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RESUMEN

En la actualidad la fasciolosis presenta una prevalencia variable conforme a la region
geografica, la estacion del afio y las condiciones ambientales. El diagndstico serologico
de la fasciolosis depende de la eficiencia de los antigenos empleados en las pruebas de
deteccion ya que en muchos casos se detecta la enfermedad cuando ya ha ocasionado
afectaciones cronicas al paciente. El propoésito fue determinar la eficiencia de antigenos
de Fasciola hepatica provenientes de ganado vacuno, ovino y alpacas, con fines
diagnosticos. La metodologia estuvo dentro del enfoque cuantitativo, donde se tomd
muestras de 20 individuos por cada tipo: ganado vacuno, ovino y alpacas. Para resultados,
el diagnostico ELISA mostrd un desempefio variable seglin la especie, mejor en ovinos y
mayores limitaciones en vacunos y alpacas. En ovinos, ELISA fue altamente confiable,
en vacunos y alpacas se observaron falsos positivos y negativos, lo que resalta el
requerimiento de optimizar sus parametros para optimizar la precision diagnostica. La
sensibilidad y especificidad resultante segun los datos obtenidos en la prueba ELISA
fueron mas altas en ovinos (90% y 100%), seguidas de vacunos (80% y 90%) y alpacas
(90% y 80%). La prueba Tukey recomienda utilizar la prueba ELISA como método
diagnostico principal usando antigenos de ganado ovinos, la cual presenta mayor
precision en la deteccion del parasito. Se concluye que los antigenos con mayor eficiencia
son provenientes de ovinos, moderada en vacunos y menor eficiencia en alpacas, por lo
que se recomienda la utilidad de los antigenos de ovino en diagnostico seroldgico

oportuno para fasciolosis.

Palabras clave: Alpacas, Fasciola hepatica, ganado ovino, ganado vacuno,

prueba ELISA.
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ABSTRACT

Currently, fasciolosis has a variable prevalence depending on the geographic
region, season, and environmental conditions. Serological diagnosis of fasciolosis
depends on the effectiveness of the antigens used in detection tests, since in many cases,
the disease is detected only after it has already caused chronic disease in the patient. The
objective was to determine effectiveness of Fasciola hepatica antigens from cattle, sheep,
and alpacas for diagnostic purposes. The research methodology was quantitative, with
samples taken from 20 individuals of each species: cattle, sheep, and alpacas. The ELISA
diagnostic test showed variable performance depending on the species, with better
performance in sheep and greater limitations in cattle and alpacas. In sheep, ELISA was
highly reliable; false positives and negatives were observed in cattle and alpacas,
highlighting the need to optimize its parameters to improve diagnostic accuracy. The
resulting sensitivity and specificity based on the data obtained in the ELISA test were
highest in sheep (90% and 100%), followed by cattle (80% and 90%) and alpacas (90%
and 80%). The Tukey test recommends using the ELISA test as the primary diagnostic
method using sheep antigens, which has greater accuracy in detecting the parasite. It is
concluded that the antigens with the highest efficiency are from sheep, moderate
efficiency in cattle, and lower efficiency in alpacas. Therefore, the usefulness of sheep

antigens in the timely serological diagnosis of fasciolosis is recommended.

Keywords: Alpacas, cattle, ELISA test, Fasciola hepdtica, sheep
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INTRODUCCION

La fasciolosis es una enfermedad parasitaria de gran impacto en la salud animal y
en la productividad ganadera, especialmente en regiones donde la cria de vacunos, ovinos
y alpacas es una actividad econdmica fundamental. Fasciola hepdtica, el agente causal,
afecta el higado de los animales, generando pérdidas econdmicas por merma en la
produccion de carne, leche y fibra, asimismo del costo de tratamientos y medidas de
control. En la provincia de Melgar, Puno, donde la ganaderia es un pilar economico, la
deteccion temprana de la enfermedad es esencial para mitigar sus efectos. En este
contexto, la eficiencia de los antigenos utilizados en pruebas diagnosticas como ELISA
juega un papel clave en la identificacion de animales infectados y en la implementacion

de estrategias de control efectivas.

El diagnostico serologico de la fasciolosis depende de la calidad y eficiencia de
los antigenos empleados en las pruebas de deteccion. Estudios previos han demostrado
que la sensibilidad y especificidad de los antigenos pueden variar segin la especie de la
que se obtienen, lo que influye directamente en la precision de los resultados. Los
antigenos excretores-secretores de Fasciola hepadtica son ampliamente utilizados en el
diagnostico, pero su rendimiento puede diferir en vacunos, ovinos y alpacas debido a
factores como la respuesta inmunoldgica de cada hospedador y la cantidad de antigenos
disponibles en circulacion. Por ello, es fundamental evaluar qué antigenos ofrecen mayor
precision diagnoéstica en cada especie, garantizando resultados confiables en zonas

endémicas como Melgar.

Como problema de investigacion se planted: ;Cudl de los antigenos provenientes
de ganado vacuno, ovino y alpacas, es el més eficiente para el diagndstico de Fasciola
hepatica?, donde se detalld6 como proposito determinar la eficiencia de antigenos de
Fasciola hepatica obtenidos de vacunos, ovinos y alpacas en la provincia de Melgar,
Puno, con fines diagnosticos mediante la técnica ELISA. Para ello se cuantifico los
antigenos excrecion - secrecion disponibles en cada especie por espectrofotometria
utilizando el método de Lowry”, para luego evaluar su desempefio en la prueba seroldgica
y analizar su eficiencia en términos de sensibilidad, especificidad y valor predictivo. Los
resultados permitiran optimizar las herramientas diagnosticas utilizadas en la region,

mejorando la deteccion de la fasciolosis y contribuyendo a la salud animal y la

3
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sostenibilidad del sector ganadero en Puno, como al desarrollo de métodos diagndsticos

que contribuyan a la identificacion oportuna de la enfermedad.

Para ello, se estructurd en 4 capitulos, donde el capitulo I se desarrollan el marco
teorico y los antecedentes. En el capitulo II se desarrollan el problema, objetivos e
hipotesis. En el capitulo III se plantea el lugar de anélisis, método general y por objetivos,
ademas de la poblacion y muestra. En el capitulo IV se plantean los resultados, y la

discusion. Finalmente se sigue con las conclusiones y recomendaciones del estudio.

4
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CAPITULO I
REVISION DE LITERATURA
1.1 Marco tedrico
1.1.1 Fasciolosis

La fasciolosis hepdatica es una enfermedad parasitaria generada por
trematodos del género Fasciola, principalmente Fasciola hepdtica y, en menor
medida, Fasciola gigantica. Estos parasitos afectan principalmente al higado de
mamiferos herbivoros, como bovinos y ovinos, pero también pueden infestar a los
seres humanos, provocando una zoonosis de relevancia en salud publica. La
infeccidon ocurre por ingesta de vegetacion o agua contaminada con metacercarias
del parésito, que posteriormente migran al higado, causando dafio tisular y

diversas manifestaciones clinicas (Lan et al., 2024).

Desde el punto de vista bioldgico, la Fasciola hepdtica presenta un ciclo
de vida complejo que involucra hospederos intermediarios, como caracoles
acuaticos de género Lymnaea. Tras su desarrollo en el caracol, las larvas del
parasito emergen y se enquistan en la vegetacion circundante en forma de
metacercarias, las cuales son altamente infectivas. Una vez ingeridas, estas larvas
atraviesan el intestino del hospedador definitivo, penetran la pared intestinal y
migran a través de la cavidad peritoneal hasta llegar al higado, donde completan

su maduracion (Siles-Lucas et al., 2021).

La importancia de la fasciolosis hepatica radica en su impacto tanto en la
salud animal como humana. En la ganaderia, esta enfermedad genera grandes
pérdidas a nivel econdémico dado a la reduccién en la produccion lactea,
disminucion de peso y condena de higados en mataderos. En humanos, su impacto
se refleja en manifestaciones clinicas que pueden variar desde sintomas leves
hasta cuadros graves con compromiso hepatico significativo, lo que subraya el
requerimiento de implementar estrategias efectivas de control y prevencion

(Regasa y Seboka, 2021).

5
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1.1.2 Antigenos de Fasciola hepdtica

Son componentes proteicos del pardsito que el sistema inmunitario de los
animales (y humanos) reconoce y contra los cuales produce anticuerpos. Estos

antigenos se utilizan en pruebas seroldgicas para diagndstico de la fascioliasis.

o Antigenos de Fasciola hepatica utilizados en diagnoéstico:
o Antigenos de excrecion-secrecion (Fh ES): Son antigenos metabdlicos que

Fasciola hepatica libera al medio, y son muy importantes para el diagndstico

seroldgico.

o Antigenos somaticos: Son antigenos que se encuentran en la superficie del
parasito.

o Antigenos recombinantes: Son antigenos producidos en laboratorio

mediante ingenieria genética, que son mdas puros y pueden mejorar la
precision de las pruebas de diagndstico.
. Coproantigenos: Son antigenos detectados en las heces, apropiados para

diagnostico durante la etapa patente de infeccion.

1.1.3 Caracteristicas y utilidad de los antigenos en el diagnostico

Los antigenos de excrecion-secrecion (Fh ES) se consideran potentes
inductores de respuesta inmune humoral y se utilizan en pruebas ELISA para el

diagnéstico (Dong et al., 2022).

Por su parte los antigenos recombinantes pueden ser mas especificos y
sensibles para el diagnoéstico, y se estan utilizando para mejorar la precision de
pruebas serologicas, los coproantigenos son apropiados para diagndstico de la
fascioliasis en etapa patente de la infeccion, cuando el pardsito estd eliminando
huevos en las heces y las pruebas de diagndstico basadas en antigenos - ELISA
(Ensayos Inmunoenzimaticos) son pruebas seroldgicas que permiten deteccion de
anticuerpos contra los antigenos de Fasciola hepdtica en muestras de suero,

plasma o leche.
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La prueba western blot se considera una técnica que permite identificar
bandas proteicas especificas de Fasciola hepdtica en muestras bioldgicas (Dong

et al., 2022).
1.1.4 Caracteristicas epidemioldgicas

La fasciolosis hepatica es una enfermedad de distribucion global, con
mayor prevalencia en regiones himedas y templadas, donde existen condiciones
Optimas para la supervivencia del hospedero intermediario. Se ha documentado
en América Latina, Europa, Africa y Asia, con focos endémicos en paises como
Bolivia, Pert y Egipto. La presencia del parasito en una region depende de
factores ambientales como la disponibilidad de cuerpos de agua y la presencia de
caracoles acuaticos, que permiten el desarrollo del ciclo de vida del parésito (Dong

et al., 2022).

La transmision de la fasciolosis estd estrechamente vinculada a hébitos
alimentarios y practicas de higiene. La ingesta de vegetales crudos contaminados
con metacercarias, como el berro y otras plantas acudticas, representa la principal
via de infeccion en humanos. En los animales, la contaminacion del agua y el
pasto con larvas infectivas facilita la propagacion de la enfermedad en rebafios

ganaderos, contribuyendo a la persistencia de la infeccion en el ecosistema.

El clima y las estaciones del afio desarrollan un rol primordial en la
epidemiologia de la enfermedad. La alta humedad y las temperaturas moderadas
favorecen la proliferacion de los caracoles intermediarios, lo que incrementa la
diseminacion del parasito. En contraste, en regiones 4ridas o con inviernos
severos, la prevalencia tiende a ser menor debido a la menor supervivencia del
hospedero intermediario y la merma de la actividad de las larvas (Oehm et al.,

2023).

El control epidemioldgico de fasciolosis hepatica requiere enfoque integral
que incluya el monitoreo de hospederos intermediarios, la aplicacion de
tratamientos antihelminticos en animales infectados y la educacion sanitaria de las
comunidades en riesgo. Estrategias como el drenaje de zonas pantanosas, el uso
de molusquicidas y la implementacion de buenas practicas ganaderas han sefialado

poseer efectividad en la merma de prevalencia de la enfermedad.
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1.1.5 Fases de la enfermedad

La fasciolosis hepatica se divide en tres fases clinicas principales: fase
aguda, fase latente y fase cronica. La fase aguda ocurre cuando las larvas migran
desde el intestino hacia el higado, causando dafio hepatico severo y reacciones
inflamatorias intensas. Esta fase puede poseer una duracion de varias semanas y
se particulariza por sintomas como fiebre, dolor abdominal en el hipocondrio

derecho y hepatomegalia (Shoulah et al., 2024).

En la fase latente, los parasitos se alojan en conductos biliares, en el cual
se desarrollan hasta conseguir la madurez. Durante este periodo, que puede durar
meses, el paciente puede permanecer asintomatico o presentar sintomas leves
inespecificos. La respuesta inmunitaria del huésped desarrolla un rol primordial

en contencion del parasito en esta etapa.

La fase cronica se manifiesta cuando los parasitos adultos provocan
inflamacién crénica y obstruccion de los conductos biliares. Esto puede derivar
en colangitis, cirrosis y otras complicaciones hepatobiliares. En animales, la fase

se vincula con la merma de peso, debilidad y disminucion de la productividad.
1.1.6 Manifestaciones clinicas

Manifestaciones a nivel clinico de fasciolosis hepatica poseen dependencia
de carga parasitaria y respuesta inmunolédgica del huésped. En la fase aguda, los
sintomas incluyen fiebre, dolor abdominal, hepatomegalia y eosinofilia marcada.
En casos severos, pueden presentarse reacciones alérgicas e incluso cuadros de

hepatitis aguda (Mahdee et al., 2022).

En la fase cronica, los sintomas predominantes incluyen dolor abdominal
recurrente, ictericia leve, fatiga y trastornos digestivos. En animales, la
enfermedad puede manifestarse con pérdida de peso, letargo y merma en
generacion de leche o carne, lo que impacta negativamente en la industria

ganadera (Mahdee et al., 2022)
1.1.7 Prevalencia

La fasciolosis hepatica presenta una prevalencia variable conforme la

region geografica, estacion del aflo y circunstancias ambientales. En paises con
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climas humedos y templados, donde la presencia de caracoles hospedadores es
alta, la prevalencia en animales de produccién puede superar el 50%, lo que
simboliza una problematica de salud publica y veterinaria significativo (Lan et al.,

2024).

