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RESUMEN

Los objetivos de este trabajo de investigacion fueron: Determinar la
sensibilidad y especificidad del kit de ELISA y Establecer el Valor Predictivo
Positivo y Negativo del kit de Elisa con antigeno semipurificado en el
diagndstico de la fasciolosis en alpacas (vicugna pacos). Como material de
éstudio se emplearon:. 62 muestras de sueros de alpacas obteniendo una
prevalencia general de 24 muestras comprobado mediante el examen post
morten y 38 sueros negativos a fasciolosis. El antigeno utilizado fue de 1
ugful producido a partir del ahtigeno semipurificado de excrecion / secrecion
(E-S), el kit fue producidc en el laboratorio ORION de la ciudad de Punc.
Obteniéndose los resultados: sensibilidad de 87,50 %, especificidad 86,84 %,

el valor predictivo positivo 80,77 % y valor predictivo negativo 91,67 %.

Palabras claves: ELISA, Antigeno semipurificado, Fasciola hepética,

sensibilidad, especificidad.



ABSTRACT

The objectives of this research were to determine the sensitivity and
specificity of the ELISA kit and Set Positive and Negative Predictive Value of
Elisa kit semipurified antigen in the diagnosis of fasciolosis in alpacas
(vicugna pacos). As study material were used: 62 samples of sera from
alpacas getting an overall prevalence of 24 samples tested by examining
post-mortem and 38 negative sera fasciolosis. The antigen used was 1 ug / ul
produced from semi-purified antigen excretion / secretion (ES), the kit was
produced in the laboratory ORION in the city of Puno. Obtaining the results:
sensitivity of 87,50 %, specificity 86,84 %, positive predictive value 80,77 %

~and 91,67 % negative predictive value.

Keywords: ELISA, semipurified antigen, Fasciola hepatica, sensitivity,

specificity.



INTRODUCCION

La fasciolosis en el Peru es una enfermedad endémica de la
ganaderia, siendo la de mayor prevalencia y responsable de cuantiosas
pérdidas econdémicas por el decomiso de visceras afectadas por esta
parasitosis, que ocasiona disminucion de peso del animal, disminucion de
la calidad de fibra en cuanto se refiere a los Camélidos Sudamericanos,
hasta incluso ocasionando la muerte por ser sensibles, la Fasciola
hepatica puede afectar a diferentes especies como bovinos, ovinos,

caprinos, alpacas, al hombre y raramente aves.

Su agente etiolégico es la Fasciola hepatica, es un trematode que se
localiza en los canaliculos biliares y migran al parénquima hepatico, las

alpacas adquieren la parasitosis por la ingestion de metacercarias.

El diagnostico de la fasciolosis en los animales se realiza por el
examen coprologico por el método de Lumbreras o Dennis modificado

que a pesar de ser sencillo y de bajo costo no permite detectar la



infeccion en su periodo prepatente, también por la carga parasitaria y el

tiempo que toma en procesar las muestras.

Las pruebas inmunoldgicas se han planteado como alternativa de
diagnostico para esta parasitosis. La prueba de ELISA (Ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas) permite un diagnéstico mas temprano

y detecta los estados juveniles del parasito.

En el trabajo de investigacion, se utilizé6 el método de ELISA con
antigeno semipurificado para el diagnostico de fasciolosis en alpacas, ya
que es necesario disponer de nuevas altemnativas de diagnéstico de la
enfermedad, contribuyendo de esta forma con la implementacion de un
método de diagndstico sensible y especifico de la fasciolosis. El analisis
de las muestras serologicas se realizé en el Laboratorio de Investigacion,
Anadlisis y Diagnéstico Clinico “ORION”, ubicado en el Centro Camino

Real Jr. Lima N°208, 2do piso (parque Pino) de la ciudad de Puno.



Con los resultados de esta validacién, el presente de investigacion
busca contribuir con el conocimiento en el tema de diagnéstico de fasciola
en alpacas y de esta manera se aporta una alternativa accesible a
nuestros alpaqueros con la deteccion temprana de la fasciolosis en sus
animales, lo que contribuira a disminuir considerablemente el gasto por
tratamiento al estar dirigido Unicamente a los animales afectados con la

enfermedad.

Asimismo, el objetivo es proporcionar a las autoridades de sanidad
una altemativa en el uso de pruebas de diagnéstico en fasciolosis de la
"region y tomar decisiones oportunas en la solucion de esta enfermedad
mediante medidas terapéuticas y acciones profilacticas apropiadas
tendientes a disminuir los dafios en la etapa invasiva de la parasitosis y
en consecuencia minimizar el deterioro en la salud y productividad de las

alpacas.

El antigeno semipurificado producira una sensibilidad mayor al
80,00 %, y una especificidad mayor al 85,00 %, en el diagnéstico de la

fasciolosis de alpacas. El valor predictivo positivo y negativo de antigeno



semipurificado sera mayor al 80,00 % en el diagnéstico de la fasciolosis

en alpacas.

Objetivo General:

e Determinar la efectividad del kit de ELISA con antigeno
semipurificado en la detecciéon de anticuerpos en el diagnostico de

fasciolosis en alpacas.
Objetivos especificos:

e Determinar la sensibilidad y especificidad del kit Elisa con antigeno
semipurificado para el diagnoéstico de la fasciolosis en alpacas.
¢ Determinar el valor predictivo positivo y negativo del kit Elisa con

antigeno semipurificado en el diagnéstico de la fasciolosis en alpacas.



l. MARCO TEORICO

1.1. MARCO TEORICO CONCEPTUAL
1.11 Fasciola.

La enfermedad es producida por la Fasciola hepatica o comunmente
llamado “alicuya”, “duela del higado”, “gusano del higado”, “jallo jallo” y
“distoma”, en la zona gquechua (alicuya, kallutaka, kispakuro), en la zona
aimara (tanta huahua, chufo silpi). Tiene forma de hoja de coca y es
propio de los bofedales. Se localiza en los conductos biliares pudiendo
tener localizaciones erraticas en pulmones y otros érganos. El parasito es

grande llegando a medir 3 cm de diametro. (Torres, Quina. 2007; Leguia

y ¢0l.1999; Bustinza. 2001, Solis. 1997; Espezaa. 2004).

Hospederos definitivos: alpaca, llama, ovinos, bovinos, caprino,
cerdo, équido, roedores y humanos. Hospedero intermediario: caracol
Lymnaea (Rojas, Marcelo. 2004). Son dextrégiros y tienen gran
capacidad reproductiva. Un solo caracol puede llegar a reproducir hasta

25, 000 descendientes y actuar en forma hermafrodita (Bustinza. 2001).



1.1.2 Ciclo biologico.

Es indirecto. Las fasciolas eliminan miles de huevos que salen al
exterior con las heces. En el medio ambiente propicio los huevos
desarrollan y liberan embriones ciliados llamados miracidios, éstos
penetran en los caracoles del género Lymnaea, dentro de los caracoles el
miracidio se transforma sucesivamente en esporocisto, redia y finalmente
cercaria, en cuya forma abandona el caracol, migra a los pastizales y se
convierte en metacercaria, la cual constituye la forma infectante.

(Bustinza, 2001).

Los camélidos sudamericanos se infectan por el consumo de pasto,
forraje y agua de bebida, infectados con metacercarias. La metacercaria,
al ser ingerida por la alpaca, se desenquista en el estémago liberando la
fasciola inmadura precoz, de menos de 1 mm éste, |u‘ego atraviesa el
intestino, migra por el peritoneo y aicanza el higado, perforandolos hasta
llegar a los conductos biliares donde se hace adulta. En zonas enzooticas
puéden producirse infecciones transplacentarias cuando algunos
distomas pasan al feto después de atravesar el utero. El periodo

prepatente es de 8 semanas en la alpaca (Bustinza, 2001).



