

obtenidos con la técnica de flotacion con sucrosa de 39.6 % £15.6 %, se aproximan a los
obtenidos en el estudio efectuado, donde la flotacion con sacarosa y tween 80 logré
recuperar el 34.02% de esporoquistes de Sarcocystis en pastizal de zona humeda y 30.13%
en zona seca. En el protocolo de los autores se utiliz6 agua destilada y después del filtrado
se coloco en 400 ml de solucion de sacarosa dejando flotar durante toda una noche; la
técnica de separacion en dos fases es mas compleja y requiere de otros reactivos como el
glicol polietilene 6000, la eficiencia en la cuantificacion de ooquistes, se deberia a que en
todas las técnicas probadas fue determinado por tincién de anticuerpos monoclonales y

epifluorescencia.

Los resultados obtenidos segun solucién de dispersién utilizada (Tablas:4 y 5) difieren de
los obtenidos por Kuczynska y Shelton (1999) quienes al contaminar suelos franco
arenosos con ooquistes de Cryptosporidum parvum utilizando diferentes soluciones de
dispersion como: agua destilada, PBS (solucion salina tamponada con fosfato BD),
Tween 80, Triton X-100 y Tris-Tween 80; los porcentajes de recuperacion con Tris-
Tween 80 fueron significativamente mayores (P <0.05) con valores de (14.7%) con
relacién a los porcentajes de recuperacion con otros dispersantes, se evaluo el tiempo de
dispersion de 5, 15 y 30 minutos, los porcentajes de recuperacion después de 15 o 30
minutos fueron significativamente mas altos (<0.05) que los porcentajes de recuperacion
después de 5 minutos, incrementandose este porcentaje a (18.0% + 3.2%); sin embargo,
los porcentajes mas bajos fueron obtenidos con agua destilada (0.6%) y PBS (0.02%), con
Tween 80 se logro valores de (3.2%). Estos resultados difieren con los resultados de
Mawdsley et al. (1996) que obtuvieron niveles mas altos de recuperacion con Tris-Tween
80, utilizando como técnica de dispersion la agitacion magnética, que es un procedimiento
relativamente suave, se menciona que las fuerzas de corte creadas por la mezcla fueron

demasiado severas para las paredes de los oocistos.

En el estudio desarrollado, los resultados obtenidos utilizando Twenn 80 como solucion
dispersante, fueron mayores a los mencionados por Kuczynska y Shelton (1999),
empleando el mismo dispersante, posiblemente por la menor cantidad de muestra ( 10 g)
y el mayor tiempo de dispersion de toda una noche en el protocolo, debido a que la
dispersion se realiz6 en copas de sedimentacion de 500 ml de capacidad, que demandan
el uso de mayor cantidad de solucién de dispersién a utilizar y un mayor tiempo de
dispersion, a diferencia de la investigacion mencionada en el que us6 mayor cantidad de

muestra (25 g) realizdndose la dispersion en tubos de 100y 50 ml de capacidad, con igual
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cantidad de solucion de dispersion y sometidos a presiones de centrifugacion por 10
minutos. Referente a los dias de almacenamiento de las muestras, los autores
mencionados refieren que los porcentajes de recuperacion de suelos franco arenosos
disminuyeron a valores menores del 1% después de 10 dias de almacenamiento; sin
embargo, estos valores mejoraron con la adicion de solucién dispersante, situacion que

no se presento en el estudio realizado.

Nuestros resultados segun solucion de dispersion utilizada fueron mayores a los obtenidos
por Leélu et al. (2011) quienes en muestras de suelo (10 g) experimentalmente
contaminados con ooquistes de Toxoplasma gondii mediante 3 protocolos de extraccion,
utilizando sacarosa como solucion de flotacion en todos los casos y como solucion de
dispersion: agua destilada, Tris-Tween 80 y Hexametafosfato, la eficiencia de la
recuperacion de ooquistes usando los protocolos A, B y C estimados a partir de los
resultados de conteo variaron de acuerdo a la solucion de dispersion utilizada, las mas
altas tasas se lograron con el protocolo C, habiéndose reportado los siguientes resultados:
18% con agua destilada, 15% con Tris-Tween 80 y 9.8% con Hexametafosfato, las
diferencias en los resultados podrian atribuirse a la cantidad de solucion de dispersion
utilizada en la investigacion 20 ml y el uso de tubos de 50 ml de capacidad, siendo
sometida a presiones de centrifugacion a diferencia del material y tiempo de

sedimentacion empleada en el protocolo de diagndstico que utilizamos.