El monitoreo constante de prevalencia de este padecimiento es
fundamental para la implementacion de estrategias de control efectivas.
Programas de vigilancia epidemiologica, combinados con el tratamiento periodico
de animales infectados y la educacion de las comunidades en riesgo, han senalado

ser eficaces en merma de transmision del parasito (Opio et al., 2021).
1.1.8 Respuesta inmunitaria por parte del huésped

El sistema inmunologico del huésped responde a infeccion por Fasciola
hepatica mediante mecanismos innatos y adaptativos. En la fase aguda, la
presencia de larvas en el higado desencadena una respuesta inflamatoria mediada
por células inmunes, como macrdéfagos y eosinofilos, que intentan contener la

infeccion (Costa et al., 2024).

En la fase cronica, el pardsito desarrolla mecanismos de evasion
inmunologica, como la secrecion de proteinas inmunomoduladoras que reducen
la eficacia de la respuesta del huésped. Esto permite su permanencia en los
conductos biliares y facilita su reproduccion. A pesar de ello, algunos pacientes
generan una respuesta inmune efectiva que limita la infeccion y previene la

progresion de la enfermedad.

El estudio de la respuesta inmunitaria en la fasciolosis ha permitido el
desarrollo de estrategias de vacunacion en animales, aunque su aplicacion a gran
escala aun estd en investigacion. En humanos, la modulacién de la respuesta

inmune podria ser clave en la busqueda de nuevas terapias (Costa et al., 2024).
1.1.9 Patogénesis

La patogénesis de la fasciolosis hepatica estda determinada por el dafio
tisular causado por la migracion y actividad del parasito. En la fase inicial, las
larvas penetran la pared intestinal y atraviesan la cavidad peritoneal, provocando

inflamacion y lesion en los tejidos circundantes.
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Una vez en el higado, los pardsitos inmaduros excavan galerias en el
parénquima hepatico, causando necrosis e inflamacion. La respuesta inmune del
huésped genera la formacion de granulomas y fibrosis, lo que puede comprometer
la funcion hepética. En la etapa cronica, los adultos en conductos biliares inducen
hiperplasia de las células epiteliales y engrosamiento de las paredes biliares, lo

que puede derivar en colangitis o incluso obstruccion.

El grado de dafio hepatico depende de la carga parasitaria y la respuesta
inmunologica del huésped. En casos severos, la enfermedad puede llevar a
insuficiencia hepdtica o predisponer a infecciones bacterianas secundarias (Flores

etal., 2023).
1.1.10 Cuantificacion de Antigenos
A. Método de Lowry

El ensayo de proteinas de Lowry es un método bioquimico
utilizado para cuantificar la concentracion de la totalidad de proteinas en
una solucion. Esta determinacion se realiza mediante un cambio de color
que ocurre en la muestra, el cual se mide a través de técnicas
colorimétricas. El procedimiento lleva el nombre de su creador, el

bioquimico Oliver H. Lowry, quien desarroll6 este reactivo en la década
de 1940.

B. Fundamento:

El método efecttia la combinacion de la reaccion de los iones
cupricos con los enlaces peptidicos en medio alcalino (conocida como la
prueba del Biuret) con la oxidacion de los residuos aromaticos presentes
en las proteinas. El ensayo de Lowry es especialmente util para medir
concentraciones proteicas en el rango de 0.01 a 1.0 mg/mL. Se fundamenta
en la formacioén de Cu* durante la oxidacion de enlaces peptidicos, que
posteriormente reacciona con el reactivo de Folin-Ciocalteu, compuesto
por una mixtura de &cido fosfotungstico y 4cido fosfomolibdico

(Hashimoto et al., 2005).
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Este método se basa en la combinaciéon de 2 complementarias

reacciones:

o Reaccion del Biuret: especifica para los grupos aminopeptidicos, los
cuales forman complejos de color violeta al unirse con iones Cu(II)
en medio alcalino mediante enlaces de coordinacion.

o Reactivo de Folin-Ciocalteu: actia sobre grupos -OH reductores vy,
en presencia de los complejos formados en la reaccion del Biuret,
reduce el reactivo de Folin, generando un color azul oscuro. El
reactivo de Folin reducido detalla un pico de absorcién méaximo a
750 nm, y la intensidad de esta absorcion es proporcional
directamente a la cantidad de proteinas presentes en la muestra

(Hashimoto et al., 2005).

1.1.11 Densidad Optica

La densidad optica (DO) es una medida logaritmica de la cuantia de luz
absorbida por una sustancia, y se utiliza en espectrofotometria para determinar
concentracion de una sustancia en una solucion o muestra. El espectrofotometro
es un instrumento que se utiliza para medicion de la densidad oOptica al irradiar
una muestra con luz y medir la cuantia de luz que pasa por medio de ella. En este
caso mide la transmitancia de una muestra a diferentes longitudes de onda de luz.
A través de una fuente de luz, una muestra y un detector, el espectrofotometro

proporciona datos que permiten calcular la densidad optica (Abril et al., 1984).

Debido a que la densidad optica (DO) es medicién de cantidad de luz
absorbida por una muestra, es un método comun para detectar y cuantificar
proteinas en espectrofotometria. En este contexto, la espectrofotometria utiliza la
luz ultravioleta (UV) y la luz visible para analizar la interaccion de la luz con las

proteinas, permitiendo determinar su concentracion.

El proceso de deteccion y cuantificacion de proteinas con

espectrofotometria se basa en la siguiente logica:
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A. Absorcion de luz por las proteinas:

Las proteinas, especialmente en la region UV, poseen capacidad de

absorber luz a longitudes de onda especificas (Abril et al., 1984).
B. Medicion de la absorbancia

La absorbancia, que es directamente proporcional a Ila

concentracion de la proteina, se mide usando un espectrofotometro.
C. Calibracion y calculo

Se puede utilizar la absorbancia medida para determinar la
concentracion de la proteina, a menudo utilizando una curva estandar o el

coeficiente de extincion especifico de la proteina.

Aplicacion de la densidad dptica en la deteccion de proteinas en

esta investigacion:
1.1.12 Cuantificacion de proteinas

Se utiliz6 para determinar concentracion de proteinas en ejemplares
bioldgicos, como soluciones de proteinas purificadas o extractos celulares.
Permitiendo identificar y cuantificar presencia de proteinas de Fasciola hepatica
provenientes de ganado vacuno, ovino y alpacas. Permitiendo evaluar su

concentracion en cada tipo de muestra (Abril et al., 1984).
1.1.13 Antigeno y diagndstico

El diagnostico de la fasciolosis hepatica se fundamenta en deteccion de
antigenos parasitarios y la visualiza de huevos en las heces. Sin embargo, durante
la fase aguda, el diagnostico coprolégico no es confiable, ya que pardsitos atin no

han obtenido la madurez y no generan huevos (Nur et al., 2023).

M¢étodos serologicos, como deteccion de anticuerpos especificos por
medio de ELISA o Western Blot, han demostrado alta sensibilidad y especificidad
en la inicial etapa de infeccion. Ademas, pruebas de imagen como la ecografia
hepatica pueden revelar lesiones sugestivas de fasciolosis, especialmente en

infecciones cronicas (Saadh et al., 2021).
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En animales, el diagnéstico se complementa con pruebas post-mortem que
permiten identificar lesiones caracteristicas en el higado y manifestacion de
parésitos adultos en conductos biliares. La combinacion de técnicas serologicas y
coprologicas es fundamental para un diagnostico preciso y la implementacion de

estrategias de control adecuadas (Rufino et al., 2024).
1.1.14 Sensibilidad y especificidad

La sensibilidad se define como la proporcion de personas con la
enfermedad que son correctamente identificadas por la prueba diagnostica (ver
Tabla I). En otras palabras, indica cuantos verdaderos positivos detecta el test entre
todos los individuos que realmente presentan la enfermedad, seglin el estandar de
referencia. Mientras que la especificidad es la proporcion de personas sanas que
son correctamente reconocidas como tales por la prueba. Es decir, representa la
cantidad de verdaderos negativos identificados entre todos los individuos sin la
enfermedad, de acuerdo con el estandar de referencia. En términos matematicos,
la especificidad se calcula dividiendo los verdaderos negativos entre la suma de

verdaderos negativos y falsos positivos (Bravo-Grau y Cruz, 2015).

Ambos indicadores son caracteristicas propias de la prueba diagnostica vy,
en general, no dependen de la prevalencia de la enfermedad. Sin embargo, como
se deduce de sus definiciones, sensibilidad y especificidad estan orientadas desde
la perspectiva del rendimiento del test, mas que desde la logica clinica de toma de
decisiones. Por lo tanto, su aplicabilidad directa en casos individuales puede ser
limitada. La relevancia de estos parametros dependerd en gran medida del

contexto especifico en el que se utilicen.

La sensibilidad y la especificidad son indicadores clave de la precision
diagnostica de una prueba, sin embargo, no permiten determinar la probabilidad
de enfermedad en un individuo especifico. En cambio, los valores predictivos
positivo (VPP) asimismo negativo (VPN) ofrecen una estimacion de dicha
probabilidad. Es decir, permiten conocer cuan probable es que el resultado del test

sea correcto, ya sea positivo o negativo.

El Valor Predictivo Positivo se refiere a la probabilidad de que una persona

realmente esté enferma cuando la prueba arroja un resultado positivo; en otras
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palabras, indica el porcentaje de individuos con positivo resultado que

efectivamente presentan la enfermedad (Bravo-Grau & Cruz, 2015).

El Valor Predictivo Negativo, por su parte, representa la posibilidad de que
un individuo no tenga la enfermedad cuando la prueba resulta negativa. Dicho de
otro modo, sefala la certeza de que una persona estd libre de la condicion
analizada si el test es negativo, y es equivalente al complemento de la probabilidad

post-test de estar enfermo tras un resultado negativo.
1.1.15 Eficiencia de antigenos de Fasciola hepdtica

La eficiencia de antigenos de Fasciola hepatica para el diagnostico
serologico de la fasciolosis es alta, mostrando una sensibilidad y especificidad
cercanas al 100% en algunas pruebas como ELISA y Fh rFtn-1. Sin embargo, la

eficiencia puede variar dependiendo de la técnica utilizada y del tipo de antigeno.

Las pruebas ELISA utilizando antigenos de Fasciola hepatica, como el
antigeno excretor-secretor (ES), han demostrado alta sensibilidad y especificidad
en humanos, ovinos y bovinos. Algunas pruebas, como la evaluada en un estudio
publicado en Scielo Salud Publica, mostraron sensibilidad de 97% y especificidad

de 96,6% (Siles et al., 2021).

Antigeno Recombinante Fh rFtn-1 por su parte ha demostrado
especificidad y sensibilidad cercanas al 100% en grupos humanos. La eficiencia
diagnostica también puede ser alta con otros antigenos, como la fraccion
semipurificada de Fasciola hepatica, aunque con menor sensibilidad que los

antigenos mas purificados.

La eficiencia puede variar teniendo dependencia de la etapa de la infeccion

(infecciones prepatentes) y de la poblacion analizada (Siles et al., 2021).

Pruebas Répidas: Las pruebas rapidas, como Fasciorap, han demostrado
una concordancia sustancial con las pruebas de Western blot, lo que sugiere su

utilidad para el diagnostico de fasciolosis.

Interpretar Resultados: Es importante interpretar los hallazgos de pruebas
seroldgicas en contexto, considerando prevalencia de la enfermedad en la region

y la posible reacciéon cruzada con otras infecciones (Siles et al., 2021).
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1.2 Antecedentes
1.2.1 Internacionales

Alzamora-Gonzales etal. (2016) desarrollaron un kit ELISA tipo
sandwich para deteccion de antigenos de excrecion-secrecion de Fasciola
hepatica, el cual alcanz6 un limite de deteccion de 100 ng/mL. Para ello, se utilizd
una Optima concentracion de anticuerpo de captura (anticuerpos policlonales de
raton) de 10 pg/mL y de anticuerpo detector (anticuerpos policlonales de conejo)
de 5 pg/mL, junto con una diluciéon adecuada del conjugado (anticuerpo
monoclonal anti-inmunoglobulinas de conejo unido a peroxidasa) de 1:1000. El
kit mostré una sensibilidad de 100%, una especificidad de 96,6%, un valor
predictivo positivo de 50% y un valor predictivo negativo de 96,6%, en

comparacion con el examen coproparasitologico directo.

Li et al. (2005) sefialaron que se logrd estandarizar la prueba de ELISA
indirecta para detectar anticuerpos en el diagndstico de Fasciola hepdtica en
alpacas. Este método resultod ser sensible y adecuado para identificar casos de
fasciolosis pasiva. Por otro lado, el ELISA para la deteccion de coproantigenos
demostrd ser una técnica simple, rapida y eficaz para diagnosticar infecciones
activas por Fasciola hepdtica. Ambos enfoques diagnosticos se consideran
opciones preferentes para estudios seroepidemioldgicos en rebanos numerosos

que estan expuestos a un pastoreo intensivo.

Sierra Balcarcel et al. (2017) evaluaron la Estandarizacion de ELISA para
el diagnostico de fasciolosis bovina, ovina y humana, se analizaron 50 muestras
de bovinos, 50 de ovinos ademds 39 de humanos, todos con diagnostico
confirmado de fasciolosis mediante serologia y anélisis de heces. Se evaluaron
cuatro versiones del antigeno excretor-secretor de Fasciola hepadtica y se
determinaron la sensibilidad, especificidad asimismo concordancia del ensayo. La
sensibilidad del ELISA alcanz6 el 100% en las tres especies, mientras que la
especificidad fue de 97% en humanos, 85,2% en ovinos y 96,2% en bovinos. El
coeficiente Kappa de Cohen super6 0,8 en todos los casos, lo que indica una alta
concordancia. Estos resultados muestran que la prueba ELISA estandarizada es

altamente sensible y presenta buena especificidad para diagndstico de fasciolosis
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en humanos e igualmente animales, por lo que se recomienda su validacion a

escala mayor para su posible empleo en programas de tamizaje.