1.1.3 Sintomatologia.

Se presenta bajo 2 formas: La forma. aguda; los animales se
manifiestan débiles, falta de apétito, dolor a la presién de la zona
hepatica, postracion y la muerte sobreviene en 2 o 4 dias. En la forma
cronica en la fase migratona (1-8 semanas), los animales muestran un
ligero incremento de peso por la mayor sintesis de globulinas; pero
cuando los distomas alcanzan los conductos biliares aparecen en el los
principales sintomas que son: anemia manifestada por la palidez de las
mucosas, inapetencia, emaciacion progresiva, debilidad, cdlicos, edema
submandibular, at_)domen abuitado, diarrea alternada con estrefiimiento, la
fibra es aspera y se desprende faciimente, la enfermedad dura mucho
tiempo y los animales mueren después de 3 a 4 meses. Los que
sobreviven se muestran débiles y pueden ser afectados faciimente por
otras enfermedades parasitanas o infecciosas (Solis 2006, Bustinza

2001).

Los sintomas de la enfermedad dependen de la cantidad y la
frecuencia de la ingestiébn de metacercarias, siendo los sintomas mas

frecuentes la inapetencia del animal, anemia, péerdida de peso, palidez de



las membranas mucosas, anorexia, letargo, que traducen en la baja de

las condiciones e indices productivos del animal (Espezia, 2004).

1.1.4 Patologia.

A la necropsia se puede observar ascitis, edema submandibular,
anemia hemorragica cronica de tipo macrocitica, destruccién necrosis y
hemorragia del parénquima hepatico, liquido sanguinolento en la cavidad
peritoneal, higado aumentado de tamafo, congestionado, fiable y

hemorragico (Espezua, 2004).

En los casos cronicos se puede observar la presencia de gran
cantidad de liquido seroso en la cavidad peritoneal, el higado reducido de
tamafio y con diversos grados de cirrosis hepatica, los conducios biliares
engrosados, prominentes, fibrosos de color blanquecino, que al corte

- presenta gran cantidad de fascioias y bilis de color negruzco (Espezua,

2004).



El higado se encuentra engrosado, palido y friable, y muestra
numerosos tractos hemorragicos sobre la superficie y en el parénquima,
asi como depodsitos de fibrina en la superficie hepatica y cavidad
peritoneal. Se pueden encontrar entre 200 y 500 adultos de Fasciola

hepatica (Souisby, 1987).

1.1.5 Inmunodiagnaéstico.

El diagnéstico definitivo de la infeccion parasifcaria depende en la
mayoria de los casos de la demostracion de la presencia del parasito en
el huésped, es asi que el diagnéstico de serologia es un metodo
importante para determinar la parasitosis en animales tanto en la fase
aguda o invasiva de la infeccion (fasciolosis), entendiendo que el parasito
se encuentra en el parénquima hepatico, el cual puede ser demostrado

por los métodos de serologia (Marco, V. et al 2001).

El diagnéstico de las enfermedades parasitarias comunmente se
realiza por hallazgos directos de elementos parasitarios (huevos, quistes,

larvas) desde las excreciones o tejidos del hospedero (heces, orina,
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sangre). También existen los métodos inmunodiagnésticos, que para el
caso de los parés!'tos, se han implementado todos los conocidos. Los
inmunodiagnésticos son utiles para: la detecciéon de parasitos inaccesibles
por los métodos directos, deteccibn de infecciones prepatentes, y

deteccion de infecciones cronicas (Rojas, Marcelo. 2004).

El diagnéstico de rutina de la fasciolosis en los animales se realiza
mediante la observacion de los huevos del parasito a través del examen
coprologico por el método de sedimentacién de lumbreras, método que a
pesar de sencillo y de bajo costo, no permite diagnosticar la infeccién en
el periodo prepatente y no es muy eficiente cuando la carga parasitaria
es leve. Se agrega a ello la necesidad de realizar examenes seriados
para la confirmacion de la infeccion por estos trematodes, y asi tomar
medidas pertinentes para su control de esta parasitosis, asi como el
tiempo que requiere su ejecucion (alrededor de 20 minutos por muestra)

(Gorman, T. y col. 1991).

En la fase aguda de la enfermedad no se encuentran huevos de

fasciola en las heces, pues los parasitos no han lliegado a los conductos
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biliares y estan completamente inmaduros. En la fase crénica el
diagnoéstico se realiza por el hallazgo de huevos tipicos operculados al
examen fecal microscépico, mediante el método de Dennis Modificado o

el de flotacion por medio del Sulfato de Zinc (Bustinza, 2001).

Las pruebas diagnésticas se han evaluado tradicionalmente
calculando su sensibilidad y especificidad, la proporciébn de falsos
negativos y de falsos positivos y los valores predictivos positivo y
negativo. La sensibilidad (proporciéon de pacientes con la enfermedad que
presentan un resultado positivo) indica qué tan buena es una prueba para
identificar a las pacientes enfermas; la especificidad (proporcidon de
pacientes sin la enfermedad que presentan un resultado negativo) indica
en qué medida es buena la prueba para identificar a los pacientes que no
tienen la enfermedad. La proporcic’)h de falsos negativos (proporcion de
pacientes enfermoé gue presentan un resultado negativo) y la proporcion
de falsos positivos (proporcion de pacientes sanos que presentan un
resultado positivo) son bajas cuando la prueba tiene sensibilidad y

especificidad elevadas (Noel & Sanchez, 2002).
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Mediante la prueba de ELISA (prueba inmunoabsorbente ligada a
enzimas) la especificidad y sensibilidad se obtuvo con respecto al
coproparasitolégico de dennis fue del 6820 % y 6000 %
respectivamente, obteniendo antigenos de excrecién y secrecion de

parasitos adultos de Fasciola hepéatica (Colona & Alzadora, 1995).

Los valores de sensibilidad, especificidad y valores predictivos
positivo y negativo fueron del 100,00 % para la pruebas de ELISA,
seroepidemiol6gicos; por tanto, esta prueba puede sustituir al examen
coproparasitologico, tanto en el diagnoéstico individual, como en rebafios
con infeccion por Fasciola hepatica. El ELISA indirecto demostré ser un
método sensible y util para el diagnostico de fasciolosis pasiva en alpacas

(Hillyer et al, 1992).

En Egipto, se efectué un trabajo con animales, que apuntaba a
determinar el efecto de la purificacién de antigenos crudos de Fasciola
gigantica y Fasciola hepatica adultas sobre las reacciones cruzadas
encontradas en contra inmuno electroforesis (CIEP) y ELISA, con sueros

de enfermedades parasitarias y no parasitarias. Asi determino que
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usando CIEP es mas especifico el antigeno semipurificado de F. hepatica
que el antigeno crudo, o mismo sucedié con la aplicacién de ELISA,
donde se obtuvo mejores resultados con el antigeno semipurificado

(Khalil et al, 1990).

Observaron que la presencia de anticuerpos contra antigenos de
excrecion/secrecion (E/S) pudo ser demostrada en el 100% de los
animales infectados desde periodos muy tempranos de la infeccién

(Espino et al, 1987).

La mayoria de los métodos de diagndstico indirecto (ELISA) que
aparecen reportados en la literatura estan basados en la deteccién de
anticuerpos, éstos son los mejores en cuanto al diagnéstico, frente a
métodos de diagndstico coproscopicos, tomando interés respecto a la
poblacidon diagnosticable y tiempo de diagndstico {(Hillyer & Soler de

Galanes, 1991).
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Investigaciones recientes en busca de alternativas diagnésticas mas
eficientes y de aplicacién a gran escala han demostrado que con las
técnicas inmunoldgicas se puede realizar un diagnéstico temprano de la
parasitosis, una de ellas es la prueba de ELISA, es la que ha probado en
el diagnostico de l_as infecciones por Fasciola. hepatica. Sin embargo, si
se lograra purificar de los extractos antigénicos aquellas fracciones de
mayor sensibilidad y especificidad contra las formas maduras e inmaduras

del parasito, esta eficiencia aumentaria atin mas (Gorman & col, 1991).

La prueba de ELISA como una de varias pruebas de diagnéstico
serolégicos, recomendados, puede detectar la respuesta inmune de
corderos contra Fasciola hepatica a partir de la segunda semana de

infeccion (Jemli et al, 1992).

En un trabajo de experimentaciébn con animales de laboratorio
comprobaron que en el suero se puede detectar anticuerpos a partir del

octavo dia post infeccion por la prueba ELISA (Curzel, 2001).
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1.1.6 Pruebas directas.