Es preciso indicar que los valores obtenidos en ambas zonas de muestreo difieren,
obteniéndose los mayores porcentajes de recuperacion en muestras contaninadas de zona
himeda en relacién a la zona seca, la zona de muestreo es una variable que estadisticamente
indican tener diferencia (P= < 0.05 Anexo 8) es decir la zona de muestreo influye en el
porcentaje de recuperacion de esporoquistes, esta diferencia posiblemente sea debida a la
mayor cantidad de materia organica en zona himeda. Si se realizaria la comparacion de los
valores obtenidos por zonas de muestreo en pruebas de campo, con contaminacion natural
de esporoquistes eliminados en material fecal de perros infectados con este protozoario, los
resultados posiblemente variarian, por el lapso de sobrevivencia del parasito en el medio
que definitivamente dependen de las condiciones medio ambientales como indica Cordero
del Campillo et al. (1999). Por otra parte, se ha mencionado en las discusiones anteriores que
las caracterizaciones de los suelos influyen en los porcentajes de recuperacion de ooquistes
de otros coccidios, de manera este es un aspecto importante a tener en cuenta al realizar la

evaluacion de los pastizales a evaluar.
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CONCLUSIONES

Primera: Los porcentajes de recuperacion de esporoquistes de Sarcocystis spp en
pastizales contaminados experimentalmente en funcion al tiempo de
almacenamiento de las muestras por 1, 4 y 7 dias fueron de 23.50%, 22.34%
y 21.61% en pastizales de zona himeda y de 21.31%, 20.30% y 19.19% en

pastizales de zona seca.

Segunda: Los porcentajes de recuperacion de esporoquistes de Sarcocystis spp en
pastizales de zona himeda y seca contaminados experimentalmente en
funcidn a la soluciones de dispersién y flotacidn utilizadas fueron de: 26.56%
y 22.68% con agua destilada y sacarosa; 34.02% y 30.13% con Tween 80 y
sacarosa; 12.48% y 12.61% con agua destilada y Sulfato de Zinc; 16.88% y
12.65% con Tween 80 y Sulfato de Zinc respectivamente, obteniéndose los
mayores porcentajes de recuperacion en ambas zonas de muestreo con Tween

80 y sacarosa.
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RECOMENDACIONES

Primera: Siendo el estudio una investigacion experimental de laboratorio, con una
distribucion relativamente homogénea de esporoquistes en suelo y pastizal
natural, se recominenda su aplicacion a escala de campo, con una distribucion

de esporoquistes probablemente méas heterogénea.

Segunda: Dentro del protocolo de diagnoéstico, por lo laborioso del conteo microscopico
de esporoquistes, se recomienda su perfeccionamiento por otras que requieren

de la disponibilidad de otros materiales, reactivos y equipos de laboratorio.

Tercera: En futuras investigaciones en pastizales naturales, seria necesario considerar la
caracterizacion de los suelos, por la repercusion que tiene en los porcentajes de

recuperacion de esporoquistes de Sarcocystis spp.
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ANEXOS
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Anexo 1. Figura porcentaje de recuperacion de esporoquistes de Sarcocystis en pastizales

en funcidn al tiempo de almacenamiento de la muestra.
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Anexo 2. Figura porcentaje de recuperacion de esporoquistes de Sarcocystis spp en
funcion a la solucién de dispersion y flotacion zona hiumeda
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Anexo 3. Figura porcentaje de recuperacion de esporoquistes de Sarcocystis spp en

funcidn a la solucion de dispersion y flotacién zona seca.
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Anexo 4. Porcentaje de recuperacion de esporoquistes de sarcocystis en pastizales de zona

himeda y seca en funcion al tiempo de almacenamiento de las muestras y soluciones

utilizadas.
° Zona Solucion de Tiempo de % recuperacion
dispersion con almacenamiento de esporoquistes
solucién flotacion (dias)