Duménigo Ripoll y Finlay Villalvilla (1998) realizaron el diagndstico de
Fasciola hepdtica en ovinos por medio de un ensayo inmunoenzimatico tipo
sandwich utilizando el anticuerpo monoclonal ES78, anteriormente validado para
fascioliasis en bovinos. Se detectaron antigenos de excrecion-secrecion de
Fasciola hepatica en 38 de los 40 ovinos infectados, y no se hallaron en animales
sanos ni en aquellos con otras parasitosis. Estos hallazgos evidencian que el
ELISA tipo sandwich con ES78, al igual que en bovinos, es una herramienta
répida, sencilla y eficaz para diagnosticar infecciones activas por Fasciola

hepatica en ovinos.

Drescher et al. (2023) realizaron un estudio cuyo proposito fue evaluar el
diagnostico serologico de Fasciola mediante el uso de antigenos recombinantes
secretados por este parasito. Para ello, llevaron a cabo una revision bibliografica
utilizando las bases de datos PubMed y Google Scholar, enfocindose en
publicaciones relacionadas con ‘“antigenos con potencial inmunogénico”
empleados en pruebas serologicas para detectar anticuerpos contra F. hepatica en
humanos, ganado bovino y ovino. Aquellos estudios que aplicaban pruebas
diagnodsticas con criterios de referencia comunes fueron incluidos en un
metanalisis bivariado que evalud la especificidad y/o sensibilidad de dichas
pruebas. En cuanto al andlisis de calidad y riesgo de sesgo, de los 33 anélisis
seleccionados, 26 cumplian con al menos 6 de 8 ocho criterios establecidos por la
herramienta QUADAS, por lo que fueron considerados como investigaciones de
buena calidad. Los hallazgos sefialaron que, en la gran parte de casos, las pruebas
ELISA utilizaban antigenos excretores-secretores nativos y catepsina
recombinante para diagnostico serologico de fascioliasis en humanos, vacas y
ovejas. El metanalisis sefialdo que la totalidad de antigenos sefalaron apropiada
precision. Los hallazgos en términos de sensibilidad [intervalo de confianza (IC)
de 0,931 - 2,5 % y IC de 0,985 - 97,5 %] y especificidad (IC de 0,959 - 2,5 % y
IC de 0,997 - 97,5 %) se hallaron en FhES humana. Los antigenos FhrCL-1, FhES
y FhrSAP-2 dieron resultados mejores para diagndstico sérico de fasciolosis

animal y humana.
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Walsh etal. (2021) en su estudio compararon el reconocimiento de
anticuerpos de un antigeno CL1 recombinante (rCL1) y productos ES de duelas
adultas nativas. Si bien las muestras de animales infectados experimentalmente
mostraron un fuerte reconocimiento de rCL1, los anticuerpos séricos de animales
infectados naturalmente no lo hicieron. Estos resultados se confirmaron mediante
una matriz de péptidos. Los sueros inmunoblotting contra productos ES mostraron
que los animales infectados experimentalmente tenian una respuesta fuerte y
especifica a las proteinas CL1/CL2 mientras que los anticuerpos de animales
infectados naturalmente reconocian multiples proteinas y tenian una respuesta
variable a CL1/CL2. La espectrometria de masas de proteinas separadas por SDS
PAGE 2D identificé varios antigenos reconocidos por anticuerpos séricos de una
vaca infectada naturalmente, incluyendo catepsinas L1, L2 y L5, glutation S-
transferasa y una dihidrolipoil deshidrogenasa. En general, estos resultados
muestran que la respuesta de anticuerpos en animales infectados naturalmente a
productos ES de duelas adultas es cualitativamente diferente a la de los animales
infectados experimentalmente. Esto sugiere que una prueba diagnostica basada
unicamente en CL1 puede no ser apropiada para diagnodstico de infecciones

naturales por F. hepatica en ovejas y ganado.

Zerna et al. (2022) en su estudio exploraron el papel de los NAb bovinos,
utilizando la glucoproteina exdgena hemocianina de lapa (KLH), en respuesta a
la infeccion por F. hepatica y la produccion de SpAb después de la infeccion y la
vacunacion. Los NAb del ganado se vieron influenciados de manera diferente por
la infeccion parasitaria y la vacunacion, con un aumento en los niveles de IgG e
IgM de unién a KLH después de la infeccion y una reduccion de los niveles de
IgM de union a KLH después de la vacunacion. Los NAb subyacentes que
reaccionaban a KLLH no mostraron correlaciones con las cargas finales de duelas
después de la infeccion o vacunacion experimental. Sin embargo, los NAb que
reaccionaban al extracto de gusano completo (WWE) antes de la infeccion se
correlacionaron positivamente con mayores cargas de duelas dentro del huésped
bovino infectado. Ademas, después de la infeccion, la IgG especifica que
reaccionaba a WWE se reflejo positivamente en la respuesta IgG de los NAb
subyacentes. Después de la vacunacion subcutdnea con glutation S-transferasa

nativa (GST) de F. hepatica, hubo una reduccion no significativa del 33% en la
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carga de duelas. Los animales vacunados con NAb subyacentes mas altos tuvieron
una mayor induccidén de SpAb inducidos por la vacuna, con tendencias observadas
entre la IgM que se une a KLH y las IgG e IgM anti-GST. Nuestros hallazgos
proporcionan una plataforma para permitir una mayor investigacion para
determinar si los niveles de NAb podrian reflejar la produccion de SpAb de duelas
para su explotacion en un programa combinado de cria selectiva y vacunacion.
Ademas, este trabajo sugiere que la duela del higado podria posiblemente evadir

el sistema inmunologico del huésped utilizando NAbs IgM unidos a la superficie.

Akl et al. (2022) en su investigacion se propuso como objetivo predecir
epitopos especificos de células B y T de cuatro antigenos excretores/secretores
(inhibidor de serina proteasa de tipo Kunitz, catepsina L1, molécula de defensa de
helmintos y glutation S-transferasa) de Fasciola hepatica y construir un candidato
a vacuna multiepitopo contra la fasciolosis. Inicialmente, se seleccionaron los
epitopos de células B y T no alérgicos y los de mayor poder antigénico y, a
continuacion, se predijeron los parametros fisicoquimicos y las estructuras
secundaria y terciaria de la vacuna multiepitope disefiada. La estructura terciaria
se refind y valido utilizando herramientas bioinformaticas en linea. Se
determinaron los epitopos de células B lineales y discontinuos y los enlaces
disulfuro. Por ultimo, se realizd un analisis de acoplamiento molecular para los
receptores MHC-I y MHC-II. En conclusion, este candidato a vacuna de multiples
epitopos, con altas propiedades inmunolédgicas, puede considerarse un candidato

a vacuna prometedor para experimentos con animales y estudios de laboratorio.

Ubeira et al. (2024) en su estudio describe un método tnico y rapido para
obtener una fraccion antigénica de antigenos excretores-secretores (AEE) de
Fasciola hepatica adecuada para serodiagndstico de fascioliasis. El
procedimiento consiste en la seleccion negativa de los AEE de F. hepatica
mediante cromatografia de hidroxiapatita (HA) (HAC; fraccion HAC-NR)
seguida de precipitacion del antigeno con sulfato de amonio (SA) al 50% y
posterior recuperacion mediante un filtro Millex-GV o equivalente (fraccion Fi-
SOLE). Probados en ELISA indirecto, los antigenos Fi-SOLE detectaron
infecciones naturales por F. hepatica con una sensibilidad del 100% vy
especificidad de 98,9% en ovinos, y sensibilidad de 97,7% y especificidad de

97,7% en bovinos, segin lo determinado por analisis ROC. El andlisis de las
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fracciones mediante SDS-PAGE y nano-UHPLC-Tims-QTOF MS/MS
protedmico mostrd que la abundancia relativa de L-catepsinas y fragmentos de las
mismas fue del 57 % en la fraccion HAC-NR y del 93,8 % en la fraccion Fi-SOLE.
Las segundas proteinas mas abundantes en la fraccion HAC-NR fueron las
proteinas de unién a acidos grasos (11,9 %). Por el contrario, el hemo libre y los
complejos hemo:MF6p/FhHDM-1 permanecieron fuertemente unidos a las
particulas HA durante la HAC. Curiosamente, los antigenos portadores de
fosforilcolina (PC), que son una fuente frecuente de reactividad cruzada, se
detectaron con un mAb anti-PC (BHS) en los ESA y la fraccion HAC-NR, pero

estuvieron casi ausentes en la fraccion Fi-SOLE.

Drescher et al. (2024) en su investigacion evalu6 bovinos de matadero (n
= 139) y granjas (n = 500) mediante inspeccion hepatica y examen coproldgico,
respectivamente. El equipo de laboratorio optimiz6 y valido pruebas de ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas basadas en antigeno somatico, proteinas
excretoras/secretoras y el antigeno recombinante catepsina L-1 para detectar
anticuerpos séricos contra la fasciolosis en el ganado. Para los animales de
matadero, 10 fueron positivos para fasciolosis segun la inspeccion hepética. Tanto
FhES como FhrCL-1 presentaron un area bajo la curva de la curva caracteristica
operativa del receptor (AUROC) de 0,80, con una sensibilidad de 0,80 (IC del
95%: 0,46-0,95) y 0,70 (IC del 95%: 0,38-0,90) y una especificidad de 0,81 (IC
del 95%: 0,73-0,87) y 0,87 (IC del 95%: 0,80-0,92), respectivamente. De los
bovinos de granjas, 28 fueron positivos solo para fasciolosis segiin el examen
coprolégico. En este escenario, FhES presentdé el mejor desempenio, con un
AUROC de 0,84, sensibilidad de 0,79 (IC del 95%: 0,60 - 0,90) y especificidad
de 0,86 (IC del 95%: 0,82 - 0,89). En conclusion, nuestro estudio destaca el
potencial del serodiagnostico para detectar con precision la fasciolosis bovina.
Los prometedores valores de especificidad y sensibilidad de FhES en cotejo con
inspeccion hepatica o el examen coprologico aumentan su importancia para

diagnosticar fasciolosis bovina.

Vera (2023) en su investigacion desarrollé en camal municipal del canton
Ventanas, ubicado en la provincia de Los Rios, durante febrero, marzo y abril de
2023. El propdsito del estudio fue determinar la frecuencia de Fasciola hepatica

en bovinos sacrificados en dicho camal. Asimismo, se analizaron diversas
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caracteristicas de los animales positivos a la enfermedad, considerando variables
como edad, sexo y procedencia. La investigacion incluyé una muestra de 300
bovinos, aplicando un anélisis estadistico no paramétrico mediante la prueba de
Chi Cuadrado, con una evaluacion post-mortem de los especimenes. Se llegaron
a detectar cuatro positivos casos, lo que representa una incidencia de 1,33%. Al
diferenciar por sexo, se obtuvo una incidencia del 1,29% en machos y del 1,38%
en hembras. En cuanto a la edad, el grupo con mayor afectacion fue el de 28 a 36
meses, donde se registraron cuatro casos positivos dentro de los 98 individuos
analizados, con una tasa de infeccion del 4,08%. Respecto a la procedencia, el
canton Caluma present6 la mayor prevalencia, alcanzando un 5,88%. Con base en
estos hallazgos, se concluyd que incidencia de Fasciola hepatica en bovinos
sacrificados en el camal de Ventanas fue del 1,33% durante los meses evaluados.
Se recomienda implementar estrategias de desparasitacion en el ganado para
reducir la propagacion de la enfermedad y mejorar la calidad de la produccion
pecuaria, mediante practicas sanitarias adecuadas y el manejo Optimo de la

alimentacion del ganado.

Andrade (2022) realizé un analisis que efectud con la finalidad de analizar
la prevalencia de Fasciola hepatica mediante técnicas coproldgicas cuantitativas
en la parroquia Ingapirca, perteneciente al canton Canar. Para ello, se recolectaron
especimenes fecales de bovinos, conseguidas directamente del recto de los
animales, las cuales fueron debidamente etiquetadas y transportadas bajo
condiciones adecuadas al laboratorio para su procesamiento. Se utilizo la técnica
de sedimentacion para la identificacion del pardsito. En esta investigacion se
consideraron tres variables principales: sexo, edad y raza. Los resultados
evidenciaron que el 20,1% de los 288 bovinos muestreados fueron positivos a
Fasciola hepatica. En cuanto a la distribucion por sexo, se indico que 70,69% de
los positivos casos correspondieron a hembras y el 29,31% a machos. Al analizar
la relacion con edad, se encontrd que 62,07% de bovinos infectados eran mayores
de 1 afio, mientras que 37,93% eran inferiores de un afo. En cuanto a la raza, se
identifico una prevalencia del 24,14% en Brown Swiss y del 75,86% en Holstein
Criolla. Asimismo, la prevalencia en animales que habian recibido desparasitacion

fue del 24,14%, mientras que en aquellos sin desparasitacion fue del 75,86%. Se
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concluy6 que los bovinos jovenes, de raza Holstein Criolla y sin desparasitacion,

presentan un mayor riesgo de infeccion por Fasciola hepdtica.