1.1.6.1 Meétodo de Dennis Modificado

Es un meétodo coproparasitolégico de concentraciéon, sirve para el
hallazgo de huevos de fasciola hepatica, Paramphistomun vy
Metastrongylus, disefiado especialmente para fasciolas cuyos huevos
requieren un tratamiento cuidadoso debido a su tamaric y fragilidad por
ejemplo de centrifugaciéon que tienden a romperlos. Se colecta una
muestra de 2 — 3 g de heces, para desmenuzarlo en el mortero u

homogenizario con la bagueta {(Rojas, 1990).

1.1.7 Pruebas indirectas.

a. Elisa

La técnica ELISA (Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas)
se basa en la deteccion de un antigeno inmovilizado sobre una fase soélida
mediante anticuerpos que directa o indirectamente producen una reacciéon
cuyo producto, por ejemplo un colorante, puede ser medido

espectrofotométricamente. Este principio tiene muchas de Ias
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propiedades de un inmunoensayo ideal: es versatil, robusto, simple en su
realizaciéon, emplean reactivos econémicos y consigue, mediante el uso
de la fase sélida, de una separacién facil entre la fraccion retenida y la

fraccién libre. (Reina, 2003).

b. Elisa Indirecto

La prueba de Enzimoinmunoanadlisis (ELISA), consisfe en la
demostracion del anticuerpo presente en el suero del infectado
(anticuerpo primario), que se liga a un anticuerpo especifico (anticuerpo
secundario), el cuél se encuentra marcado con una enzima; la adiciéon
del sustrato correspondiente y un cromdgeno, da lugar a un producto
coloreado. El color es proporcional a la cantidad de anticuerpos
presentes en el suero y puede ser medido en un espectofotdmetro
(lector de ELISA) o hacerse la lectura visualmente. El método emplea
como soporte del antigeno la superficie de los pozos de una placa de

microtitulacion (Naquira y col, 1999).
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La prueba se utiliza para detectar la presencia de antigeno o
anticuerpos, o de ambos, en una muestra, y se determina por la accion
de una enzima (inmuno-peroxidasa) que se agrega al sustrato en la
unién antigeno-anticuerpo. La actividad enzimatica constituye la medida
de la cantidad de Ag o Ac presente en la muestra. La actividad
enzimatica puede seguirse por el cambio de color (originado por la
hidrélisis del sustrato) que se observa directamehte 0 se mide en un

fotocolorimetro. (Ferreira, 2003).

1.1.8 Antigeno.

Es una sustancia que estimula la formacién de un Ac en células
que reaccionan especificamente de esos Ags. La mayoria de los Ags
completos son proteinas, pero algunos son polisacaridos o polipéptidos,
es decir, la mayor parte de los Ags son macromoléculas con peso
molecular mayor de 10 000. Para funcionar como Ags, las substancias
deben ser reconocidas como extrafias 0 no propias por el animal, ya que
en general los animales no producen Acs a sus propias proteinas

(Jawtez E. 1985).
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Los antigenos son sustancias que pueden estimular en un animal
la elaboracién de ciertas proteinas, denominadas anticuerpos, las cuales
tienen la facultad de reaccionar con ellos de manera especifica. (Ferreira.

2003).

1.1.9 Anticuerpo.

Son proteinas que son formadas como respuesta a un Ag y
reaccionan especificamente con dicho Ag o con uno muy estrechamente
relacionado con él. Solamente los vertebrados sintetizan Acs. Estas
proteinas especializadas se denominan también inmunoglobulinas

(Jawtez E. 1985).

Los anticuerpos son proteinas especializadas, Illamadas
inmunoglobulinas, que tienen la caracteristica de reaccionar con un
antigeno; su produccién esta a cargo de las células plasmaticas, y en el
plasma representan el 10 al 20 % de las proteinas totales. Se reconocen

varias clases de inmunogiobulinas que se han nombrado cada una con
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una letra A, G, M, D y E, cuya estructura basica es similar en todas ellas,
con las variaciones propias de cada una, atribuibles a los determinantes
antigenicos especiales y a las diferencias moleculares correspondientes a
su arquitectura y configuracién especial, que les confiere la especificidad

de reaccionar con un antigeno en particular (Ferreira, 2003).

Los anticuerpos son producidos por los linfocitos B, mayormente
estimulados por los linfocitos T ayudadores, que estimulan a los linfocitos
B para producir anticuerpos. Existen 4 clases de inmunoglobulinas: IgM,

IgG, IgA, IgE (Rojas, M. 1990).

1.1.10 Ig M.

La macroglobulina IgM es una inmunoglobulina intrigante porque la
mayor parte de sus funciones pueden ser asumidos por la IgG.
Filogenéticamente la IgM aparece antes del desarrollo de la IgG, puesto
que los vertebrados primitivos tienen la IgM pero no la 1gG. La IgM es la
primera que se produce en el feto en desarrollo. Igualmente en la
respuesta inmune del adulto la IgM aparece antes que la IgG como

anticuerpo especifico (P.M. Outteridge).Representa el 10,00 % de las Ig
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totales. Es el principal componente de las Ig fijadas a la superficie de los

linfocitos B (en forma de mondémero) (Cohaila, 1998).

La inmunoglobuiina M, a menudo llamada macroglobulina por su
alto peso molecular, es un polimero de una misma molécula, esia
inmunoglobulina es un agente aglutinante y citolitico muy eficiente y
aparece rapidamente en respuesta a la infeccidén sanguinea, por lo cual,
es de particular importancia en los casos de bacteremia; ademas, es la
que mejor fija el complemento e inicia su activacion por la via clasica.

(Ferreira, 2003).

1.1.11 IgG.

Esta corresponde aproximadamente, al 80,00 % de las
inmunoglobulinas totales; pasa mas facil que las otras al espacio
-~ extravascular y alli actia para neutralizar toxinas y captar
microorganismos que luego son destruidos por mecanismos de

citotoxicidad, aglutinacion y fagocitosis. (Ferreira, 2003).
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La IgG es el principal cabalio de batalla del “establo” de las Igs,
junto con la IgA, es la inmunoglobulina mas importante sintetizada durante
la respuesta secundaria, se difunde con mayor facilidad que las demas
inmunoglobulinas hacia los espacios extravasculares corporales.(M. Roitt,

2003).

1.1.12 Sensibilidad.

Es la proporcion de individuos con la enfermedad que tienen una
prueba positiva. La sensibilidad nos indica cuan buena es una prueba
diagnéstica para identificar una enfermedad. Por lo que se llama

proporcion de verdaderos positivos. (O. Avalos, 2000).

1.1.13 Especificidad.

Es la proporcion de sanos que tiene una prueba negativa. Es
decir, ia especificidad valora la utilidad de una prueba a los fines de
identificar a los no enfermos (proporcion de verdaderos negativos). (O.

Avalos, 2000).
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1.1.14 Valor predictivo positivo.

Es la probabilidad de que un animal con prueba positiva tenga la
enfermedad. Corresponde a los animales enfermos con pruebas positivas

de entre todas las pruebas positivas. (O. Avalos, 2000).

1.1.15 Valor predictivo negativo.

Es la probabilidad de que un animal con prueba negativa no tenga
la enfermedad, es decir, que esté realmente sano. Corresponde a los
animales sanos con pruebas negativas de entre todas las pruebas

negativas. (O. Avalos, 2000).

1.1.16 Valor global o indice de validez.

Es la probabilidad de que un animal sea clasificado correctamente

por la prueba. (O. Avalos, 2000).
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1.2. ANTECEDENTES

Li Olga et al. Lima - Pera 20085, estandarizaron la prueba de
ELISA indirecta para la deteccién de anticuerpos para el diagnéstico de
Fasciola hepética en alpacas. Ellos emplearon los productos de excrecion
y secrecion (E - S) como antigeno, Se obtuvo un inmunoconjugado de
peroxidasa anti-lgG de alpacas por cromatografia de afinidad a proteina
A, trabajaron con 40 muestras, las cuales se dividieron en 2 grupos
controles: 1 grupo control positivo conformado por 12 alpacas
procedentes de zonas endémicas de crianza extensiva y mixta (ovinos y
bovinos); y un grupo control negativo conformado por 28 alpacas donde
no se alterna la crianza con bovinos y ovinos; y con un control de
desparasitaciébn. De los 40 sueros se obtuvieron una sensibilidad y
especificidad del 100.00 % respectivamente. Todos los animales del
grupo control positivo resultaron positivos a la prueba'de ELISA. De igual
forma los animales del grupo control negativo resultaron negativos a la
prueba de ELISA. Por lo tanto, la sensibilidad, especificidad, valor

predictivo positivo y valor predictivo negativo fueron del 100.00 %.