01 Hdmeda 1 1 28.2

02 Hdmeda 1 1 25.4

03 Hldmeda 1 1 27.1

04 Hdmeda 1 1 26.7

05 Humeda 1 4 27

06 Humeda 1 4 26.3

07 Hdmeda 1 4 25

08 Humeda 1 4 24.2

09 Hdmeda 1 7 27.6

10 Humeda 1 7 26.7

11 Hdmeda 1 7 28.3

12 Hdmeda 1 7 26.2

13 Hdmeda 2 1 35.7

14 Hdmeda 2 1 32.8

15 Hdmeda 2 1 37.5

16 Hdmeda 2 1 35

17 Humeda 2 4 35.6

18 Humeda 2 4 32.8

19 Humeda 2 4 34.7
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20 Hldmeda 2 4 30.9
21 Hldmeda 2 7 33.2
22  Hldmeda 2 7 34.5
23 Humeda 2 7 35

24 Hlmeda 2 7 30.5
25 Humeda 3 1 15.8
26  Humeda 3 1 13.2
27 Hldmeda 3 1 15.7
28 Humeda 3 1 10.2
29 Hlmeda 3 4 12.9
30 Hdmeda 3 4 13.2
31 Hdmeda 3 4 15.3
32 Hdmeda 3 4 10.8
33  Humeda 3 7 9.4
34  Hldmeda 3 7 12.5
35 Hulmeda 3 7 10.6
36 Hlimeda 3 7 10.2
37 Hldmeda 4 1 18.8
38 Humeda 4 1 18

39 Hldmeda 4 1 15.9
40 Humeda 4 1 20

41  Hlmeda 4 4 15.9
42  Humeda 4 4 16.4
43  Humeda 4 4 18.6
44 Humeda 4 4 17.9
45  Humeda 4 7 13.9
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46  Humeda 4 7 15.9
47  Hlmeda 4 7 151
48 Humeda 4 7 16.2
49 Seca 1 1 30.2
50 Seca 1 1 23.1
51 Seca 1 1 21.3
52 Seca 1 1 19.2
53 Seca 1 4 28.6
54 Seca 1 4 25.4
55 Seca 1 4 20.1
56 Seca 1 4 20.6
57 Seca 1 7 20

58 Seca 1 7 22

59 Seca 1 7 21.7
60 Seca 1 7 20

61 Seca 2 1 32.2
62 Seca 2 1 35.6
63 Seca 2 1 29.8
64 Seca 2 1 25

65 Seca 2 4 32.2
66 Seca 2 4 30.7
67 Seca 2 4 29.2
68 Seca 2 4 25.2
69 Seca 2 7 32.5
70 Seca 2 7 31

71 Seca 2 7 28

o1

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

g Repositorio Institucional

72 Seca 2 7 30.1
73 Seca 3 1 19.8
74 Seca 3 1 15
75 Seca 3 1 10.2
76 Seca 3 1 9.7
77 Seca 3 4 12.6
78 Seca 3 4 14.3
79 Seca 3 4 11
80 Seca 3 4 13.2
81 Seca 3 7 10.5
82 Seca 3 7 12
83 Seca 3 7 9.6
84 Seca 3 7 13.4
85 Seca 4 1 20.3
86 Seca 4 1 154
87 Seca 4 1 16.2
88 Seca 4 1 18
89 Seca 4 4 15.2
90 Seca 4 4 17
91 Seca 4 4 15.2
92 Seca 4 4 14.3
93 Seca 4 7 12
94 Seca 4 7 14.9
95 Seca 4 7 15
96 Seca 4 7 14.3
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Leyenda:

N : NUmero de muestra.

Zona : Pastura de Zona Humeda (Bofedal)
Pastura de Zona Seca.

Tiempo: Almacenamiento muestra (1, 4y 7 dias)

Solucidn de dispersion con solucién de Flotacion.

1: Agua destilada y sacarosa.

2: Tween 80 y sacarosa.

3: Agua destilada y sulfato de Zinc.

4: Tween 80 y Sulfato de Zinc.
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Anexo 5. Porcentaje de recuperacion de esporoquistes de zona seca en funcion al tiempo

de almacenamiento de la muestra y soluciones utilizadas

.Zona Seca
Sol. De flotacion  Sacarosa + Sacarosa + Sulfato de Sulfato de
+ Sol. de Agua Tween 80 Zinc + Agua  Zinc + Tween
dispersion destilada Destilada 80
Tiempo de

almacenamiento g, \n muestras  Sub muestras Sub muestras  Sub muestras

Muestra

30.2 32.2 19.8 20.3
23.1 35.6 15.0 15.4

1 DIA 21.3 29.8 10.2 16.2
19.2 25.0 9.7 18.0
X =235 X =307 X =137 X =175
28.6 32.2 12.6 15.2
25.4 30.7 14.3 17.0

4 DIAS 20.1 29.2 11.0 15.2
20.6 25.2 13.2 14.3
X =237 X =293 X =128 X =154
20.0 325 10.5 12.0
22.0 31.0 12.0 14.9

7 DIAS 21.7 28.0 9.6 15.0
20.0 30.1 13.4 14.3
X =20.9 X =304 X =114 X =141
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Anexo 6. Porcentaje de recuperacion de esporoquistes de zona humeda en funcion al

tiempo de almacenamiento de la muestra y soluciones utilizadas.