Sanchez (2023) en su analisis detallé como fin indicar la incidencia de
Fasciola hepatica en bovinos sacrificados en el camal. Se tom6 una muestra de
120 bovinos, analizando variables como raza, sexo, edad y procedencia. Para
procesamiento de informacién, se hizo empleo de un método porcentual con
ayuda de Microsoft Excel para la organizacion y representacion de hallazgos. La
identificacion de la enfermedad se realiz6 empleando inspeccion post-mortem. De
los 120 casos evaluados, no se encontraron animales infectados, obteniendo una
incidencia del 0%. En la variable de sexo, se registraron 61 hembras (50,83%) y
59 machos (49,17%), sin presencia de casos positivos en ninguno de los grupos.
En cuanto a la edad, se agruparon los animales en tres rangos: de 1 a 3 afios (32
bovinos, 26,7%), de 3 a 5 afios (52 bovinos, 43,33%) y de 5 a 8 afios (36 bovinos,
30%), sin evidenciarse casos positivos en ninguna categoria. En lo referente a la
raza, se analizaron 10 bovinos Brahman (8,33%), 11 Holstein Friesian (9,17%), 8
Angus (6,67%) ademas 91 mestizos (75,83%), sin que ninguno resultara positivo.
En cuanto a la procedencia, los bovinos sacrificados provenian mayormente del
canton San Miguel (48 animales, 40%), seguido por Caluma (34 animales,
28,33%), Montalvo (27 animales, 22,50%) y Chimbo (11 animales, 9,17%), sin
encontrarse casos de Fasciola hepatica. Debido a la ausencia de casos positivos,
no fue posible establecer una relacion entre la enfermedad y las variables

analizadas.

Llanos Ugsha (2024) realiz6 un estudio en el camal municipal
Metropolitano de Quito, en el cual se registré informacion detallada sobre la
procedencia, sexo, raza y edad de los animales sacrificados, ademés de llevarse a
cabo una evaluacién de los higados como parte de un estudio basado en el analisis
de 2400 ejemplares. Se aplicoé un disefio transversal descriptivo, utilizando
pruebas estadisticas como comparacion de proporciones y chi-cuadrado, con el
software InfoStat para el procesamiento de informacidon. Durante el estudio, se
analizaron 2400 muestras bovinas en el camal de Quito, detectandose 81 positivos
casos en julio y 70 en agosto, sumando un total de 151 situaciones de distomatosis.
La totalidad de animales sacrificados se incluyeron en el analisis, y identificacion

del parasito se llevo a cabo mediante observacion macroscopica, enfocandose en
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organos afectados, primordialmente el higado y los conductos biliares, en el cual

el parasito completa su ciclo de vida y desarrolla la enfermedad.

Lopez etal. (2021) en su estudio se evaluaron el rendimiento de tres
formas recombinantes funcionalmente activas de las principales catepsinas L
secretadas por F. hepatica, rFhCL1, rFhCL2, rFhCL3, y una catepsina B, rtFhCB3,
como antigenos en un ELISA indirecto para diagnosticar serologicamente la
infeccion por trematodos hepaticos en ovejas infectadas experimentalmente y de
forma natural. rFhCL1 y rFhCL3 fueron los mas eficaces de los cuatro antigenos
para detectar la fasciolosis en ovejas tan pronto como tres semanas después de la
infeccion experimental, al menos cinco semanas antes que las pruebas de
coproantigeno y de huevo en heces. Ademas, las pruebas ELISA de rFhCL1 y
rFhCL3 tuvieron un limite de detecciéon muy bajo para la duela del higado en
corderos expuestos a la infeccion natural en pasturas y, por lo tanto, podrian
desempefiar un papel importante en la vigilancia de las granjas y en un enfoque
de “prueba y tratamiento” para el manejo de la enfermedad. Finalmente, los
anticuerpos contra las tres proteasas de catepsina L permanecen altos durante toda
la infeccion cronica, pero disminuyen rapidamente después del tratamiento
farmacologico con el fluquicida, triclabendazol, lo que implica que la prueba

puede adaptarse para rastrear la efectividad del tratamiento farmacologico.

Viana et al. (2024) en su investigacion se planted como objetivo evaluar
una nueva formulacion vacunal para ganado lechero, conteniendo antigenos
solubles de Fasciola hepatica asociados a Montanide 763 AVG y adyuvantes de
saponina (FhSAMS). La vacuna se prob6 con dos protocolos, una dosis Unica y
una dosis de refuerzo 6 meses después de la primera dosis. La vacuna FRSAMS
demostro ser segura, sin efectos secundarios. Ademas, fue capaz de generar una
respuesta inmune humoral mas robusta cuando se utiliz6 una dosis de refuerzo a
los seis meses, ademas de estimular una mayor produccioén de IFN-y, indicando

un estimulo inmune de perfil Thl.

Kelley etal. (2021) en su estudio se probd la prueba ELISA de
coproantigenos (CELISA) y el kit de recuento de huevos fecales FlukeFinder® en
vacas infectadas naturalmente en una region endémica de duelas de Victoria. El

objetivo del estudio fue investigar la variacion en la liberacion de coproantigenos
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y huevos en las heces en un lapso de 5 dias, en los ordefios de la mafiana (AM) y
de la tarde (PM), y evaluar el impacto del momento de la recoleccion de muestras
fecales en la sensibilidad de la prueba diagnostica. Se inscribieron diez vacas en
el estudio en funcién de los recuentos positivos de huevos fecales de F. hepatica
(LFEC) y se recolectaron muestras fecales de las diez vacas dos veces al dia, en
el ordeno de las 7 a las 9 a. m. y de las 4 a las 6 p. m., durante cinco dias
consecutivos. Al concluir el periodo de muestreo, las vacas fueron sacrificadas y
se determind la carga de F. hepatica en la necropsia. Se observé una correlacion
negativa moderada entre la edad de la vaca y la densidad optica (OD) de cELISA
utilizando los datos de todas las muestras (R -0,63; IC del 95 %: -0,68 a -0,57).
Durante el periodo de muestreo de 5 dias, observamos una variacion dentro de los
animales entre los dias tanto para la OD de cELISA (2,6-8,9 veces) como para la
LFEC (5-16 veces), con una mayor variacion en los valores observados en las
muestras de PM para ambas pruebas. La correlacion con la carga total de duelas
fue mayor en el muestreo de AM utilizando tanto el cELISA como el LFEC (R
0,64 y 0,78, respectivamente). La sensibilidad fue del 100 % para el cELISA
utilizando varios puntos de corte de la literatura (0,014 OD, 0,030 ODy 1,3 % o
1,6 % del control positivo). La sensibilidad del kit FlukeFinder® (basado en 588
muestras fecales y sin tener en cuenta la falta de independencia de los datos) fue
del 88 % (IC del 95 %: 85 %90 %). Se registraron setenta y un falsos negativos
en las 588 pruebas LFEC, todas ellas observadas en vacas con cargas de duelas
<14 duelas; 42 de los 71 LFEC falsos negativos se produjeron en una vaca
individual que tenia la carga mas baja de nueve duelas. En las vacas lecheras, el
limite de pérdidas de produccion debido a la fasciolosis se estima en >10 duelas.
Tanto la cELISA como la LFEC identificaron todas las vacas que tenian cargas
iguales o superiores a este limite. Cinco de las diez vacas también mostraron

recuentos de huevos de parafistoma relativamente altos.

Pérez et al. (2021) en su analisis se estudid la respuesta celular de células
de ganglios linfaticos hepaticos y células T CD4+ en términos de respuesta
proliferativa, eficiencia de presentacion de antigenos y produccion de citocinas, a
moléculas derivadas de F. hepatica, en fases tempranas y tardias de infeccion.
Treinta y una ovejas fueron divididas en cinco grupos y fueron sacrificadas a los

16 dpiy 23 wpi. Para analizar la respuesta especifica de antigeno, se utilizaron las
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siguientes moléculas recombinantes de F. hepatica: rFhCL1, rFhCL2, rFhCL3,
rFhCB1, rFhCB2, rFhCB3, rFhStf-1, rFhStf-2, rFhStf-3 y rFhKT1. Se realiz6 un
ensayo de proliferacion celular utilizando células de ganglio linfatico hepatico y
un ensayo de presentacion de antigenos utilizando células T CD4+. A los 16 dpi,
todas las moléculas excepto rFhStf-2 y rFhKT1 provocaron una respuesta
proliferativa celular significativa en las células de ganglio linfatico hepatico de
animales infectados. Tanto en la etapa temprana como tardia de la infeccion, la
presentacion de antigenos de rFhCB3 y rFhCL2 resulté en un mayor indice de
estimulacion de células T CD4+ mediada por IL-2, aunque no estadisticamente
significativo en comparacion con animales no infectados. La produccion
significativa de citosinas (IL-4, IL-10 e IFN-y) estuvo condicionada por la
estimulacion celular especifica del antigeno. No se detectd agotamiento de células
T CD4+ en ovejas infectadas en la etapa cronica de la infeccion. Este estudio
abordd la respuesta especifica del antigeno a las moléculas derivadas de F.
hepatica que estan involucradas en aspectos clave de la supervivencia del parésito

dentro del huésped.
1.2.2 Nacionales

Aguilar (2024) en su investigacion buscd determinar la prevalencia de
Fasciola hepatica y parésitos gastrointestinales en bovinos del distrito La Florida,
provincia de Bongara, region Amazonas. Se trabajo con muestra de 579 bovinos,
seleccionados mediante proporcional afijacion considerando diferentes
categorias. Para el andlisis, se aplico la técnica de flotacion para identificar
presencia de pardsitos gastrointestinales y método de sedimentacion para detectar
Fasciola hepatica. Los datos obtenidos fueron procesados con distribucion de
frecuencias, pruebas de T de Student y Chi cuadrado utilizando complemento
Xrealstats de Excel 2019 y programa InfoStat version 2018p. Se encontrd que 233
bovinos estaban infectados con Fasciola hepatica, con prevalencia de 40,38%,
predominando en hembras (44,35%). En cuanto a las razas, la Holstein mostro la
prevalencia mayor (60,87%), mientras que la Simmental presentd la menor
(28,39%). En términos de categorias, las vaquillonas fueron las mas afectadas
(90,48%). Correspondiente a pardsitos gastrointestinales, se identificaron
prevalencias de 14,85% (Eimeria sp + HTS), 22.80% (Eimeria sp) asimismo 16%

(HTS), con Eimeria sp predominando en ambos sexos (21,74% en hembras y
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24,14% en machos). La raza Holstein mostro la superior prevalencia de parasitos
gastrointestinales, y las categorias mas afectadas fueron terneros y vaquillonas. El
analisis de T de Student evidenci6 significativas diferencias entre prevalencias,
mientras que la vinculacion entre Fasciola hepatica y parasitos gastrointestinales

resulto significativa a nivel de categorias, pero no en relacion con la raza.

Silva et al. (2023) en su investigacion tuvo como finalidad identificar los
factores relacionados con prevalencia de Fasciola hepdtica en bovinos faenados
en de Huaura. Se analizaron registros de decomisos hepaticos, origen de los
animales, sexo, edad y periodo del afio, utilizando informacion de 2,198 bovinos
sacrificados entre mayo hasta agosto de 2018. Se determind que 59,51% de
higados analizados estaban infestados con Fasciola hepdtica. Se observd una
mayor tasa de decomiso (p <0,05) en bovinos procedentes de Churin (67%), Oyon
(63%) y Ambar (57%), localidades situadas en altitudes entre 2,082 y 3,620 m
s.n.m. con precipitaciones de 30 a 206 mm. Ademas, la prevalencia fue superior
en mayo (69%, p < 0,05) en cotejo con junio (61%), julio (58%) y agosto (42%).
La edad de bovinos también se asocid significativamente con el decomiso
hepatico (p < 0,05), siendo mas frecuente en animales de 5 afios 0 més (62%) y
en inferiores de 2 afios (64%), frente a los de 2 afios (51%), 3 afios (53%) y 4 afios
(52%). Se evidenci6 una incidencia superior de decomiso en hembras (61%, p <
0.05) en comparacion con los machos (51%). La elevada prevalencia de Fasciola
hepatica en bovinos faenados en Huaura sugiere que factores como procedencia,

sexo, edad y estacion del afio influyen en el decomiso de higados.

Benzunce (2023) en su estudio tuvo el propdsito de evaluar la influencia
de elementos climaticos en la dinamica de infeccion por Fasciola hepdtica, se
realizd un estudio en vacas lecheras del fundo cuartel “Basilio Cortegana” BIM
ZEPITA N° 7, ubicado en Banos del Inca, Cajamarca. Se eligieron 14 vacas
positivas y se recolectaron muestras fecales cada mes entre noviembre de 2021 y
octubre de 2022. Se obtuvo informacion sobre precipitacion, humedad,
temperatura minima y maxima del Servicio Nacional de Meteorologia e
Hidrologia del Peru. Se controlaron variables como hébitat, alimentacion y
restricciones de tratamientos antiparasitarios. El andlisis coproparasitologico se
llevé a cabo en Universidad Nacional de Cajamarca mediante la Técnica de

Sedimentacion Natural, con 3 repeticiones por muestra. Los hallazgos sefialaron
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que en mayo y noviembre se registré aumento en la cantidad de huevos por gramo
de heces (HPG). Segun coeficiente de Pearson, los valores de HPG mostraron una
moderada relaciébn con temperatura minima y precipitacion, aunque sin
significancia estadistica (p > 0,05). Se llega a concluir que la excrecion de huevos
de Fasciola hepatica no sigue un patron estacional, probablemente debido a
cambios climaticos recientes. Se recomienda ampliar la muestra y evaluar la
dindmica de los hospedadores intermediarios para mejorar las estrategias de

control.

Tirado (2021) en su estudio se centrd en prevalencia de Fasciola hepatica
en bovinos de Abancay, Curahuasi y Tamburco, provincia de Abancay —
Apurimac, en la temporada de lluvias de 2018, asi como en la relacion entre la
prevalencia del parasito y el distrito de origen. Se recolectaron 295 muestras
fecales: 34 de Tamburco, 193 de Curahuasi y 68 de Abancay. Las muestras se
extrajeron de forma directa del recto o al momento de la defecacion para evitar
contaminacion y almacenadas a 4-6°C hasta su analisis en los laboratorios de la
Universidad Nacional Micaela Bastidas de Apurimac y la Universidad Cientifica
del Sur. Se utilizo la Técnica de Cuatro Tamices de Girao y Ueno para el analisis
coproparasitologico. La prevalencia total fue del 50,85% (150/295) con un
intervalo de confianza del 95% (45,14% 56,55%), distribuyéndose en 42,65%
(Abancay), 53,89% (Curahuasi) ademas 50% (Tamburco). No se halld
significativa vinculacidn entre prevalencia y distrito de origen (p > 0,05), pero la
regresion logistica bivariada indicé una asociacién significativa con la raza (p =
0,008), mostrando que los bovinos cruzados o criollos tienen 2,47 veces mas

riesgo de infeccion que los Holstein (p = 0,002).