Vargas L. Danilo et al. Santiago-Chile 2001, realizaron la

implementacion de un ensayo de ELISA en equinos naturalmente



-24 -

infectados con Fasciola hepatica con la excrecion y secrecion de
antigenos de fasciolas adultas. La estandarizacion se realizd con 2 sueros
negativos y con un suero positivo proveniéntes de la X!l Regién de Chile
confirmados al examen post mortem de los equinos sacrificados. La
evaluacion se realizé en 226 muestras divididas en 4 grupos: 70 sueros
positivos confirmados al examen para fasciola, 115 sueros negativos, 19
sueros con otras patologias y 22 sueros de equinos aparentemente
sanos. Con este ensayo de ELISA se obtuvo los siguientes resultados:
Sensibilidad 85,70 %, especificidad 97,40 %, valor predictivo positivo
93,80 %, y valor predictivo negativo 93,80 %; estos concuerdan con los
resultados obtenidos en otras especies de abasto .tales como bovinos,

ovinos y porcinos.

Gorman Texia et al. Santiago-Chile 1998, evaluaron vy
caracterizaron la respuesta inmune humoral de bovinos naturalmente
infectados con Fasciola hepética, frente a un exiracto total de antigenos
de excrecion - secrecion (E - S) y a una fraccién antigénica semipurificada
cromatograficamente (<30 kDa), seleccionada previamente por su
eficiencia diagnostica en otras especies. Ambos preparados antigénicos

fueron analizados mediante ELISA en microplaca y electroforesis en geles
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de poliacrilamida en condiciébn de desnaturalizacion (SDS-PAGE) vy
posterior inmuno-electrotransferencia enzimatica o Western Blot. La
evaluacion se realizé en 118 muestras divididas en 3 grupos: 52 sueros
de bovinos con fasciolosis comprobada mediante examen post morterh,
18 sueros de animales sin la infeccidén y 48 sueros de vacunos infectados
con hidatidosis, pero sin fasciolosis. Se observé que de los 52 sueros
positivos, el resultado serologico fue en 28 (63,80 %) de ellos, quedando
24 (46,20 %) sueros como falsos negativos. Por otra parte los 18 sueros
de vacunos sanos resultaron negativos a la prueba. Obteniéndose en el
ELISA con extracto crudo (E - S) una sensibilidad de 53,00 % y
especificidad 100,00 %, en tanto que con la fraccién semipurificada se
obtuvo una sensibilidad mayor de 90,00 % y especificidad de 100,00 %,
esto, debido a que de los 52 sueros positivos 5 fueron negativos a ELISA,
dando una concordancia de 90,40 % y sensibilidad de 90,00 %. Todos los
sueros de bovinos sanos, fueron negativos a la prueba, obteniendo una

especificidad de 100,00 %.

Gorman Texia et al. Santiago-Chile 2000, evaluaron el Valor
Predictivo de éxito terapéutico de una fraccién semipurificada de < 30
KDa de Fasciola hepatica, empleando ELISA y Western Blot en el

reconocimiento antigénico de ovinos infectados. El ensayo de ELISA se
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realiz6 en microplacas. Quince ovinos fueron infectados naturaimente
después de permanecer un més en un predio de una zona endémica,
siendo evaluados cada mes durante 12 meses. Se emplearon sueros
controles positivos y negativos a Fasciola hepatica y “pools” de sueros

ovinos con otras parasitosis y sin fasciolosis.

Fredes Femando et al. Santiago-Chile 2003, utilizaron dos
proteinas antigénicas de Fasciola hepética, una de 14 kDa y otra de 29
kDa, ambas fueron purificadas por la técnica de electroelucion a partir de
un antigeno de excrecién - secrecion (E - S) de fasciolas adultas. Estas
proteinas fueron evaluadas por separado, mediante una técnica de ELISA
utilizando para ello sueros de ovinos con fasciolosis, sueros de ovinos sin
fasciolosis y sueros de ovinos con otras parasitosis. La proteina de 14
kDa tuvo una sensibilidad baja de 60,00% y una especificidad del 100,00
%, mientras que su valor predictivo positivo fue de 100,00 % y el negativo
de 77,00 %. Los valores de sensibilidad y especificidad obtenidos para la
proteina de 29 kDa fueron de un 94,00 % y 98,00 % respectivamente,
mientras que el valor predictivo positivo fue de 97,00 % vy el negativo-de

96,00 %.



. MATERIAL Y METODOS

2.1 LUGAR DE ESTUDIO.

El presente trabajo de investigacion “Validacion del kit de ELISA
con antigeno semipurificado para el diagnéstico de fasciolosis en alpacas
(Vicugna pacos)” se realiz6 en el Camal Municipal del distrito de Ayaviri,
provincia Melgar en la regién de Puno. Ubicado a 14° 53’ latitud sur, 70°
35’ longitud oeste del meridiano de Grennwich y una altitud que fluctia
entre los 3 890 m.s.n.m. a 4 266 m.s.n.m, la temperatura varia de 18 a 20°
maxima a 0° minima, con una poblacién de 72, 005 habitantes de los
cuales el 58,00% es rural. Se encuentra limitado por el norte con la
provincia de Carabaya, por el Sur con la Provincia de Lampa, por el este
con la provincia de Azangaro y por el Oeste con el departamento de

Cusco (SENAMI, 1999).

Su clima es variado, se distinguen dos estaciones bien marcadas
una lluviosa de octubre a marzo y la otra seca e invernal de abril a

septiembre. Se llega por carretera asfaltada y ferroviaria desde la capital
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Puno, con un recorrido de 96 Km. Su fauna podemos destacar la
crianza en un gran porcentaje de ganado como la alpaca en sus
diferentes variedades (suri, huacayo), el vacuno (muchos de estos ya
mejorados), el ovino y en muy poca cantidad el porcino. Pero también
encontramos las vicuiias de preciada lana, la llama, el burro, el caballo
(en buena cantidad en los distritos de Nufioa y Macari considerado como

la capital hipica), aves de corral (gallinas, cuyes, patos, conejos, efc).

2.2 POBLACION Y MUESTRA.

La poblacion faenada estuvo constituida de un total de 80 aipacas
que se beneficiaron durante 1 mes, en el camal municipal del distrito de
Avyaviri de la regiébn Puno. Siendo el tamafio de muestra analizada de 62
alpacas, comprendidas entre machos y hembras de la raza Huacaya.

2.3 MATERIALES.

En la presente investigacion se utilizaron los siguientes materiales:
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2.3.1 Material biolégico.

e 62 muestras de suero sanguineo de alpacas sin anticoagulante.

2.3.2 Equipo y material para el trabajo en campo.

. Jabon carbdlico,

. Alcohol yodado,

. Algodoén,

. Torniquete,

. Guantes desechables,
e Tablero de apuntes,

® Botas de jebe,

. Mandil,

° Cintas maskintein,

. Marcador de ganado,

o Camara fotografica,

. Caja para conservacion de muestras.
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2.3.3 Equipo y material para el trabajo en laboratorio.

. Kit de ELISA ORION para diagnéstico de Fasciola hepética en

alpacas.
. Tips para micro pipetas amarillas y azuies,
o Frascos de 1 litro.
. Frascos dé 100 ml. |

. Probetas de 100 ml y 1 litro.

. Pipetas de 5 mly 10 ml.

. Parafilm.
. Guantes de latex.
. Papel absorbente tipo toalla.

. Micropipeta de 5 — 50 ul.
. Micropipeta multiple 50 — 300 ul.

. Estufa 37°C.

o Refrigerador.

. Balanza analitica,
. Centrifuga.

o Sueros problema.

. Agua destilada.
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2.4 METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
El procedimiento a seguir es:
2.4.1 Recoleccion de campo: Obtencion del anticuerpo
a. thencién de muestras sanguineas.

