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RESUMEN

La Neosporosis es una enfermedad parasitaria causada por Neospora caninum, y asociada
con altas tasas de aborto en vacunos. El objetivo fue determinar la seroprevalencia de
Neospora caninum en vacunos Brown swiss de la comunidad de Huisacollana, segun
clase, sexo, edad y estado productivo (produccion y seca), e identificar factores de riesgo
para la presentacion de la enfermedad. Se utilizaron 119 animales, de los cuales se
obtuvieron sangre de la vena coccigea en tubos vacutainer y el suero se trasvaso a los
viales; los que se trasladd a LABVETSUR - Arequipa, donde se analizaron por
Inmunoadsorcion Ligada a Enzima (ELISA). La seroprevalencia de Neospora caninum
fue de 4.71 % en 119 animales. Segun clase, la ternera, vaquilla y vacas mostraron
prevalencias de 5.56 %, 11.11 % y 5.81 %, respectivamente (P>0.05). Los machos no
mostraron seropositividad, mientras las hembras mostraron 5.82%. Los animales
menores a dos afios mostraron 4.88% (2/41) y los animales mayores de 2 afios 5.13 %
(4/78). Las vacas en produccion mostraron 7.84 % (4/51), y vacas en seca (0/18) (P>0.05).
Los factores de riesgo identificados fueron: la tenencia de caninos por los criadores,
consumo de placenta de vacas postpaturientas por los caninos, adquisicion de animales
sin evaluacion seroldgico o cuarentena. En la validacion del test de seroprevalencia (test
ELISA y aborto), resultd Sensibilidad 60%, Especificidad 98.6%, Falsos (-) 2.78%,
Falsos (+) 25%, y para los Valores Predictos al Test (+) 75%, Valores Predictos al Test

() 98.59%, Prevalencia real 3.95 % y prevalencia aparente 5.26 %.

Palabras Clave: ELISA, Neospora, Seroprevalencia, Vacunos.
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ABSTRACT

Neosporosis is a parasitic disease caused by Neospora caninum, and associated with high
rates of abortion in cattle. The objective was to determine the seroprevalence of Neospora
caninum in Brown swiss cattle of the Huisacollana community, according to class, sex,
age and productive status (production and dry), and to identify risk factors for the
presentation of the disease. 119 animals were used, from which blood was obtained from
the coccygeal vein in vacutainer tubes and the serum was transferred to the vials; those
who moved to LABVETSUR - Arequipa, where they were analyzed by
Immunoadsorption Linked to Enzyme (ELISA). The seroprevalence of Neospora
caninum was 4.71% in 119 animals. According to class, calf, heifer and cows showed
prevalences of 5.56%, 11.11% and 5.81%, respectively (P>0.05). The males did not show
seropositivity, while the females showed 5.82%. The animals under two years showed
4.88% (2/41) and the animals older than 2 years 5.13% (4/78). The cows in production
showed 7.84% (4/51), and dry cows (0/18) (P>0.05). The identified risk factors were: the
possession of canines by the breeders, placental consumption of postpaturient cows by
the canines, acquisition of animals without serological or quarantine evaluation. In the
validation of the seroprevalence test (ELISA test and abortion), Sensitivity 60%,
Specificity 98.6%, False (-) 2.78%, False (+) 25%, and for the Test Predicted Values (+)
75%, Predicted Values to the Test (-) 98.59%, Actual Prevalence 3.95% and Apparent
Prevalence 5.26%.

Keywords: ELISA, Neospora, Seroprevalence, Cattle.
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l. INTRODUCCION

Entre los problemas que producen mayores pérdidas econémicas a nivel pecuario
se encuentran los reproductivos, destacando los abortos de diversa etiologia (Anderson et
al.,1994). En los ultimos afios se ha identificado al parasito Neospora caninum como uno
de los principales agentes infecciosos causantes de problemas reproductivos en ganado
bovino lechero. EI N. caninum pertenece a un nuevo género de la familia Sarcocystidae,
del Phylum Apicomplexa y estd estrechamente relacionado al Toxoplasma gondii

(Holmdahl et al., 1994).

El aborto, es el principal signo clinico producido por este parasito en el ganado
bovino, se puede presentar en cualquier momento de la gestacidn, aunque con mayor
frecuencia entre el cuarto y sexto mes de gestacion(Anderson et al., 1994). También
puede provocar la muerte de terneros neonatos o nacimiento de animales enfermos con
signos nerviosos, o0 el nacimiento de otros sin infeccion aparente, los cuales pueden
comportarse como diseminadores de la enfermedad dentro del hato (Dubey, 1999;
Schares et al., 1998). La Unica forma de transmision reconocida en bovinos es la vertical
de madre a cria, via trasplacentaria. La transmision horizontal en cambio, es frecuente en

caninos (Bergeron et al., 2000).