Caicay (2023) en su investigacion llevo a cabo un andlisis del ganado
sacrificado en el camal municipal de Lambayeque, utilizando los registros
epidemioldgicos del centro de beneficio para identificar la prevalencia de la
distomatosis hepatica a partir de la inspeccion directa de los higados. En total, se
sacrificaron 18,559 bovinos, de los cuales 15,554 eran hembras (83,8%) y 3,005
correspondian a machos (16,2%). Se decomisaron 2,859 higados, lo que
representa una prevalencia del 15,4%. Al desglosar la procedencia de los animales
infestados, se observo que el 58,38% provenia de la region de la Sierra, 25,32%

de la Selva y 16,3% de la Costa. Desde el punto de vista econémico, estos
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decomisos generaron una pérdida de 22,300.20 soles, equivalente a 3,08% en

pérdidas a nivel econdomico atribuidas a la distomatosis hepatica.
1.2.3 Locales

Miranda (2017) el fin de su andlisis fue establecer la prevalencia de
Fasciola hepatica en escolares del distrito de Asillo, ubicado en la regién Puno.
Para ello, se llegaron a recoger 238 muestras de heces provenientes de cinco
instituciones educativas, las cuales fueron trasladadas al Laboratorio de
Inmunologia e Investigacion de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de Cajamarca, durante los meses de septiembre y octubre
del afio 2017. Las muestras se examinaron por medio de la técnica de
sedimentacion rapida modificada por Lumbreras. La prevalencia fue calculada
utilizando la féormula: (p = nimero de casos positivos / total de muestras % 100).
El estudio reportd una prevalencia general de F. hepatica del 5,46% (13 casos
positivos de 238 muestras), con un 2,22% (3/135) en estudiantes de primaria y un
12,82% (10/78) en estudiantes de secundaria, mostrando una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0,05). No se detectaron casos positivos en los
nifios del nivel inicial. Asimismo, los casos fueron levemente mas frecuentes en
varones (5,48%, 8/146) que en mujeres (5,43%, 5/92), aunque esta diferencia no
resultd estadisticamente significativa (p > 0,05). En conclusion, se determind que
la prevalencia de fascioliasis en la poblacion estudiada fue del 5,46%, lo cual se

clasifica como un nivel mesoendémico.

27

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



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

CAPITULO IT
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
2.1 Identificacion del problema

En el andlisis de la problematica internacional, se tiene que la fasciolosis hepatica
es una de las principales enfermedades parasitarias que afectan tanto a animales como a
humanos en diversas regiones del mundo. Se estima que mas de 17 millones de personas
estan infectadas a nivel global, con una mayor prevalencia en regiones endémicas de
América Latina, Asia y Africa. En la ganaderia, esta enfermedad genera pérdidas
economicas significativas dado a la merma en produccién de leche y carne, asi como a la
condena de higados infestados en mataderos. Uno de los principales desafios
internacionales es el desarrollo de metodologias de diagndstico mas eficientes, ya que los
métodos coproldgicos tradicionales presentan baja sensibilidad en iniciales etapas de la
infeccion. La serologia basada en antigenos de Fasciola hepatica ha mostrado potencial
para mejorar la deteccion temprana, pero la eficiencia de estos antigenos varia segun la
especie hospedadora de la que provienen, lo que dificulta su aplicacion universal (Lan

et al., 2024).

En paises como Egipto, Bolivia y Vietnam, donde la fasciolosis es altamente
endémica, se han desarrollado diversas estrategias de control y diagndstico, pero aun
persisten problemas como la falta de acceso a pruebas diagnosticas de calidad y la
variabilidad en la respuesta inmunolédgica entre distintas especies de ganado. Esto ha
llevado a la necesidad de evaluar la eficiencia de antigenos provenientes de diversas
fuentes, como bovinos, ovinos y camélidos sudamericanos, para determinar cual ofrece
mejor sensibilidad y especificidad en diferentes contextos epidemiologicos. Ademas, las
condiciones climdticas y ecoldgicas influyen en la distribucion del parasito y la eficacia
de las pruebas diagnosticas, lo que resalta la importancia de estudios localizados para

optimizar estrategias de deteccion y control del padecimiento (Mahmoud et al., 2022).

En Pert, la fasciolosis hepatica representa un grave problema sanitario y
economico, afectando tanto a la salud publica como a la produccion ganadera. Estudios
epidemiologicos han demostrado que el pais es una de las regiones con mayor carga
parasitaria en América Latina, con prevalencias superiores al 60% en zonas altoandinas

donde las condiciones climaticas favorecen la proliferacion del caracol Lymnaea, el
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principal hospedador intermediario del parésito. A pesar de los esfuerzos del Estado y de
instituciones cientificas por mejorar el control de la enfermedad, el diagnostico sigue
siendo un reto importante debido a la limitada disponibilidad de pruebas accesibles y
confiables en las areas rurales. Las pruebas coproldgicas contintian siendo el método mas
utilizado, a pesar de sus limitaciones en sensibilidad y su incapacidad de detectar

infecciones en etapas tempranas (Torrel et al., 2023).

El desarrollo de pruebas serologicas basadas en antigenos de Fasciola hepatica
provenientes de diversas especies animales ha surgido como una posible solucion para
mejorar la deteccion de la enfermedad. Sin embargo, en el contexto peruano, no se han
realizado suficientes estudios comparativos sobre la eficiencia de estos antigenos en
distintas especies hospedadoras. Existen diferencias inmunologicas entre bovinos, ovinos
y alpacas que podrian influir en la capacidad de deteccion de las pruebas diagnosticas.
Por ello, es crucial evaluar y estandarizar la eficiencia de estos antigenos en la poblacion
ganadera nacional para desarrollar un sistema diagndstico mas preciso y adaptado a las

condiciones locales (Fernandez et al., 2024).

En la provincia de Melgar, ubicada en la region de Puno, la fasciolosis hepatica
es uno de los padecimientos mas prevalentes en el ganado, afectando seriamente la
economia de los productores locales. La actividad ganadera en esta zona se basa
principalmente en la cria de bovinos, ovinos y alpacas, que son fundamentales para la
subsistencia de muchas familias. Sin embargo, la falta de un diagnostico oportuno y
preciso ha dificultado la implementacion de estrategias de control efectivas. Los
productores enfrentan pérdidas econdmicas por la merma del rendimiento productivo de
animales y la condena de 6rganos en los mataderos, lo que reduce sus ingresos y limita el

desarrollo del sector pecuario.

A nivel local, la implementacion de métodos seroldgicos para diagnostico de la
fasciolosis hepatica aun es limitada por la falta de estudios que validen la eficiencia de
los antigenos extraidos de diferentes especies animales. La evaluacion comparativa de
antigenos provenientes de bovinos, ovinos y alpacas es crucial para determinar cual
ofrece una mayor sensibilidad y especificidad en las condiciones epidemiologicas de
Melgar. Ademas, la alta prevalencia de la enfermedad en esta region hace indispensable
el desarrollo de pruebas diagndsticas mas accesibles y precisas, que permitan una

deteccion temprana y mejoren las estrategias de prevencion y control.
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2.2 Enunciados del problema

En este sentido, expresa la relacion entre el problema de investigacion, la pregunta

de investigacion y la intencion para investigar.
2.2.1 Problema general

o (Cual de los antigenos provenientes de ganado vacuno, ovino y alpacas, es

el mas eficiente para el diagnéstico de Fasciola hepdtica?
2.2.2 Problemas especificos

o (Qué cantidad de antigenos de Fasciola hepdtica son obtenidos de ganado

vacuno, ovino y alpacas?

o (Cudl es el diagnostico ELISA de los antigenos obtenidos de ganado

vacuno, ovino y alpacas?

. (Cudl es el nivel de eficiencia segun sensibilidad, especificidad y valor
predictivo, a partir de resultados ELISA para Ag de Fasciola hepatica

obtenidos, segiin ganado vacuno, ovino y alpacas?
2.3  Justificacion

La fasciolosis humana simboliza un desafio para la salud publica dado al aumento
de casos registrados en los ultimos afios a nivel mundial. Tradicionalmente, su diagnostico
se ha basado en la deteccion de huevos del parasito en las heces o en el liquido duodenal
del paciente infectado. No obstante, este método resulta poco sensible durante la fase
prepatente de la enfermedad, ya que en esta etapa el parasito atin no ha alcanzado su
madurez. Incluso en fases posteriores, cuando el pardsito comienza a producir huevos, el
diagnéstico puede complicarse por la eliminacion intermitente de estos, lo que obliga a

realizar multiples exdmenes parasitologicos.

Ademas, se ha identificado que los productos de excrecion-secrecion de Fasciola
hepatica contienen glicoproteinas, segun analisis de proteinas y carbohidratos. Cuando
estas sustancias se emplean como antigenos en pruebas diagndsticas, pueden generar
resultados falsos positivos al reaccionar de forma inespecifica con sueros de personas no
infectadas. Esto puede deberse a reacciones cruzadas con otros parasitos o a infecciones

pasadas que ya han sido tratadas o se resolvieron espontdneamente. A esta problematica
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se suma la limitada disponibilidad de técnicas diagndsticas en muchos centros de salud,
lo que retrasa la deteccion oportuna y puede aumentar el riesgo de complicaciones.
Asimismo, durante la fase aguda, la enfermedad no siempre se manifiesta con la triada
tipica de hepatomegalia, eosinofilia y fiebre, lo que dificulta atin més su identificacion

clinica.

La fasciolosis puede poseer morbilidad alta y por lo cual un precoz diagndstico y
en fase cronica de la enfermedad es importante, especialmente en zonas endémicas, por
lo antes mencionado se ve el requerimiento de poseer métodos o técnicas de diagnostico
para Fasciola hepatica de sensibilidad y especificidad mayor, para lo cual se requiere el
uso de antigenos que sean adecuados y eficientes para la elaboracion de kits diagnosticos,
por lo cual la presente investigacion es importante puesto que diferenciara los antigenos
de Fasciola hepatica de los ganados estudiados, y como resultado informara cual produce
el mejor antigeno para desarrollo de kits diagndsticos para poder ser utilizados en
diagnostico, permitiendo identificarse la enfermedad en su fase mas temprana y con ello
evitar dafios causados al paciente desde el enfoque clinico, tanto para préctica clinica
como para indicar areas endémicas, y sobre todo para la elaboracion de material de
diagnostico cada vez mas especifico, asi también esta investigacion servird como
antecedente para estudios posteriores en cuestion de diagndstico oportuno y control de

esta importante parasitosis.
2.4 Objetivos
2.4.1 Objetivo general

. Determinar la eficiencia de antigenos de Fasciola hepatica provenientes de

ganado vacuno, ovino y alpacas, con fines diagnosticos, Puno 2022.

2.4.2 Objetivos especificos

. Cuantificar los antigenos de Fasciola hepatica obtenidos de ganado vacuno,
ovino y alpacas.
. Evaluar el diagnostico ELISA de los antigenos obtenidos de ganado vacuno,

ovino y alpacas.
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2.5

o Determinar el nivel de eficiencia segun sensibilidad, especificidad y valor
predictivo, a partir de resultados ELISA para Ag de Fasciola hepatica

obtenidos, segin ganado vacuno, ovino y alpacas.
Hipotesis
2.5.1 Hipotesis general

o Los antigenos de Fasciola hepdtica provenientes de alpacas tienen alta

eficiencia para el diagnostico

2.5.2 Hipotesis especificas

. Los antigenos de Fasciola hepatica obtenidos de alpacas tienen una mayor
cuantificacion

. El diagnostico ELISA de los antigenos obtenidos de las alpacas es el mas
favorable.

. El nivel de eficiencia segun sensibilidad, especificidad y valor predictivo, a
partir de resultados ELISA para Ag de Fasciola hepdtica obtenidos de

alpaca tienen los mejores indicadores.
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CAPITULO 111
MATERIALES Y METODOS
3.1 Lugar de estudio

La obtencion de muestras se efectud en el camal principal del distrito de Ayaviri
(ganado proveniente de Ayaviri, Orurillo, Umachiri, Santa Rosa) localizado al sureste de
la provincia de Melgar, en el area norte del departamento de Puno y en la zona sur del
territorio peruano. Se ubica a una altura de 3.918 msnm, al norte de la cordillera de
Carabaya y oeste de la cordillera de Vilcanota, en Puno, departamento situado al extremo
sur este del Pera, entre 13°00'00" y 17°17'30" de latitud sur y 71°06'57" y 68°48'46" de

longitud oeste del meridiano de Greenwich.
3.2 Poblacion

Se considera una poblacion infinita ya que segun la teoria es aquella de cuyos
elementos es imposible tener un registro identificable. Para esta investigacion el tamafio
de la poblacion accesible depende del tiempo y de los recursos del investigador,
considerandose el ganado vacuno, ovino y alpacas en el camal principal del distrito de

Ayaviri.
3.3 Muestra

Para obtencion de antigenos y prueba diagnéstica segun estandar: 100 unidades

de Fasciola hepatica adultas por cada tipo de ganado.
Para estudio de sensibilidad, especificidad y valor predictivo y obtencion de suero:

. 20 individuos ganado vacuno
o 20 individuos ganado ovino

. 20 individuos alpacas (segin antecedentes).