La obtencién de las muestras sanguineas se realizé por puncién venosa

de la siguiente manera:

¢ Se sujeto a la alpaca y se realizo la hemostasia con la ayuda de una
soga en el tercio infenor del cuello.

¢ Se identifico el lugar de la venopuncion para luego realizar ia limpieza
de la piel con alcohol yodado al 3,00 %; realizandose la puncién
percutanea para obtener sangre de la vena yugular en una cantidad
aproximada de 10 ml en un tubo de ensayo de 20 ml debidamente
rotulado y sin anticoagulante.

» La muestra de sangre recolectada se dejé coagular a temperatura
ambiente (protegida de la luz solar directa) cerrando el tubo y

colocandolo en posicion inclinada.
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e Las muestras fueron transportadas en un cooler debidamente

rotuladas para su trabajo en el laboratorio.

Obtencion y conservacion del suero.

¢ Se centrifugb las muestras sanguineas a 3500 rpm durante 5 minutos.

¢ Con ayuda de una pipeta Pasteur se retir6 el suero obtenido de cada
tubo hacia un vial de plastico, aproximadamente 2 ml. de capacidad y
luego se cerré herméticamente asegurando con esparadrapo.

¢ Procediéndose a rotular los viales.

e Una vez obtenido aproximadamente 2ml de muestras de suero (no
hemolizadas), Se conservé en refrigeraciéon a (4° C) por 24 a 48 horas

y por mayor tiempo en congelacién (freezer. -20° C).

Examen post morten (Gold Estandar).

El examen post morten de las alpacas se realizd6 en forma minuciosa,
mediante inspeccién, palpacion, y cortes en el higado, observandose los
canaliculos biliares para la determinacién de la presencia del parasito.

Cada una de las alpacas seleccionadas previamente, fueron
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identificadas de acuerdo al codigo establecido antes de su sacrificio para

asi poder registrar los resultados en una ficha epidemiolégica (anexo 1).

2.4.2 Niétodo de laboratorio: Método de ELISA.

1. Se adhirié el antigeno: 100 ul de E/S de Fasciola hepatica (1/100),
diluido en Tris. HCI 0.01M Ph 7,5 a una concentraciéon de 1 ug de
proteinas/ml. A los pozos de la placa de microtitulacién (fondo plano-
corning) que fueron empleados en la prueba.

2. Se cubri6 la placa con su tapa, parafilm para evitar la evaporacion,
incubandose a 38 °C X 2 horas, refrigerandose a 4 °C durante toda la
noche o un minimo de 8 horas.

3. Se eliminé el contenido de los pozos de la placa realizando el |avado_
con buffer de lavado o PBS-Tween para remover el exceso de
antigeno: colocandose 200 ul de buffer de lavado en cada pozo por 5
veces utilizando el lavador de ELISA.

4. Se adicioné 100 ul X pozo de solucién diluyente, cubriendo la placa
con su tapa e incubando en estufa a 37°C X 30 minutos.

5. Se realiz6 el lavado de los pozos al igual que en el paso N°3. Secar y

refrigerar hasta su uso, colocando sobre la placa parafilm.
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. Retirar la placa de la refrigeracién y colocar a temperatura ambiente
por espacio de 10-20 minutos.

. Se afadi6é a los pozos, 100ul de la dilucion del suero problema (SP)
en solucién diluyente, en una dilucion 1/100, los sueros controles
(SC): Negativo (SCN), Positivo (SCP),'Iuego se cubrié la placa con

parafilm.

. Seincubod a 37°C X 1-2 horas.

. Se eliminé el contenido de los pozos de la micro placa en un
recipiente que contenia lejia al 5 %, mediante inversion de la micro

placa.

10. Se lav6é nuevamente los pozos, igual que en el paso N° 3

11.Se anadié a cada pozo 100ul del conjugado Anti IgG Alpaca marcada

con peroxidasa (diluciobn 1/1000) en PBS-Tween (La dilucién de
trabajo del conjugado lo seiala el laboratorio fabricante), cubrir la

placa.

12.Se incub6 a 37°C X 1-1,5 horas.

13.Se eliminé el contenido y se realizé el lavado de los pozos de la placa

igual que en el paso N° 3.

14.Se agregd 100 ul X pozo del sustrato-Cromégeno (OPD).

15.Se incubé por 20 minutos en la oscuridad (cubriendo la placa con

papel aluminio).
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16.Se detuvo la reaccion con 25 ul de Ac. Sulfurico.

17.La lectura se realizd por lectura éptica.

2.5 METODOS

a.Método de recoleccidn del campo: Obtencién del anticuerpo.

El método empleado en el campo fue mediante la puncion y
extraccion de sangre proveniente de ia vena yugular (pag 23). Una vez
recolectadas y rotuladas las muestras, se procedio a llevar los datos a
una ficha de recoleccion de muestras para su evaluacién en el
laboratono, ya que estos datos son necesanos para hallar nuestro primer
y segundo objetivo. Asimismo se llevd a cabo el examen post mortem

como prueba de oro (pag. 24).

b. Método de laboratorio.

Una vez que las muestras sanguineas fueron recolectadas, estas

fueron analizadas y procesadas en el Laboratorio de Investigacion,
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Analisis y Diagnostico Clinico ORION de la ciudad de Puno. Para
realizar el analisis de las muestras se utilizd el método de ELISA
indirecto para la deteccién de anticuerpos contra fasciola hepética (pag.
24). Se utilizé como antigeno semipurificado la excrecién y secrecion de

fasciolas adultas cuantificado por el método de Lowry.

¢. Método estadistico de analisis.

Con la recoleccion de los datos obtenidos en el laboratorio y a la
necropsia se empled la prueba diagnostica con el uso de la tabla
tetracorica (pag. 27) para poder hallar el primer y segundo objetivo de
nuestra investigacion. Asimismo se realizd el analisis estadistico con el

Intervalo de Confianza al 95.00 % (pag.29).

2.6 METODO Y ANALISIS DE LA INVESTIGACION

Para realizar e} analisis de datos del primer y segundo 'objetivo se
tendra en cuenta la prueba diagnéstica, para lo cual se hizo uso de la

tabla tetracorica y el analisis estadistico.
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2.6.1 Prueba diagnéstica

En donde se utilizd la Tabla diagnéstica (tetracérica) para
determinar la sensibilidad y especificidad de la prueba de ELISA.

Asimismo como el valor predictivo positivo y valor predictivo negativo.

Cuadro 1. Tabla Tetracérica: modelo para determinacion

de pruebas diagnodsticas

NECROPSIA
PRUEBA DIAGNOSTICA | Examen postmorten | Total
ELISA Enfermo |Sano
Presencia de|Reactivo |VP FP VP+FP
Anticuerpos
, No
especificos contra FN VN FN+VN
reactivo
Fasciolosis
TOTAL VP+FN FP+VN |VP+FP+FN+VN

Fuente: Unidad de epidemiologia clinica y bioestadistica.
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Donde:
VP: Verdaderos Positivos
FP: Falsos Positivos
FN: Falsos Negativos

VN: Verdaderos Negativos

v Para el primer objetivo:

Para el calculo de los valores se utiliz6 los resultados que se

obtuvieron una vez terminado el procedimiento de ELISA, empleando las

siguientes formulas:

¢ Sensibilidad (S):

VP

Sensibilidad = —————
VP + FN

e Especificidad (E):

VN

Especificidad = ———
pectf VN + FP
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v Para el segundo objetivo:

Se aplicaron las formulas tanto del valor predictivo positivo y
negativo para obtener ia seguridad del kit de ELISA es decir, si realmente
los animales que hayan tenido un resultado positivo a la prueba en
realidad tengan la enfermedad, utilizando datos como: nuimero de
animales que hayan resultado positivos a la prueba o viceversa.