Zona Seca
Sol. De flotacion  Sacarosa + Sacarosa + Sulfato de Sulfato de
+ Sol. de Agua Tween 80 Zinc + Agua  Zinc + Tween
dispersion destilada Destilada 80
Tiempo de

almacenamiento g, \n muestras  Sub muestras Sub muestras  Sub muestras

Muestra

28.2 35.7 15.8 18.8
25.4 32.8 13.2 18.0

1 DIA 27.1 375 15.7 15.9
26.7 35.0 10.2 20.0
X =268 X =353 X =137 X =182
27.0 35.6 12.9 15.9
26.3 32.8 13.2 16.4

4 DIAS 25.0 34.7 15.3 18.6
24.2 30.9 10.8 17.9
X =256 X =335 X =131 X =172
27.6 33.2 9.4 13.9
26.7 345 12.5 15.9

7 DIAS 28.3 35.0 10.6 15.1
26.2 30.5 10.2 16.2
X =272 X =333 X =107 X =153
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Anexo 7. Porcentaje de recuperacion de esporoquistes de pastizales en funcion a la

solucion de flotacion y dispersion.

Zona Humeda Seca
Concentracion 103 103
Esporoquistes/Muestra
Sol. De flotacion + Sol. De NUmero Promedio % NuUmerode Promedio %
dispersion. de Recuperacion  Muestras  Recuperacion
Muestras
Sacarosa + Agua Destilada 12 26.5 12 22.7
Sacarosa + Tween 80 12 34.0 12 30.1
Sulfato de Zinc + Agua 12 12.5 12 12.6
Destilada
Sulfato de Zinc + Tween 80 12 16.9 12 15.6
TOTAL 48 48
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Anexo 8. Porcentaje de recuperacion de esporoquistes en pastizales en funcion a la
solucion de dispersion y tiempo de conservacion de muestras, cuando se utiliza el método

de flotacion con sacarosa.

Zona Humeda Seca

Concentraci
on 103 103
Esporoquist
es por

Muestra

Sol. De N° dias N°de Promed N° dias de N°de Promed

Dispersion  almacenamie Muestr 0%  almacenamie Muestr 0%

nto muestra as Recup. nto muestra as Recup.

Agua 1 4 26.8 1 4 235
Destilada 4 4 256 4 4 237
7 4 27.2 7 4 20.9

1 4 35.3 1 4 30.7

Tween 80 4 4 335 4 4 29.3
7 4 33.3 7 4 31.4
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Anexo 9. Porcentaje de recuperacion de esporoquistes en pastizales en funcién a la
solucién de dispersion y tiempo de conservacién de muestras, cuando se utiliza el método
de flotacion con sulfato de zinc.

Zona Humeda Seca
Concentra
cion 10° 10°
Esporoquis
tes por
Muestra
Sol. De N° dias N°de Promedio N° dias N°de Promedio
Dispersion  almacenami  Muestr % almacenami  Muestr %
ento as Recuperac ento as Recuperac
muestra ion muestra ion
Agua 1 4 13.7 1 4 13.7
Destilada 4 4 13.1 4 4 12.8
7 4 10.7 7 4 11.5
1 4 18.2 1 4 17.57
Tween 80 4 4 17.2 4 4 15.4
7 4 15.3 7 4 14.1

Anexo 10. Medidas de resumen, porcentaje de recuperacion de esporoquistes segun

zona.
Zona n Promedio D.E. C.V. Min Max
Humeda 48 22,49 8,66 38,52 9,40 37,50
Seca 48 20,27 7,40 36,54 9,60 35,60
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n: Numero de muestras, D.E.: Desviacion estandar, C.V.: Coeficiente de variacién, Min:

Minimo, Max: Maximo.