34 Método de investigacion

Debido a sus caracteristicas este estudio fue de caracter descriptivo, explicativo,
de corte transversal por lo que pretende reportar la eficiencia de los antigenos de Fasciola

hepatica provenientes de ganado vacuno, ovino y alpacas para utilidad diagnostica.
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3.5

Descripcion detallada de métodos por objetivos especificos
3.5.1 Descripcion de las variables analizadas en los objetivos especificos

Antigeno de Fasciola hepatica: Se consideran productos de secrecion-

excrecion propios del parasito.

Diagnostico: Posee como fin reflejar el estado de un cuerpo, sistema o
estado para que posteriormente se efectie un tratamiento o accion. Se realizara un
muestreo no probabilistico, se reportard los resultados obtenidos en los

instrumentos para cada etapa del desarrollo de la investigacion segln objetivos.

3.5.2 Detallada descripcion del empleo de materiales, instrumentos,

insumos, equipos, entre otros

o Materiales bioldgicos: antigeno de Fasciola hepdtica y Suero de ganado
vacuno, ovino y alpaca (anticuerpo).

° Procedimiento:

A. Obtencion de la muestra Examen Post Morten (Gold Estandar)

Antes del sacrificio de los vacunos de estudio estas fueron
marcadas con un codigo, para asi poder identificarlas cuando se realice la

extraccion de sus visceras, de esta manera evitar equivocaciones.

El examen post morten de los vacunos para la obtencion de
parasitos adultos de Fasciola hepdtica para ANTIGENOS, se efectu6 en
minuciosa forma, por medio de inspeccion, palpacion, y cortes en el
higado, visualizdndose minuciosamente los canaliculos biliares para
sefialar presencia del parasito, una vez colectadas las muestras de Fasciola
hepatica de conductos biliares de los individuos pertenecientes a este
estudio fueron depositadas en 10 ml de Solucidon Salina Amortiguadora de
Fosfatos (SSAF) estéril pH 7.2 los mismos que fueron registrados en una

ficha observacional (Garcia et al., 2011) (Cornejo et al., 2010).
B. Obtencion de muestras sanguineas - Suero

La consecucién de muestras de sangre se efectué por puncion
venosa de la correspondiente forma:
34
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Se inmoviliz6 al individuo (ganado vacuno, ovino, alpaca)
obteniendo una muestra de sangre venosa a la cual se le efectud la
hemostasia detallando: con apoyo de una soga en el tercio inferior del
cuello y se detecto el lugar de venopuncion para posteriormente efectuar
el aseo de la piel con alcohol yodado al 3%. y se realizd puncion
percutanea para conseguir sangre de la vena yugular en una cuantia cerca
de 10 ml. en un tubo de ensayo de 20ml. apropiadamente rotulado y sin
anticoagulante. La muestra de sangre recogida en viales se dejo coagular
a temperatura del entorno (resguardada de la luz solar directa) cerrando el

tubo y ubicandolo en inclinada posicion.

Muestras tanto de Fasciolas adultas y muestras sanguineas fueron
transportadas en una caja de Preservacion apropiadamente rotuladas para

su labor en el laboratorio.
C. Objetivo 1
C.1 Técnica para obtencion del antigeno

Una vez colectadas las muestras de Fasciola hepatica de conductos
biliares de los individuos pertenecientes a este estudio fueron depositadas
en Solucion Salina Amortiguadora de Fosfatos (SSAF) estéril pH 7.2 para
ser conservadas, al llegar al laboratorio, se lavo las muestras en placas Petri
con Solucion Salina y trasvasar a un recipiente de 200 - 300ml de
capacidad afiadiendo nuevamente SS, dejar reposar por 24 hr y retirar el

sobrenadante, almacenar (Mahmoud et al., 2022).
C.2  Cuantificacion del antigeno

Se llevo a cabo por espectrofotometria “Método de Lowry” usando 1
grupo control (positivo a la enfermedad), 1 blanco (negativo a la
enfermedad), y tres antigenos correspondientes a las muestras que

provienen de ganado vacuno, ovino y alpacas.
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Tabla 1
Soluciones para llevar a cabo el “ método de Lowry” para
cuantificacion de antigenos de Fasciola hepdtica provenientes de

ganado vacuno, ovino y alpacas

Fasciola Fasciola Fasciola

hepdtica hepdtica hepdtica
Procedimiento Blanco Tubo 1 Tubo 2

Alpacas Ovino Vacuno

ug/ul ug/ul ug/ul

BSA 1mg/ml 0 20 40
Muestras 20 20 20
H20 Bidestilada (ml) 1000 980 980 980 980 980
Buffer alcalino 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Reactivo de cobre 400 400 400 400 400 400

Reposar x 10 minutos
Folin 1:4 (ml) 800 800 800 800 800 800
Dejar reposar 10 min

Vortxear y leer -700 nm
Nota. Concentracion de soluciones para aplicacion del método

Figura 1

Curva de concentracion vs. Densidad optica
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Nota. Andlisis de datos de densidad optica en base a la concentracion de las

muestras.

El grafico presentado se establecid para mostrar la vinculacion

entre concentracion de proteina (eje X, en pg/ul) y densidad optica (DO)
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medida a 700 nm (eje Y) en el ensayo de cuantificacion de antigenos de
Fasciola hepatica mediante el método de Lowry. Se observa una tendencia
creciente, lo que indico que a medida que la concentracion de proteina
aumenta, también lo hace la absorbancia registrada en el

espectrofotometro.

Cada punto en la grafica represento una muestra con una
concentracion especifica de proteina, y el valor asociado de densidad
optica refleja la cantidad de luz absorbida por la solucion. La progresion
de los valores sigue un comportamiento casi lineal, lo que sugiere que la
respuesta del ensayo es proporcional en el rango analizado. Estos valores
indican que el método de Lowry es sensible en este rango de
concentraciones y permite detectar variaciones en la cantidad de proteinas

con buena precision.

Este grafico sirve como curva de calibracion, lo que significa que
cualquier muestra con densidad Optica desconocida puede ser comparada
con esta curva para determinar su concentracion. En el caso del presente
estudio, se utilizo esta relacion para calcular la concentracion de antigenos
de Fasciola hepadtica en diferentes hospedadores (alpacas, ovinos y

vacunos).

Dado que la curva presenta un patron consistente y sin desviaciones
abruptas, se puede concluir que el método utilizado es confiable y
reproducible dentro del rango analizado. Esto es fundamental para
cuantificacion precisa de proteinas en muestras bioldgicas, ya que permite
obtener resultados exactos sin la necesidad de recurrir a métodos mas

complejos o0 costosos.
C.3 Densidad optica y calculo de concentracion

Los resultados se presentan en términos de densidad optica (DO)
en tres repeticiones para cada muestra, permitiendo determinar un

promedio mas confiable.

Control blanco: Presenta el valor mas bajo (0,016), lo cual indica

la ausencia de proteinas.
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Curva de calibracion (T1 - T6): Muestra un incremento progresivo
de la DO conforme aumenta la concentracion de la muestra estandar,

confirmando la linealidad del método.

Muestras de Fasciola hepatica: Se presentan valores de DO
cercanos a los obtenidos en la curva estdndar, permitiendo la estimacion

de sus concentraciones.
C.4 Obtencion de suero: anticuerpo

Luego de recepcionar en el laboratorio las muestras sanguineas,
centrifugarlas a 3500 RPM. En el paso de 5 minutos, con apoyo de una
pipeta Pasteur se efectud el retiro del suero conseguido de cada tubo hacia
un vial de plastico, cerca de 2 ml. de capacidad., se cerr6 herméticamente
y rotulo los viales, Se guardo en refrigeracion (4° C) por 24 hasta 48 horas

y por mayor lapso en congelacion (freezer. - 20° C) (INS, 2002).
D. Objetivo 2
D.1  Sensibilizacion de la placa - Antigeno

Luego de haber obtenido el Antigeno de Fasciola hepadtica a partir de
ganado vacuno, ovino y alpacas con concentracion de 1 pug de proteinas /

ul, de la cuantificacion del antigeno.

Se procedio a sensibilizar las placas de micro titulacion adicionando 100
uL de antigeno en cada pocillo excepto en los pozos en blanco, para luego
cubrir los pocillos con parafilm a fin de evitar que se evapore. Se incuba

por 2 horas y refrigerar durante toda la noche a 4°C.
D.2  Diagnostico ELISA

El presente analisis se centra en la aplicacion del método ELISA
preparados con los antigenos de Fasciola hepatica en ganado vacuno,

ovino y alpacas.

La evaluacion se realizd con 20 muestras por tipo de ganado,

analizando los resultados POSITIVO O NEGATIVO segln reaccion al
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momento de ser sometidos a la muestra de SUEROS obtenidos de los

ganados en estudio.

La aplicacion del método ELISA inicio con la sensibilizacién de
placas, se retir6 las mismas refrigeraciones y se dejoé a temperatura
ambiente por 20 min. Luego se procede a lavar los pozos de las placas
adicionando 200 pL de buffer de lavado. Repetir el lavado 5 veces,
adicionar 100 pL de solucion diluyente los pozos, luego se incubo en la
estufa a 38° C durante 30 min. y a continuacion, repitiendo el proceso de

lavado.

Una vez lavadas las placas se afiadio los sueros: control positivo
diluido, suero control negativo y el suero positivo 1:500 en solucion
diluyente y cubrir las placas con parafilm e incubar a 37° C por 1 hora.
Eliminar el contenido de pozos sobre un recipiente teniendo hipoclorito de
sodio al 5 %, por medio de inversion de micro placa y lavarlos, luego situar
100 pL en cada pozo de Anti IgG diluido 1:1000 en S.D. Se efectud la

incubacion en estufa a 37°C por 1 hora y lavar los pozos nuevamente.

Luego se retird de la incubadora y ubicar 100 pL en cada pozo de
una solucion sustrato dejar en obscuridad a T° ambiente por 15 min. Y

detener la reaccion afadiendo 25 pl de acido sulfurico 2.5M en cada pozo.
I. Lectura Con lector de ELISA:

Lectura visual: Reactivo da coloracion amarilla intensa y

no reactivo son aquellas muestras que no muestran coloracion

(INS, 2002).
E. Objetivo 3

Luego de los resultados de prueba diagnostica de ELISA (positivos
asimismo negativos), se confrontaron los resultados con el reporte de la
evaluacion post mortem “Gold estandar” para establecer los
“VERDADEROS POSITIVOS y NEGATIVOS” y FALSOS POSITIVOS
Y NEGATIVOS, datos que seran utilizados para determinar sensibilidad,

especificidad y valor predictivo positivo e igualmente negativo de los kit
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ELISA elaborados con los antigenos de Fasciola hepdtica proveniente de
los tres tipos, ello para evaluar la diferencia entre sensibilidad,
especificidad y valores predictivos y con ello reportar eficiencia de cada
una de las pruebas diagndsticas ELISA elaborados con dichos antigenos,
los resultados seran representados en tablas tricomicas para luego

aplicarlas en las formulas respectivas:

Tabla 2
Tablas tricomicas para distribucion de resultados sobre REACTIVIDAD
segun la prueba de diagnostico ELISA

Test de referencia

evaluacion post mortem — “Gold estandar”

Enfermos Sanos TOTAL
Resultado VP FP VP+FP
Test .
positivo
estudiado
“ELISA” Resultado FN VN FN+VN
negativo

VP+FN FP+VN  VP+FP+FN+VN

Fuente: Exactitud diagnostica (Bravo-Grau & Cruz, 2015)
Donde:

o VP = Verdaderos positivos
. VN= Verdaderos negativos
. FP = Falsos positivos

. FN =Falsos negativos

E.1  Sensibilidad (S)

Luego de los hallazgos de prueba diagnoéstica de ELISA, se determinard la

sensibilidad utilizando la férmula;
Sensibilidad = VP/VP+FN

. VP = verdaderos positivos
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o FN = falsos negativos

E.2  Especificidad (E)
Especificidad = VN/VN+FP

o VN= verdaderos negativos

o FP = falsos positivos

E.3  Valor predictivo (VP)

Se aplicaran formulas del valor predictivo positivo asimismo
negativo para conseguir seguridad del kit de ELISA elaborado a partir de
antigenos excrecion — secrecion de Fasciola hepatica provenientes de
ganado vacuno, ovino y alpacas si verdaderamente los animales que
hayan conseguido un positivo resultado a la prueba en realidad posean el

padecimiento.
Valor Predictivo Positivo (VPP)
VPP= VP/VP+FP
Valor Predictivo Negativo (VPP)
VPN= VN/FN+VN
3.5.3 Ejecucion de prueba estadistica inferencial

Segun la estadistica se obtuvieron cuadros de frecuencia de los cuales
finalmente se realizd una comparativa entre los tres casos (ganado) segun los

resultados del ANOVA, los datos se procesaron en SPSS.
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4.1

CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
Resultados

4.1.1 Cuantificacion de los antigenos de Fasciola hepdtica obtenidos de

ganado vacuno, ovino y alpacas

Tabla 3
Cuantificacion de antigenos de Fasciola hepatica, provenientes de

ganado vacuno, ovino y alpacas

Tubos Muestras Pruebal Prueba2 Prueba3 Sumatoria Promedio

Blanco 0 0,015 0,016 0,016 0,047 0,016
T1 10 0,023 0,022 0,022 0,067 0,022
T2 20 0,029 0,030 0,029 0,088 0,029
T3 40 0,036 0,035 0,036 0,107 0,036
T4 80 0,043 0,045 0,044 0,132 0,044
T5 160 0,051 0,050 0,050 0,151 0,050
T6 320 0,056 0,055 0,056 0,167 0,056
Fasciola
M1 hepdtica 0,026 0,025 0,025 0,076 0,025
ALPACAS
Fasciola
M2 hepdtica 0,028 0,028 0,029 0,085 0,028
OVINO
Fasciola
M3 hepatica 0,026 0,025 0,026 0,077 0,026
VACUNO

Nota. Promedio de muestras.