Estudios iniciales en nuestro pais indican que los problemas reproductivos, entre
los que destacan los abortos, son frecuentes en algunos hatos lecheros del valle de Lima
y que Neospora caninum se encuentra presente en el 62% de vacas que abortan (Rivera

etal., 2014).

La neosporosis, enfermedad producida por Neospora caninum, es causa de aborto
en hatos lecheros a nivel mundial (Anderson et al., 2000; Dubey et al., 2003) y por lo

tanto genera pérdidas econdémicas directas, como también costos indirectos asociados a

13
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la asesoria veterinaria para establecer un diagnostico, la repeticion de la inseminacion o
cruza, aumento del tiempo de lactancia, pérdidas de produccion lactea y los costos de

reemplazo en los casos de eliminacion de las vacas (Barr et al., 1997)

Una caracteristica importante de esta enfermedad en el vacuno es que el parasito
puede permanecer latente como una infeccion crénica, de alli que la transmision vertical
o transplacentaria sea un elemento crucial en el establecimiento y la diseminacion de la
infeccion. Si la infeccion del feto no resulta en aborto, la cria resultante puede convertirse
en portador clinicamente sano (asintomatico) pero que podra transmitir la infeccion a las

siguientes generaciones (Anderson et al., 2000).

Estudios recientes indican que el N. caninum se viene convirtiendo en un agente
parasitario de gran importancia en el Peru, segun los estudios de prevalencia realizados

en las diversas cuencas lecheras (Rivera, 2001).
1.1. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
1.1.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la seroprevalencia de Neospora caninum en vacunos de la raza Brown

swiss de la comunidad de Huisacollana,

1.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la seroprevalencia de Neospora caninum en vacunos de la raza Brown

swiss segun clase animal, sexo, edad y estado productivo (produccion y seca).

Identificar factores de riesgo para la presentacion de la Neosporosis en vacunos.
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Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1.  MARCO TEORICO
2.1.1.HISTORIA DE LA NEOSPOROSIS
Esta enfermedad esta difundida por los cinco continentes. Es ocasionada por un
protozoo denominado Neospora caninum y es una afeccién que causa importantes

pérdidas econdmicas en explotaciones lecheras y de carne (Perera, 2015).

El agente causal de la Neosporosis bovina, es un parasito intracelular descrito por
primera vez en los cachorros de un perro que presentaron paralisis y muerte temprana
en Noruega (Bjerkas et al., 1984). Se denomind Neospora por ser un nuevo género de
coccidia identificado y caninum por del perro el primer hospedador del cual se

caracterizo y se aislé (Dubey et al., 1988).

Con respecto al ganado bovino el parasito se identificd por primera vez en el
ganado lechero con problemas de aborto en los estados unidos (Thilsted & Dubey,
1989). En 1989 se identific el feto abortado de un bovino y el 1993 se lo aisla en

cultivos en vitro (Echaide, 2000).

2.1.2. GENERALIDADES

a) ETIOLOGIA

La Neosporosis bovina es producida por un protozoo formador de quistes
perteneciente a la familia Sarcocystidae, género Neospora. Solo una especie ha sido
citada, Neospora caninum por Dubey en 1998, como agente productor de una
encefalomielitis congénita y ataxia locomotora en los cachorros (Cordero del Campillo
& Vazquez, 1999), también afecta a las principales especies de ganado doméstico,

animales de compafiia y a algunos animales salvajes (Radostits & Arundel, 2002).
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b) TAXONOMIA

Neospora caninum pertenece al:

- Reino Protista

- Subreino Protozoo

- Phylum Apicomplexa
- Clase Esporozoa

- Orden Eucoccidia

- Suborden Eimeriina

- Familia Sarcocystidae
- Genero Neospora
- Especie Caninum

Fuente. (Vignau et al., 2005).
¢) CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

c.1l. TAQUIZOITOS.