Anexo 11. Medidas de resumen, porcentaje de recuperacion de esporoquistes segun

solucion
Solucion n Promedio D.E. C.V. Min Max
1 24 24,62 3,28 13,31 19,20 30,20
2 24 32,07 3,22 10,03 25,00 37,50
3 24 12,55 2,54 20,28 9,40 19,80
4 24 16,27 1,99 12,24 12,00 20,30

n: Numero de muestras, D.E.: Desviacion estandar, C.V.: Coeficiente de variacion, Min:

Minimo, Max: Maximo.

Anexo 12. Medidas de resumen, porcentaje de recuperacion de esporoquistes segun

tiempo
Tiempo n Promedio D.E. C.V. Min Max
1 32 22,41 8,12 36,25 9,70 37,50
4 32 21,32 7,70 36,11 10,80 35,60
7 32 20,40 8,56 41,98 9,40 35,00

n: Numero de muestras, D.E.: Desviacion estandar, C.V.: Coeficiente de variacion, Min:

Minimo, Max: Maximo.

Anexo 13. Efecto de la zona sobre el porcentaje de recuperacion de esporoquistes.

Zona Porcentaje de recuperacion de esporoquistes  CV, %
Seca 20,272 36,54
Hmeda 22,49 38,54
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Probabilidad 0,001

Medias con letras diferentes son estadisticamente diferentes (p<0,05)

Anexo 14. Efecto de la solucion utilizada sobre el porcentaje de recuperacién de
esporoquistes.

Solucion  Porcentaje de recuperacion de esporoquistes  CV, %

1 24,62° 13,31

2 32,07¢ 10,03

3 12,55% 20,28

4 16,27° 12,24
Probabilidad 0,001

Medias con letras diferentes son estadisticamente diferentes
(p<0,05)

Anexo 15. Efecto del tiempo en dias sobre el porcentaje de recuperacion de esporoquistes.

Tiempo Porcentaje de recuperacion de CV, %
esporoquistes
1 22,41 36,25
4 21,32 36,11
7 20,402 41,98
Probabilidad 0,004

Medias con letras diferentes son estadisticamente diferentes
(p<0,05)
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Anexo 16. Efecto de la zona y solucion utilizada sobre el porcentaje de recuperacion de
esporoquistes

Zona Solucién Porcentaje de recuperacion de Cv,
esporoquistes %
1 22,68° 15,73
2 30,13¢ 10,07
Seca
3 12,612 22,94
4 12,65° 13,30
1 26,561 4,66
2 34,02 6,00
Humeda
3 12,482 18,20
4 16,88" 10,46
Probabilidad 0,006

Medias con letras diferentes son estadisticamente diferentes (p<0,05)

Anexo 17. Efecto de la zona y tiempo sobre el porcentaje de recuperacion de
esporoquistes

Zona Tiempo Porcentaje de recuperacion de CV,
esporoquistes %
1 21,31 15,73
Seca 2 20,30 10,07
3 19,19 22,94
1 23,50 4,66
Humeda 2 22,34 6,00
3 21,61 18,20
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Probabilidad 0,996

Medias con letras diferentes son estadisticamente diferentes (p<0,05)

anexo 18. Corazon de alpaca para evaluacion microscopica.
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Anexo 19. Sarcocystis lamacanis en tejido cardiaco de alpaca.
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Anexo 20. Bradizoitos de Sarcocystis lamacanis
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Anexo 21. Esporoquistes de Sarcocystis lamacanis en material fecal de cachorro
infectado.

Anexo 22. Tejido muscular estriado de alpaca con quistes macroscépicos (Sarcocystis
aucheniae)

Anexo 23. Infeccidn de cachorro con quistes macroscopicos de Sarcocystis
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Anexo 24. Infeccidn de cachorro con macroquistes de Sarcocystis

Anexo 25. Cuantificacion de esporoquistes por el método de Mac Master

65

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
|



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO
Repositorio Institucional

Anexo 26. Reactivos utilizados para métodos de diagndstico.

Anexo 27. Muestras en proceso de sedimentacion.
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Anexo 28. Flotacidon de muestras con solucién de sacarosa

Anexo 29. Flotacion de muestras con solucion de sacarosa y sulfato de zinc.

67

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
|



L f”,

st 1oy UNIVERSIDAD

= NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO
Repositorio Institucional

Anexo 30. Ooquistes de Sarcocystis spp de muestras de pastizal con método de
flotacion (Sacarosa y Tween 80).

Anexo 31. Esporoquistes de Sarcocystis spp de pastizal con método de flotacion
(Sacarosa y Tween 80).
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