Para el célculo de la concentracion de antigenos en las muestras se
emplea la correspondiente ecuacion para estimar la concentracion de

proteinas en las muestras desconocidas:
C_X=(C_ST/ [DO] _ST)X [DO] X
Donde:

o CX = Concentracion desconocida a determinar.

o CST = Concentracion estandar utilizada (20 pg/ul).

o DOST = Densidad optica correspondiente a la concentracion
estandar (0,029).

o DOX = Densidad optica medida para la muestra de interés.
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Los valores obtenidos son:

. Fasciola hepdtica en alpacas: 17,273 pg/ul
o Fasciola hepatica en ovinos: 19,318 pg/ul

o Fasciola hepatica en vacunos: 17,500 pg/pl

En el andlisis de cuantificacion de antigenos mediante el método
de Lowry, se detalla una vinculacion directa entre concentracion de
proteinas y densidad optica (DO), lo que permite determinar con precision

la cantidad de antigenos presentes en las muestras.

Los valores obtenidos para la densidad Optica de las muestras reales se
hallan en el rango de curva de calibracion, lo que valida la medicion y
confirma la confiabilidad del método. Esta correspondencia entre la DO y
las concentraciones conocidas indica que el método de Lowry responde de
manera predecible a la cantidad de proteinas presentes, lo que garantiza su
efectividad para la deteccion de antigenos. La tendencia observada
respalda la capacidad del ensayo para identificar variaciones en la

concentracion proteica con buena precision.

Al evaluar los resultados en funcion del hospedador, se observa que
la concentracion de antigenos de Fasciola hepdtica es mas alta en ovinos
(19,318 pg/ul) en comparacion con alpacas (17,273 pg/ul) y vacunos
(17,500 pg/ul).

El método de Lowry demostrd ser una técnica efectiva para
diferenciar la concentracion de antigenos entre los distintos hospedadores.
Ademas, la consistencia en las repeticiones de cada medicion confirma la
confiabilidad del ensayo, garantizando que los resultados obtenidos son
precisos y reproducibles. Esta confiabilidad es clave para futuras
aplicaciones en estudios epidemioldgicos y en generacion de estrategias

de control de Fasciola hepatica en diferentes especies.
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4.1.2 Evaluacion del diagnostico ELISA de los antigenos obtenidos de

ganado vacuno, ovino y alpacas

Tabla 4
Resultados del diagnostico ELISA de los antigenos de Fasciola hepdtica

obtenidos de ganado vacuno, ovino y alpacas

alpacas % ovino % vacuno %
positivo 11 55 9 45 11 55
negativo 9 45 11 55 9 45
total 20 100 20 100 20 100

La tabla 4 detalla hallazgos de la prueba ELISA aplicada a muestras
de suero de ganado vacuno, ovino y alpacas, con el fin de evaluar deteccion
de Fasciola hepatica a partir de dicha prueba. Para ello, los resultados
obtenidos mediante el ELISA fueron reportados segiin la clasificacion
POSITIVO o NEGATIVO, clasificacién correcta de cada muestra

(positiva o negativa).

Asi mismo se muestran los resultados ELISA segln tipo de ganado, de
donde se deduce la prueba ELISA elaborada con antigenos de alpaca y
vacunos tienen un 55% de casos positivos y 45% de casos negativos para
ambos tipos de ganado, mientras que en el caso de los resultados ELISA

para antigeno ovino presenta un 45% positivos y 55% negativos.

Estos hallazgos son homologos a los sefialados por (Alzamora-
Gonzales et al., 2016), los cuales desarrollaron el kit de ELISA tipo
sandwich para detectar antigenos de excrecion-secrecion de Fasciola
hepatica, el cual obtuvo un limite de para detectar de 100 ng/mL, haciendo
uso de apropiada concentracion de anticuerpo de captura (anticuerpos
policlonales de ratén). El kit de ELISA tipo sdindwich a base de antigenos
excrecion - secrecion, detallo valor de sensibilidad de 100%, especificidad
de 96,6% y valores predictivos positivos asimismo negativos de 50% y
96,6%  correspondientemente; con  vinculacion al = examen

coproparasitoloégico  directo; con  vinculacion al  examen
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coproparasitologico directo, muy similar a lo encontrado en esta
investigacion. De igual forma (Li et al., 2005), se estandarizo la prueba de
ELISA indirecta para detectar anticuerpos para diagnostico de Fasciola
hepatica en alpacas, el ELISA indirecto sefiald ser un sensible e
igualmente apropiado método para diagnosticar fasciolosis pasiva en
alpacas y sirve como método de diagndstico de elegir andlisis
seroepidemioldgicos en rebafios de gran cuantia de animales que se

sometieron a intenso pastoreo.

Por su parte Cornejo y colaboradores (2010) en su analisis sobre
evaluacion de prueba de ELISA con antigeno metabdlico de Fasciola
hepatica para diagnosticar fasciolosis humana en Cajamarca, Pera. Indican
que la prueba de ELISA generada partiendo de antigeno metabolico de F.
hepética ha senalado mejor sensibilidad que otras pruebas inmunolégicas
efectuadas en Perti, como FAS2 y FASI-ELISA, western blot y arco2
(Cornejo et al., 2010).

4.1.3 Nivel de eficiencia segun sensibilidad, especificidad y valor predictivo,
a partir de resultados ELISA para antigenos de Fasciola hepdtica obtenidos,

segun ganado vacuno, ovino y alpacas

Tabla §
Tabla de resultados segun reaccion de diagnostico ELISA para antigenos

de Fasciola hepatica obtenidos de alpacas

Test de referencia

evaluacion post mortem — “Gold estandar”

Enfermos Sanos TOTAL

Resultado 9 2 11
Test o
positivo
estudiado
“ELISA” Resultado 1 8 9
negativo
TOTAL 10 10 20
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Tabla 6
Tabla de resultados segun reaccion de diagnostico ELISA para antigenos

de Fasciola hepdtica obtenidos de ganado ovinos

Test de referencia

Evaluacion Post mortem — “Gold estandar”

Enfermos Sanos TOTAL
Test Resultado 9 0 9
Estudiado  positivo
“ELISA”
5 Resultado 1 10 11
negativo
TOTAL 10 10 20
Tabla 7

Tabla de resultados segun reaccion de diagnostico ELISA para antigenos

de Fasciola hepdtica obtenidos de ganado vacuno

Test de referencia

evaluacion post mortem — “Gold estandar”

Enfermos Sanos TOTAL
Test
Resultado 10 1 11
estudiado o
positivo
“ELISA”
Resultado 0 9 9
negativo
TOTAL 10 10 20
46

repositorio.unap.edu.pe
NO ( > Citar adecuadamente esta tesic



NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

Tabla 8
Sensibilidad, especificidad y valor predictivo, a partir de resultados de
diagnostico ELISA para antigenos de Fasciola hepatica obtenidos de

ganado alpacas, ovino y vacuno

Test estudiado

ELISA

Evaluacion post mortem VP FP VN FN TOTAL
“Gold Estandar”

Ganado vacuno 10 1 9 0 20

Ganado ovino 9 0 10 1 20

Alpacas 9 2 8 1 20
Tabla 9

Comparacion de indicadores sensibilidad, especificidad, valor predictivo

positivo, valor predictivo negativo

Tipo de Sensibilidad  Especificidad Valor Global del
Ganado (%) (%) VA2 A Test (%)
Alpacas 90 80 81,82 88,89 85
Ovinos 90 100 100 90 94,74
Vacunos 80 90 88,89 81,82 85

La prueba de diagnostico ELISA mostr6é una alta sensibilidad en
alpacas, lo que indica que detecta de manera efectiva gran parte de positivos
casos. No obstante, su especificidad fue inferior (80%), lo que sugiere que
algunos casos negativos fueron incorrectamente clasificados como

positivos.

En ovinos, el ELISA presentd el mejor desempeiio, con una
sensibilidad alta (90%) y una especificidad del 100%, lo que detalla que no
se reportaron falsos positivos. Esto indica que la prueba es altamente

efectiva para deteccion de Fasciola hepdtica en esta especie.

El ELISA mostré una sensibilidad del 80% en vacunos, lo que

significa que no detectd correctamente el 20% de positivos casos. Su
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especificidad de 90% es adecuada, pero aun presenta falsos positivos e

igualmente negativos que podrian afectar la precision del diagnostico.

Al comparar los tres grupos de animales, se observa que el ELISA
tiene su mejor desempenio en ovinos, con un V.G. del 94,74% y una
especificidad perfecta del 100%. En alpacas y vacunos, el test también
muestra resultados aceptables, pero con algunas limitaciones,
particularmente en la deteccion de negativos en alpacas y en la

identificacion de positivos en vacunos.

En alpacas, la prueba mostr6 una sensibilidad del 90%, identificando
correctamente 9 de las 10 muestras positivas, aunque con un falso negativo.
La especificidad fue del 80%, lo que significa que, de las 10 muestras
negativas, 2 fueron clasificadas errbneamente como positivas. En general,
la eficiencia global del test fue del 85%, lo que indica que, si bien el ELISA
es confiable, existe un margen de error en la clasificacion de negativos, lo
que podria generar falsos positivos y afectar la eleccion de decisiones

sanitarias.

En la situacion de los ovinos, la prueba obtuvo los mejores
resultados. La sensibilidad alcanzé el 90%, con solo un falso negativo,
mientras que la especificidad fue del 100%, lo que indica que el test no
gener6 ningun falso positivo. Como resultado, el valor global del test fue
del 94,74%, lo que posiciona al ELISA como una herramienta altamente

confiable para la deteccion de Fasciola hepatica en esta especie.

Por otro lado, en vacunos, la prueba present6é una sensibilidad del
80%, con 2 falsos negativos entre las 10 muestras positivas, lo que sugiere
que el ELISA tiene una menor capacidad para deteccion correctamente de
la enfermedad en esta especie. La especificidad fue de 90%, con solo un
falso positivo. En términos generales, el valor global de prueba fue del 85%,
semejante al conseguido en alpacas, lo que indica la prueba ELISA es til,

pero con limitaciones en la deteccion precisa de positivos.
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Tabla 10

Analisis ANOVA para la contratacion de hipotesis

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 320,525 2 160,263 7,682 0,007
Dentro de
grupos 250,341 12 20,862
Total 570,867 14

A partir de estos resultados, se puede concluir que el ELISA tiene
un alto desempefio en ovinos, donde su especificidad del 100% lo
convierte en un método confiable para detectar tanto positivos como
negativos. En cambio, en alpacas y vacunos, aunque la prueba presenta un
desempefio aceptable, su menor especificidad y sensibilidad pueden llevar
a errores en la categorizacion de muestras, generando falsos positivos o
negativos. Esto se evidencia en el andlisis ANOVA, donde indica que la
significancia es menor a p < 0,05, indicando que existen diferencias

significativas entre los resultados de los grupos analizados.

Tabla 11
Prueba de Tukey

Tipo de N Subconjunto para alfa = 0,05
ganado 1 2
Alpacas 5 85,1420
Vacunos 5 85,1420

Ovinos 5 94,9480

Se visualizan medias para grupos en subconjuntos homogéneos.
a. Emplea el tamafio de la muestra de media arménica = 5,000.

En base a la prueba de Tukey, se recomienda utilizar la prueba
ELISA como método diagndstico principal usando antigenos de ganado
ovinos, la cual presenta mayor precision en la deteccion de Fasciola

hepatica seguido de ganado vacuno y alpacas.
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4.2 Discusion

El diagnodstico puntual de la fasciolosis en rumiantes es primordial para la
implementacion de estrategias de control efectivas, dado el impacto que esta enfermedad
genera en la productividad ganadera. En este estudio, se evalud la eficiencia de antigenos
de Fasciola hepdtica obtenidos de ganado vacuno, ovino y alpacas mediante la técnica
ELISA, considerando su sensibilidad, especificidad y valores predictivos. Los resultados
indicaron que la eficiencia diagnostica de los antigenos vari6 segun la especie,

observandose un mejor desempefio en ovinos en comparacion con vacunos y alpacas.

Estudios previos han demostrado que la respuesta inmunologica de cada especie
ante Fasciola hepdtica influye en la cantidad y calidad de los antigenos circulantes.
Drescher et al. (2023) encontraron que los antigenos excretores-secretores son altamente
sensibles para la deteccion de fasciolosis en ovinos, mientras que en vacunos la respuesta
puede ser mas variable debido a la presencia de infecciones cronicas que alteran los
niveles de antigenos. Esto coincide con los resultados del presente estudio, donde el
ELISA mostr6 una alta precision en ovinos, pero una menor sensibilidad en vacunos y

alpacas.

Por otro lado, la menor eficiencia diagnoéstica en alpacas puede estar relacionada
con la respuesta inmunoldgica especifica de los camélidos sudamericanos, la cual difiere
significativamente de la de ovinos y vacunos. Investigaciones como la de Ubeira et al.
(2024) han senalado que la deteccion serologica en alpacas puede verse afectada por la
presencia de reacciones cruzadas con otros parasitos, lo que incrementa la posibilidad de
falsos positivos. En este estudio, la especificidad del ELISA en alpacas fue menor en
comparacion con otras especies, lo que sugiere la necesidad de optimizar los antigenos

utilizados para mejorar la precision del diagnostico.

Adicionalmente, la eficiencia de los antigenos también puede depender del tipo
de técnica de extraccion y purificacion empleada. Walsh et al. (2021) destacaron que el
uso de fracciones antigénicas especificas, como la catepsina recombinante, mejora la
especificidad del ELISA en multiples especies. En el presente estudio, si bien la eficiencia
diagnédstica de los antigenos fue aceptable en general, los resultados sugieren que la
seleccion de antigenos mas especificos para cada especie podria optimizar la deteccion

de Fasciola hepatica.

50

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



NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

La cuantificacion de antigenos de Fasciola hepdtica en diferentes especies es
crucial para evaluar su potencial diagndstico. En este estudio, se encontré que la
concentracion de antigenos vari6 entre vacunos, ovinos y alpacas, lo que puede deberse
a diferencias en la carga parasitaria y en la respuesta inmunoldgica de cada especie. Los
antecedentes revisados, como el estudio de Drescher et al. (2023) sugirieron que los
antigenos excretores-secretores son altamente efectivos para la deteccion de la
fasciolosis, pero su expresion puede diferir segiin el huésped. Esto concuerda con los
resultados obtenidos, donde se observo que los ovinos presentaron una mayor cantidad
de antigenos detectables en comparacién con vacunos y alpacas, lo que podria estar
relacionado con la fisiologia de cada especie y la capacidad del parasito para excretar

proteinas inmunogénicas en diferentes hospedadores.