Para la seguridad de 1a prueba se utilizd las siguientes férmulas:

-« Valor Predictivo Positivo (VPP):

VP

VPP =—
VP + FP

* Valor Predictivo Negativo (VPN):

VPN = ————
EN +VN



-40 -

2.6.2 Analisis estadistico

Una vez obtenido los datos se procedid a realizar las Inferencias
Estadisticas como son: El Intervalo de Confianza al 95.00 % (IC),

mediante el uso de la siguiente formula:

IC:piZﬁ

Donde:
P = Proporcién Estimada
Z = 1,96 (coeficiente de confianza)
p = Probabilidad de éxito
g = Probabilidad de fracaso

n = Numero de muestras



3.1 DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

DEL KIT DE ELISA CON ANTIGENO SEMIPURIFICADO PARA

EL DIAGNOSTICO DE FASCIOLOSIS.

RESULTADOS

Cuadro Il Tabla diagnostica de ia prueba de Elisa y

necropsia para el diagnéstico de la fasciolosis

NECROPSIA
Prueba diagnéstica ELISA Examen postmorten TOTAL
Enfermo Sano
Presencia de|Reactivo |21 5 26
Anticuerpos
. No
especificos contra 3 33 36
. . reactivo
Fasciolosis
TOTAL 24 38 62

Fuente: Elaboracion propia.
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El Cuadro ll, expresa los resultados de la deteccion de anticuerpos
especificos contra la Fasciolosis, notandose que de 24 alpacas enfermas,
el Kit de Elisa detectdé a 21 Verdaderos positivos y 3 resultaron Falsos
Negativos. Por otro lado, de 38 alpacas sanas al examen post morten
(necropsia), el Kit de Elisa detect6 a 33 Verdaderos Negativos y 5
resultaron Falso Positivos. Dichos resultados se obtuvieron contrastando
los resultados obtenidos por el método de Elisa y a la necropsia (Anexo

3).

Cuadro lll. Sensibilidad y especificidad de la prueba de elisa con

antigeno semipurificado en el diagnéstico de la fasciolosis

IC 95%
KIT DE ELISA %

Inferior | Superior
SENSIBILIDAD 87.50 79,27 195,73
ESPECIFICIDAD 86,84 78,43 95,26

INDICE DE VALIDEZ |87,10 78,76 95,44

Fuente: Elaboracion propia.
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El Cuadro lll, primero indica que la sensibilidad de deteccion de
anticuerpos especificos contra la Fasciolosis en alpacas, mediante la
prueba de Elisa con antigeno semipurificado, es de 87,50 %, es decir,
esta es la proporcion de positivos detectados en el tamizaje entre las
alpacas verdaderamente enfermas que fueron determinadas por el
diagnostico de referencia post morten. Segundo, se muestra que la
especificidad es de 86,84 %, es decir, esta es la proporcion de
NEGATIVOS entre las alpacas verdaderamente negativas, producto de la
efectividad de la prueba de Elisa con antigeno semipurificado. Dichos
resultados se obtuvieron utilizando las formulas diagnosticas de

Sensibilidad, Especificidad, VPP y VPN. (Anexo 4).

El indice de validez de la prueba de Elisa es 6ptima y aplicable
(87,10 %) para el tamizaje de la Fasciolosis en alpacas. Asi mismo, el
intervalo de confianza para la sensibilidad es de 79,27 % hasta 95,73 %;
para la especificidad es de 78,43 % hasta 95,25 %, los cuales también
validan la utilidad de la prueba de Elisa. Estos resultados se obtuvieron

empleando el analisis estadistico de IC (Anexo 5).
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3.2 DETERMINACION DEL VALOR PREDICITIVO POSITIVO Y
NEGATIVO DEL KIT DE ELISA CON ANTIGENO

SEMIPURIFICADO PARA EL DIAGNOSTICO DE FASCIOLOSIS.

Cuadro IV. Valor predictivo positivo y negativo de la prueba
de elisa con antigeno semipurificado en el diagnéstico de

fasciolosis

IC 95%
KIT DE ELISA %

Inferior | Superior

VALOR PREDICTIVO
80,77 70,96 90,58
POSITIVO

VALOR PREDICTIVO
91,67 84,79 98,55
NEGATIVO

Fuente: Elaboracién propia.

El Cuadro IV, indica que el Val_or Predictivo Positivo encontrado
contra la fasciolosis en alpacas, mediante ia prueba de Elisa con antigeno
semipurificado, es de 80,77 %, es decir, que esta es la proporcion de los
VERDADERAMENTE POSITIVOS detectados entre las alpacas

verdaderamente enfermas determinadas por el diagnéstico de referencia
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(necropsia). Segundo, se muestra que el Valor Predictivo Negativo es de
9167 %, es decir, que es la proporcion de las alpacas
VERDADERAMENTE NEGATIVOS entre las alpacas negativas,
detectado con la prueba de Elisa con antigeno semipurificado. (Anexo 4 y

5).



IV. DISCUSION

4.1 SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DEL KIT DE ELISA CON
ANTIGENO SEMIPURIFICADO EN EL DIAGNOSTICO DE

FASCIOLOSIS EN ALPACAS.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo de investigacion para
el diagnéstico de fasciolosis en alpacas fueron: Sensibilidad: 87,50 % vy
especificidad de 86,84 % comparéndolo con Li Olga (Lima-Perd, 2005),
que trabajo en alpacas; presentd una Sensibilidad y Especificidad del
100,00 %, observamos que nuestros resultados son menores,
posiblemente se deba al antigeno que se utilizé y las muestras de suero
con las que se trabaj'aron, también hay que tomar en cuenta que el
trabajo que realiz6 Li Olga, obtuvo su antigeno a través de la Técnica de
mantenimiento in vitro en comparacion a nuestro trabajo de investigacion
se trabajd con antigeno producto de la excresion y secrecion de fasciolas
adultas de bovinos y no de a!pécas, a su vez se trabajé con suero de
alpacas de diferentes edades, la diferencia de estos resultados radica

mas en la preparacion del antigeno.
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Los resuitados obtenidos por Vargas L. (Santiago-Chile, 2001),
encontré una sensibilfdad de 85,70 % y especificidad de 97,40 %, al
compararlo con nuestros resultados podemos apreciar que nuestra
sensibilidad es mayor y la especificidad es menor; esta diferencia puede
deberse a que el estudio que realizé Vargas (2001) lo ejecutd en equinos
y utilizo como antigeno la E-S de fasciolas adultas de equinos, a
comparacion de la nuestra que se realizd en alpacas y la preparacion
antigénica se hizo por el método de Lowry, puede deberse también a que
la reaccidn es diferente en cada especie y depende mucho del estado del

animal.

Estudios realizados por Gorman Texia (Santiago-Chile, 1298) en
donde trabaj6é con 2 antigenos y obtuvo ios siguientes resultados: con el
extracto crudo una sensibilidad de 53,00 % y especificidad del 100,00 %,
comparando podemos observar que nuestra sensibilidad es mayor y la
especificidad es menor, esta diferencia puede deberse a la calidad del
antigeno utili;ado, en nuestro trabajo de investigaciéon se utilizé un
antigeno semipunficado y se trabaj6 con alpacas a diferencia de Gorman,
quien trabajé con bovinos; asimismo con la fraccion semipunficada < 30
KDa obtuvo una sensibilidad de 90,00 % y especificidad de 100,00 %;

‘podemos observar que nuestra sensibilidad y especificidad es menor,



-48 -

esto puede deberse a la calidad y concentracion del antigeno utilizado ya
que nosotros trabajamos con una proteina de 21 KDa que se obtuvo por
cuantificacion en el método de Lowry y también debido a que trabajo con

suero de bovinos a diferencia de nosotros que utilizamos suero de alpaca.

Segun Gorman Texia (Santiago-Chile, 2000), encontr6 valores de
Sensibilidad y especificidad del 100,00 %, comparando con nuestros
resultados observamos que son. menores, esto puede deberse a que
empled la técnica de Elisa y Wester Blot a diferencia de nuestro trabajo
de investigacion en donde se utilizd una proteina de 21 KDa empleandose

el método de Elisa y el uso de suero de alpacas y no de ovinos.

Los resultados encontrados por Fredes Fernando (Santiago-Chile,
2003), quien trabajo con suero de ovinos, obtuvo una sensibilidad de
60,00 % y especificidad de 100,00 %, en comparacion con nuestros
resultados nuestra sensibilidad es mayor y especificidad es menor, estas
diferencias pueden deberse a que en nuestro estudio de investigacion se
trabajé con una proteina de 21 KDa y la calidad del antigeno es mucho

mejor a diferencia de fredes que trabajo con una proteina de 14 KDa.
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Asimismo Fredes Femando (Santiago-Chile, 2003), obtuvo una
sensibilidad de 94,00 % y especificidad de 98,00 % a diferencia de
nuestra investigacion nuestros resultados son inferiores en sensibilidad y
especificidad, esto puede deberse a que se itrabajé con una proteina de
29 KDa y con muestras se sueros de ovinos usando la técnica se SDS-
PAGE y electroelucion a diferencia de nuestro trabajo donde se utilizé
una proteina de 21 KDa, por la especie de estudio empleado, lugar de

estudio y calidad de! antigeno.

Estudios realizados por Colona y Alzadora (1995), indican que
obtuvieron una sensibilidad de 68,20 % y éspeciﬁcidad de 60,00 %,
nuestra sensibilidad y especificidad es mayor, posiblemente se deba a
que utilizaron la técnica de coproparasitologico de Dennis Modificado,
lugar de estudio en comparacion de nuestro trabajo de investigacion en
donde se empleé un antigeno semipurificado, asimismo porque las
técnicas empleadas son muy diferentes en el procesamiento de las
muestras, con nuestro método de Elisa procesamos las muestras mas

rapido y la calidad del antigeno es mejor.
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4.2 VALOR PREDICTIVO POSITIVO Y NEGATIVO DEL KIT DE ELISA
CON ANTIGENO SEMIPURIFICADO EN EL DIAGNOSTICO DE LA

FASCIOLOSIS EN ALPACAS.

Los resultados enconirados en este trabajo de investigacion para
establecer el VPP y VPN del kit de ELISA con antigeno semipurificado
fueron de 80,77 % y 91,67 % respectivamente. Trabajado con suero de
alpacas y fasciola de bovinos. Siéndo menores a los encontrados por Li
Olga (2005) que obtuvo el 100,00 % respectivamente, Vargas L. (2001)
obtuvo valores de 923,80 % tanto para el VPP y VPN, en comparacion a
nuestro trabajo de investigacion los resultados son menores a los
encontrados, esto puede deberse a la prevalencia de la enfermedad que
existe en la zona, el lugar de estudio, asimismo con la especie que estan

trabajando quienes utilizaron alpacas y equinos respectivamente.

Segun Gorman Texia (1998) quien frabajé con bovinos hallé un 78,00
% en cuanto al VPN, nuestros resultados son mayores a los obtenidos en
este trabajo de investigacién, esto posiblemente se deba a la prevalencia
de la enfermedad que existe en la zona, estado del animal de estudio.
Esta informacion nos indica que de cada 100 animales verdaderamente

infestados por fasciola hepatica, esta prueba de ELISA con Antigeno
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semipurificado detecta a 81 animales, dato que se considera
representativo por mostrar un porcentaje elevado frente a otras pruebas

serologicas

Estudios realizados por Fredes Fermando (2003) que tuvo como
material de estudio ovinos, tuvo valores de VPP de 100,00 % y VPN de
77,00 % esto debido a que trabajo con una proteina de 14 KDa,
observando nuestros resultados son menores el VPP y mayores el VPN,
esta diferencia puede deberse el lugar de estudio debido a la prevalencia
de la enfermedad y la sensibilidad encontrada. Asimismo obtuvo valores
en cuanto al VPP de 97,00% y VPN 96,00 % al utilizar una proteina de 29
KDa, comparando con el trabajo de investigacién nuestros resultados son
menores, esta diferencia posiblemente se deba a la presencia de la
fasciolosis, calidad del antigeno, la especie utilizada ya que en nuestro

trabajo de investigacién se trabajé con alpacas.
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CONTRASTE DE LA HIPOTESIS

Para realizar el contraste de la hipétesis se trabajé con un intervalo
de confianza al 95 %, siendo para la sensibilidad del kit de ELISA con
antigeno semipurificado el resultado encontrado de 87,50 %, que al
realizar |a prueba estadistica normal estandarizada (Z), se encuentra que
el antigeno semipurificado producira una sensibilidad mayor del 80,00 %
por lo que se acepta la hipétesis. En lo que respecta a la especificidad el
antigeno semipurificado producira un valor de 86,84% que a la prueba
normal estandarizada arroja un valor de 0,4291, por lo que de la misma
forma se acepta la hipétesis ya que el valor encontrado es mayor al 85,00

%.

Por ultimo se encontré: 80,77 % para el Valor Predictivo Positivo del
antigeno semipurificado y 91,67 % para el Valor Predictivo Negativo, que
a la prueba normal estandarizada nos da valores de: 0,1537 para el
primero y 3,3237 para el segundo respectivamente, aceptandose asi

~ también la hipétesis ya que el valor encontrado es mayor al 80,00%.
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En conclusion se acepta la hip6tesis por lo que el kit de Elisa con
antigeno semipurificado es efectivo en la deteccion de anticuerpos en el
diagnostico de fasciolosis de alpacas, ya que mostré un indice de validez

de 87,10 %.



V. CONCLUSIONES.

De acuerdo a las condiciones del presente trabajo se concluye enlo

siguiente:

1. La sensibilidad y especificidad para la prueba serologica de Elisa
con antigeno semipurificado de la zona, fue de sensibilidad 87,50

% y una especificidad 86,84 % en alpacas.

2. El valor predictivo positivo y negativo del kit de Elisa con antigeno
semipurificado fueron Valor Predictivo Positivo 80,77 % y Valor

Predictivo Negativo 91,67 %.



1.

VI. RECOMENDACIONES.

Se recomienda realizar un trabajo de investigacion con un
antigeno purificado de la zona para el diagnéstico de la

fasciolosis en alpacas.

Se recomienda realizar un trabajo de investigacion con este kit
de ELISA con antigeno semipurificado haciendo una
comparacion con el examen coproparasitolégico y examen post

mortem para observar su sensibilidad y especificidad.

Recomendamos que a partir de dicha investigacion se puede
realizar el diagndstico para Fasciolosis en otras especies
animales como bovinos, ovinos por ser un material existente de

la zona.
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ANEXOS



ANEXO 1.

CAMAL MUNICIPAL DE AYAVIRI
RESULTADOS A LA NECROPSIA Y ELISA

Alpaca Necropsia Elisa Alpaca Necropsia Elisa Alpaca Necropsia Elisa

1 Negativo Negativo 22 Positivo Positivo 43 Negativo Positivo
2 Negativo Negativo 23 Positivo Positivo 44 Positivo Positivo
3 Negativo Negativo 24 Positivo Positivo 45 Positivo Positivo
4 Negativo Negativo 25 Positivo Positivo 458 Positivo Positivo
5 Negativo Negativo 26 Positivo Positivo 47 Negativo Negativo
8 Negativo Negativo 27 Negativo Negativo 48 Negativo Negativo
7 Negativo Positivo 28 Negativo Negativo 49 Negativo Negativo
8 Positivo Negativo 20 Negativo Negativo 50 Positivo Positivo
e Negativo Negativo 30 Positivo Positivo 51 Positivo Positivo
10 Negativo Negativo 31 Negativo Negativo 52 Positivo Positivo
11 Negativo Negativo 32 Negativo Negativo 53 Positivo Positivo
12 Negativo Negativo 33 Negativo Negativo 54 Positivo Negativo
13 Negativo Negativo 34 Negativo Negatlvo 55 Negativo Negativo
14 Negativo Positivo a5 Positivo Positivo 56 Negativo Negativo
15 Negativo Negativo 36 Positivo Positivo 57 Paositive Positivo
i6 Negativo Negativo 37 Negative Negativo 58 Negativo Negativo
17 Negativo Positivo a8 Negativo Negativo 59 Positivo Positivo
18 Negativo Positivo 39 Positivo Negativo 80 Positivo Positivo
19 Negative Negatlvo 40 Positivo Positivo B1 Negativo Negatlvo
20 Negativo Negativo 41 Negativo Negativo 62 Positivo Positivo
21 Positivo Positivo 42 Negativo Negativo

Fuente: Elaboracion propia.