El desempenio del ELISA como método diagndstico varid entre las especies
estudiadas. En ovinos, la prueba mostrd una alta precision con una especificidad del
100%, mientras que en vacunos y alpacas se detectaron mayores tasas de falsos positivos
y negativos. Estos hallazgos coinciden con los de Walsh et al. (2021), quienes indicaron
que la respuesta inmunitaria de cada especie puede afectar en detectar anticuerpos contra
Fasciola hepatica. En vacunos, la presencia de infecciones cronicas puede alterar los
niveles de antigenos circulantes, disminuyendo la sensibilidad del ELISA. Asimismo, en
alpacas, se ha documentado que otras infecciones parasitarias pueden generar reacciones

cruzadas, lo que explicaria la menor especificidad de la prueba en esta especie.

El analisis de eficiencia del ELISA en funcion de sensibilidad, especificidad y
valores predictivos reveld que la prueba fue més confiable en ovinos que en vacunos y
alpacas. Antecedentes, como el de Ubeira et al. (2024) demostraron que la seleccion del
antigeno empleado en ELISA es un factor determinante para su rendimiento diagnoéstico.
En este estudio, la correlacion entre los resultados del ELISA y presencia real de Fasciola
hepatica fue alta en ovinos, pero menor en vacunos y alpacas. Esto sugiere que el uso de
antigenos especificos para cada especie podria mejorar la precision del diagnostico,

minimizando los casos de falsos positivos y negativos.

Los hallazgos detallan que la eficiencia del ELISA varia segun especie analizada.
La mayor precision en ovinos indica que los antigenos de Fasciola hepdtica obtenidos de
esta especie podrian ser mas adecuados para pruebas diagnosticas. Sin embargo, en

vacunos y alpacas, la presencia de falsos positivos e igualmente negativos sugiere la
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necesidad de optimizar los antigenos utilizados o combinar ELISA con otros métodos de
diagnodstico. Estos hallazgos resaltan la importancia de continuar investigando la
variabilidad en la respuesta inmunoldgica de cada especie para mejorar la deteccion de la

fasciolosis en diferentes sistemas productivos.
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CONCLUSIONES

PRIMERQO: Se determind que la eficiencia del uso de antigenos de Fasciola hepatica
para el diagnostico mediante ELISA varia segun la especie analizada. En
ovinos, la prueba mostré una alta sensibilidad (90%) y especificidad
(100%), lo que indica su confiabilidad para detectar la infeccion sin
generar falsos positivos. En contraste, en vacunos y alpacas la eficiencia
fue menor dado a la presencia de falsos positivos e igualmente negativos,
con sensibilidades del 80% y 90%, respectivamente. Estos resultados
evidencian que la capacidad de deteccion del test puede depender de
factores inmunologicos propios de cada especie, asi como de calidad del

antigeno empleado.

SEGUNDO: La cuantificacion de los antigenos obtenidos de las tres especies permitio
evidenciar diferencias en la cantidad de material antigénico disponible
para la prueba ELISA. La variabilidad en la cantidad de antigeno obtenido
sugiere que la carga parasitaria y la respuesta a nivel inmunitaria del
hospedador pueden influir en la cantidad de antigenos circulantes
detectables. Esto indica la necesidad de considerar la fuente del antigeno
al momento de desarrollar pruebas diagnosticas, ya que la calidad y
cantidad de los antigenos podrian afectar la sensibilidad y especificidad de

los ensayos seroldgicos.

TERCERO: Eldiagnostico ELISA mostr6 un desempefio variable segun la especie, con
el mejor rendimiento en ovinos y mayores limitaciones en vacunos y
alpacas. En ovinos, el ELISA se presentd como una herramienta confiable
para el diagnostico de la fascioliasis, mientras que en vacunos y alpacas la
presencia de falsos negativos y falsos positivos sugiere la necesidad de
optimizar los parametros de la prueba. Estos resultados resaltan la
importancia de evaluar de manera especifica la efectividad del ELISA en
cada especie para garantizar diagnosticos mas precisos y evitar errores que
puedan afectar la toma de decisiones en programas de control y

tratamiento.

CUARTO: Se establecio que la sensibilidad y especificidad del ELISA son variables

en funcién de la especie analizada, con una mayor eficiencia en ovinos
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(sensibilidad de 90% y especificidad de 100%) en cotejo con vacunos
(80% y 90%) y alpacas (90% y 80%). Estas diferencias en el desempefio
del test podrian estar influenciadas por la presencia de reacciones
cruzadas, diferencias en la respuesta inmune de cada especie y la
variabilidad en la expresion de antigenos de Fasciola hepatica. Por lo
tanto, se concluye que el nivel de eficiencia del ELISA es alto en ovinos,
moderado en vacunos y menor en alpacas, lo que sugiere la necesidad de

ajustes especificos para cada especie.
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RECOMENDACIONES

PRIMERQO: Se recomienda mejorar la seleccion de antigenos utilizados en ELISA para
cada especie con el fin de aumentar la precision del diagnostico. Es
fundamental realizar estudios adicionales para identificar qué fracciones
antigénicas proporcionan una mejor respuesta inmune en vacunos y
alpacas, evitando la aparicion de falsos positivos y negativos. Ademas, se
sugiere la combinacién del ELISA con otras pruebas complementarias,
como la deteccion de huevos en heces o técnicas moleculares, para mejorar

la certeza del diagnostico.

SEGUNDQO: Para garantizar una mejor uniformidad en la calidad del diagndstico, se
recomienda establecer protocolos estandarizados para la obtencion y
cuantificaciéon de antigenos en las diferentes especies. Esto incluye la
validacion de métodos de extraccion y purificacion de antigenos que
minimicen la variabilidad en los resultados del ELISA. También se sugiere
analizar el impacto de factores como carga parasitaria, la fase de infeccion
y las condiciones ambientales en la disponibilidad de antigenos en cada

especie.

TERCERO: Se recomienda realizar pruebas de validacion adicionales para ajustar los
pardmetros del ELISA en funcidon de la especie de origen. Esto permitiria
disminuir la tasa de falsos negativos en vacunos y alpacas, asi como
mejorar la especificidad en estas especies. Ademas, seria beneficioso
desarrollar variantes de la prueba que incluyan controles internos mas

estrictos y optimizar los puntos de corte de la prueba para cada especie.

CUARTO: Para mejorar la eficiencia del ELISA, se recomienda que los planes de
control de fascioliasis en la provincia de Melgar establezcan criterios
diferenciados de interpretacion de los resultados para cada especie. Esto
implica considerar la sensibilidad y especificidad obtenida en cada caso y,
en base a ello, definir umbrales de diagndstico adecuados. Asimismo, se
aconseja capacitar a los profesionales encargados del diagnostico en la
interpretacion adecuada de los resultados, promoviendo el uso de

herramientas complementarias cuando sea necesario.
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Anexo 2. Operacionalizacion de variables

VARIABLE DIMENSION INDICADOR
INDEPENDIENTE

Cuantificacion de antigeno
Ganado vacuno Diagnostico de ELISA
Lectura de placa

Cuantificacion de antigeno
Diagnéstico de ELISA

Antigeno de Fasciola hepdtica Ganado ovino
Lectura de placa

Cuantificacion de antigeno

Alpacas Diagnéstico de ELISA
P Lectura de placa
DEPENDIENTE VP: VERDADEROS POSITIVOS
SENSIBILIDAD FN: FALSOS NEGATIVOS
VN: VERDADEROS NEGATIVOS
ESPECIFICIDAD
FP: FALSOS POSITIVOS
DIAGNOSTICO
VP: VERDADEROS POSITIVOS
FN: FALSOS NEGATIVOS
VALOR PREDICTIVO

POSITIVO Y NEGATIVO | VN: VERDADEROS NEGATIVOS

FP: FALSOS POSITIVOS
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Anexo 3. Instrumentos de recoleccion de datos

FICHA OBSERVACIONAL PARA IDENTIFICACION DE INDIVIDUOS
(GANADO)PARA RECOLECCION DE MUESTRA EVALUACION POST
MORTEM - GOLD ESTANDAR

N° [ CODIGO| FECHA DE GANADO
RECOLECCIO
N OVINO VACUNO | ALPACAS

MF MS MF |MS | MF MS

MF: Muestra Fasciola hepatica

MS: Muestra sanguinea

KIT ELISA PARA DIAGNOSTICO DE FASCIOLOSIS - GANADO VACUNO-
OVINO Y ALPACAS - PROTOCOLO DE RESULTADOS

FECHA DE PRODUCCION:
ELABORADO POR:
I 2 3 4 5 6 7 8 9

A BLANCO

B SCP

C SCN

D SCN

E SCN
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Anexo 4. Base de datos

RESULTADOS DE LA PRUEBA ELISA

ANTIGENO ALPACAS
A B C D E F G H I J K L
1/8 1 9 1] 19
2|c.N 2l 10 12| 20
3lc.N 3 13
4lc.N 4 14
s|c.p 5 15
6 6 16
7 7 17
8 8 18
VP 9 FN 1
B |BLANCO SENSIBILIDAD VP/(VP+FN)*100 VALOR GLOBAL DEL TEST
C.N|CONTROL NEGATIVO 90 ((VP+VN)/(VP+FP+VN+FN))*100
C.P/CONTROL POSITIVO
M.P|MUESTRAS PROBLEMA VN 8 FP 2 V.G.= 85,00
ESPECIFICIDAD VN/(VN+FP)*100
80
ANTIGENO OVINO
A B [ D E F G H I J K L
18 1 9 1] 19
2lc.N 2l 10 12| 20
3lc.N 3 13
4lc.N 4 14
s|c.p 5 15
6 6 16
7 7 17
8 8 18
VP 9 FN 1
B |BLANCO SENSIBILIDAD VP/(VP+FN)*100 VALOR GLOBAL DEL TEST
C.N|CONTROL NEGATIVO 90 ((VP+VN)/(VP+FP+VN+FN))*100
C.P/CONTROL POSITIVO
M.P|MUESTRAS PROBLEMA VN 9 FP 0 V.G.= 94,74
ESPECIFICIDAD VN/(VN+FP)*100
100
ANTIGENO VACUNO
A B [ D E F G H I J K L
1(8 1 9 11] 19
2[c.N 2l 10 12 20
3lc.N 3 13
4lc.N 4 14
slc.p 5 15
6 6 16
7 7 17
8 3 18
VP 8 FN 2
B [BLANCO SENSIBILIDAD VP/(VP+FN)*100 VALOR GLOBAL DEL TEST
C.N|CONTROL NEGATIVO 0 ((VP+VN)/(VP+FP+VN+FN))*100
c.p/coNTROL POSITIVO
M.P|MUESTRAS PROBLEMA VN 9 FP 1 V.G.= 85,00
ESPECIFICIDAD VN/(VN+FP)*100
90
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Resultado test ELISA VS GOLD ESTANDAR en alpacas para busqueda

de verdaderos positivos y negativos y falsos positivos y negativos.

Muestra Gold Estandar Resultado ELISA
1 Positivo Positivo
2 Positivo Positivo
3 Positivo Positivo
4 Positivo Positivo
5 Positivo Positivo
6 Positivo Positivo
7 Positivo Positivo
8 Positivo Positivo
9 Positivo Negativo
10 Positivo Positivo
11 Negativo Negativo
12 Negativo Negativo
13 Negativo Positivo
14 Negativo Negativo
15 Negativo Negativo
16 Negativo Negativo
17 Negativo Negativo
18 Negativo Positivo
19 Negativo Negativo
20 Negativo Negativo

Nota. Resultados de laboratorio

Resultado test ELISA VS GOLD ESTANDAR en ovinos para busqueda de

verdaderos positivos y negativos y falsos positivos y negativos.

Muestra Gold Estandar Resultado ELISA
1 Positivo Positivo
2 Positivo Positivo
3 Positivo Positivo
4 Positivo Positivo
5 Positivo Positivo
6 Positivo Negativo
7 Positivo Positivo
8 Positivo Positivo
9 Positivo Positivo
10 Positivo Positivo
11 Negativo Negativo
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Muestra Gold Estandar Resultado ELISA
12 Negativo Negativo
13 Negativo Negativo
14 Negativo Negativo
15 Negativo Negativo
16 Negativo Negativo
17 Negativo Negativo
18 Negativo Negativo
19 Negativo Negativo
20 Negativo Negativo

Nota. Resultados de laboratorio

Resultado test ELISA VS GOLD ESTANDAR en vacunos para busqueda

de verdaderos positivos y negativos y falsos positivos y negativos.

Muestra Gold Estandar Resultado ELISA
1 Positivo Positivo
2 Positivo Positivo
3 Positivo Positivo
4 Positivo Positivo
5 Positivo Positivo
6 Positivo Positivo
7 Positivo Positivo
8 Positivo Positivo
9 Positivo Positivo
10 Positivo Positivo
11 Negativo Positivo
12 Negativo Negativo
13 Negativo Negativo
14 Negativo Negativo
15 Negativo Negativo
16 Negativo Negativo
17 Negativo Negativo
18 Negativo Negativo
19 Negativo Negativo

20 Negativo Negativo

Nota. Resultados de laboratorio
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Anexo 5. Panel fotografico

Obtencion de muestras de Fasciola hepatica en el camal para su traslado a laboratorio
(Evaluacion post mortem - Gold estandar).
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Traslado de muestras a provetas para aislar la vomica y calculo del volumen para
traslado a tubos para centrifugacion.

Centrigugacion de tubos con la vomica para retirar sobrenadante y trabajar la
cuantificacion segun tipo de ganado.
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