Se observa el ndmero de animales muestreados a la necropsia separados por sexo y edad, asfl también se muestra los animales que a la necropsia

resultaron positivos a 12 fasciolosis comparando con los resultados obtenidos al ELISA.



ANEXO 2: RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA PRUEBA DEL KIT ELISA ORION

A B C D E F G H
Control
Negativo 7 15 23 31 39 47 55
Control '
Positive 8 16 24 32 40 48 56
1 9 _ 17 25 33 41 49 57
2 10 18 26 34 42 50 58
3 1 19 27 35 43 | 51 59
4 12 20 28 34 44 52 60
5 13 21 29 37 45 53 61
é 14 22 30 38 46 54 62

Fuente: Elaboracion propia.

Una vez procesadas las 62 muestras con el Kit ELISA ORION se obtuvo los siguientes resultados: 26 muestras REACTIVAS y 36 muestras NO

REACTIVAS, observandose 26 muestras reactivas.



ANEXO 03: COMPARACION DE RESULTADOS OBTENIDOS AL ELISA Y RESULTADOS DE LA NECROPSIA PARA OBTENER
DATOS DE VP, FP,FNY VN

Negativo

| Positivo
o

VERDADERD POSITIVOS= 214 21,22,23,24,25,26,30,35,36,40,44,45,46,50,51,52,53,57,59,60,62

FALSO FOSITIVO=§ 7,14,17,18,43

8,39,54

ERDADER

b AL ok \lEGA
Fuente: Elahorac

NEG/ 1,2,3,4,5,6,9,10,11,12,13,15,16,19,20,27,28,29,31,32,33,34,37,38,41,42 47 ,48,49,55,58, 58,61
idén propia.

Se obtuvo al realizar una comparacion de los resultados obtenidos por el método ELISA y |os resultados a la necropsia para obtener los valores de los
VP, FP, FNY VN. Teniendo los siguientes resultados: 21 muestras de VP, 5 muestras de FP, 3 muestras de FN y 33 muestras de WN.



ANEXO 04:

TABLA TETRACORICA
PRUEBA
DIAGNOSTICA NECROPSIA
ELISA " Enfermo Sano Total
Reactivo | 21 5 26
No reactivo 3 33 36
Total 24 38 62

Empleando la tabla tetracérica con los datos obtenidos con el Kit ELISA y
aplicando las férmulas de Sensibilidad (S), Especificidad (E), Valor Predictivo

Positivo (VPP), Valor Predictivo Negativo (VPN) se obtiene los siguientes

resultados:
SENSIBILIDAD: VP
Sensibilidad = ———
VP +FEN
Sensibilidad = 21
21+3
Sensibilidad = 0,83750
Sensibilidad = 87,50%
ESPECIFICIDAD:
Especificidad = —
P VN + FP
33
Especificidad =
pecif 33+5

Especificidad = 0,8684

Especificidad = 86,84%



VALOR PREDICTIVO POSITIVO:

VP

VPP = ————
VP + FP

VPP = 21
21+5

VPP =0,8077

VPP =80,77%

VALOR PREDICTIVO NEGATIVO:

VN

VPN = ————
FN +VN

N = 33
33+3

VPN =0,9167

VPN =9167%



ANEXO 05. CUADRO ESTADISTICO DE EXCEL UTILIZANDO EL /C

Lim. Lim, Hipétesis
p q Inferior Superior nula Zo 2t
Sensibilidad 0.8750 |0.1250 |79.2677 195.7323 mayor a 0,80 [ 1.7857 -1.64485363 | Aceptamos Ho
Especificidad 0.8684 |0.1316 |78.4278 |95.2564 mayor a 0,85 | 0.4291 -1.64485363 | Aceptamos Ho
VPP 0.8077 |0.1923 |70.9589 |90.5795 mayor a 0,80 | 0.1537 -1.64485363 | Aceptamos Ho
VPN 0.9167 0.0833 |84.7869 98.5465 mayor a 0,80 | 3.3237 -1.64485363 | Aceptamos Ho

Fuente: Elaboracion propia.




ANEXO 06. Prueba de hipétesis

Sensibilidad

1. Formulacién
H,: E! antigeno semipurificado producira una sensibilidad mayor al 80,00 %
H;: El antigeno semipurificado no producira una sensibilidad mayor al 80,00 %.
2. Prueba Normal estandarizada (2)

3. Estadistica prueba

P-p

rq
n

Z,=

7 = 0.8750-0.80

0 (0.8750)(0.1250)
\) 62

7, = 0075

0.042
Z, =1.7857
Z, =-1.645

==
4. Contrastacion

Si Z, = Z,, se acepta la Ho y rechazamos la H,

Si Z, < Z, serechazalaH,
5. Decision

Aceptamos la H,
6. Conclusion

El antigeno semipurificado producira una sensibilidad mayor al 80,00%



Especificidad

1. Formulacién
Ho: El antigeno semipurificado producira una especificidad mayor al 85,00 %
H,: El antigeno semipurificado no producira una especificidad mayor al 85,00 %.
2. Prueba Normal estandarizada (Z) ‘

3. Estadistica prueba

_P-p
Zy= -
 0.8684-0.85
07 (0868401316
v ° )
018
Z, = 0.0184
0.0429
Z, =0.4291
Z =-1.645

==
4. Contrastacion

Si Z, = Z,, se acepta la Ho y rechazamos la H,

Si Z, < Z, serechazalaH,
5. Decision
Aceptamos la Ho

6. Conclusion

El antigeno semipurificado producira una sensibilidad mayor al 85,00%



Valor predictivo positivo

1. Formulacion
Hy: El antigeno semipurificado producira un Valor predictivo positivo mayor al 80,00
%
Hy: El antigeno semipurificado no producira un Valor predictivo positivo mayor al
80,00 %.

2. Prueba Normal estandarizada (Z)

3. Estadistica prueba

7 = 0.8077-0.80

0 [(0:8077)(0.1923)
62

7, = 00077

0.0501
Z, =0.1537
Z, =—1.645

4. Confrastacion

Si Z, =2 Z,, se acepta la Ho y rechazamos la H,

Si Z, < Z, serechazalaH,
5. Decision

Aceptamos la H,
6. Conclusién

El antigeno semipurificado producira un Vaior Predictivo Positivo mayor al 80,00%



Valor predictivo negativo

1. Formulacion
Ho: El antigeno semipurificado produciréd un Valor Predictivo Negativo mayor al
80,00 %
Hi: El antigeno semipurificado no producira un Valor Predictivo Negativo mayor al
80,00 %.

2. Prueba Normal estandarizada (Z)

3. Estadistica prueba

_P-p
Z, = =
, _0:9167-0.80
L= oY
\/&9—%@
_0.1167
° 0.0351
Z, =3.3237
Z, =-1.645

4. Contrastacion

Si Z, > Z,, se acepta la Ho y rechazamos la H,

Si Z, < Z, serechazalaH,
5. Decision
Aceptamos ta H,

6. Conclusion

El antigeno semipurificado producira Valor Predictivo Negativo mayor al 80,00 %.



Fuente: Elaboracién propia.

Foto 2. Extraccion de muestras sanguineas a cada alpaca.



Fuente: Etaboracién propia.

Foto 3. Muestras sanguineas extraidas a las 62 alpacas.

Fuente: Elaboracion propia.

Foto 4. Realizacidn de los cortes dei higado de alpaca para su inspeccidn y observacion de
presencia de fasciolas.
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Fuente: Elaboracién propia.

Foto 5. Fasciola hepética presente en el higado de alpaca.

Fuente: Elaboracién propia.

Foto 6. Centrifugacion de las muestras sanguineas para la obtencion del suero.



Fuente: Elaboracion propia.

Foto 7. Suero sanguineo obtenido luego de la centrifugacion.

Fuente: Elaboracion propia.

Foto 8. SC positivos y negativos, asimismo de [os sueros problemas y placa de
microtitulacion.
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Fuente; Elaboracion propia.

Foto 9. Antigeno de fasciola de Bovino.

Fuente: Elaboracién propia.

Foto 10. Kit de ELISA con antigeno semiprurificado.



Fuente: Elaboracion propia.

Foto 11. Vista fotografica de la piaca de microtitulacon con los resultados obtenidos al
espectofotometro.