Es uno de los tres estados infecciosos de Neospora caninum y se encuentra en el
hospedador intermedio y en forma intracelular, generalmente a nivel citoplasmatico
especificamente en la vacuola parasitéfaga de la célula hospedador; puede parasitar a
un gran namero de células como neuronas, macréfagos, fibroblasto, células
endoteliales, miocitos, hepatocitos. Los taquizoitos se dividen por endodiogénesis en
forma rapida, miden aproximadamente 7,5 pm aprox. (3-7 um) de longitud, (1- 5 pum)
de ancho, tiene entre 6-16 roptries y en algunos casos presentaron entre 4-6 roptries
localizados posterior al nucleo, raramente se observa un microporo. Son de forma

ovoide, semilunar o globosa (Anderson et al., 2000).
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C.2. BRADIZOITOS

Los bradizoitos se dividen por endodiogenesis, en forma lenta, encontrandose
dentro de los quistes titulares, miden aproximadamente 7-8 um presentan un nimero
menor de roptries, morfolégicamente son similares a los taquizoitos, los quistes

titulares han sido observados en tejido nervioso y muscular (Anderson et al., 2000).
C.3. QUISTES

Es un estado en el hospedador intermediario; los quistes en el tejido son ovalados
o redondos y miden hasta 107 pm de didmetro y se encuentran primariamente en el
sistema nervioso central, dentro de los quistes se encuentran los bradizoitos
aproximadamente entre 50 a 500, su pared es lisa y gruesa (Moore et al,. 2005).
- OOQUISTES NO ESPORULADOS
Son los eliminados por los perros infectados experimentalmente, midiendo entre 11.7
a 11.3 mm de didmetro (Lindsay et al., 1993)
- OOQUISTES ESPORULADOS
Los ooquistes no esporulados luego de tres dias en el medio ambiente desarrollan dos
esporo-quistes con cuatro esporozoitos cada uno morfoldgicamente similar a los
ooquistes de T. gondii y Hammondia en perro, los estados enteroepiteliales en el perro

no han sido descritos hasta el presente (Paz, 2005).

Tabla 1. Estadios de Neospora caninum

Estadio Ubicacion
Taquizoito Huésped intermedio
Bradizoito Huésped intermedio (quistes tisulares)

Esporozoito Huésped definitivo, eliminado por las heces

Fuente: Escalona et al., 2010
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2.1.3. CICLOBIOLOGICO

El Neospora caninum comprende un ciclo bioldgico indirecto, es decir requiere
de hospedadores intermediarios y definitivos que favorecen su diseminacién (Martinez et
al., 2012). Hasta la fecha se han descrito como hospedadores definitivos, el perro, el

coyote, el dingo y el lobo (Dubey, Schares, & Mora, 2007).

Se ha definido a diferentes animales domeésticos como hospedadores
intermediarios entre ellos los caninos, bovinos, ovinos, caprinos, bufalos y animales
silvestres como lobos, coyotes, zorros, ciervos y alces. El perro actia como hospedador
intermediario y hospedador definitivo, desarrollando las fases de reproduccién asexual
(merogonia) y sexual (gametogonia), respectivamente; luego de ingerir los quistes
tisulares con bradizoitos (infeccion transversal). Consecuentemente en las heces los
perros excretan los ooquistes inmaduros, que luego de unos pocos dias esporulan y
entonces estan listos para infectar al bovino y a otros animales. En el bovino ocurre una
reproduccion asexual (merogonia), asintomatica, pero con capacidad de infeccion vertical
o transplacentaria, para generar patologia fetal y aborto. En estos tejidos hay taquizoitos
y bradizoitos, que al ser ingeridos por el perro complementan el ciclo (Cordero del

Campillo & Vazquez, 1999).

Los huéspedes intermediarios, por ejemplo, los bovinos, ingieren los ooquistes
con agua o alimento contaminados, los mismos se abren en el intestino, y penetrando las
celulas se transforman en taquizoitos que se dividen rapidamente y se distribuyen por
todo el organismo. Estos proliferan en diversas células, las destruyen, se liberan e infectan
otras células vecinas. También son capaces de cruzar la placenta e infectar el feto. Cuando
el huésped desarrolla una respuesta inmunitaria suficiente, se forman los quistes tisulares

en el sistema nerviosos (Fisher & McGarry, 2007)
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En humanos no existen antecedentes de infeccion con este parasito (Schares et al.,
1998). Sin embargo, existe la posibilidad que sea subdiagnosticado como toxoplasmosis
(Barr et al., 1997). Se considera que tiene un potencial zoondtico debido a que
experimentalmente se ha logrado infectar a 2 monos Rhesus, pero, alin no existe evidencia

de infeccién en humanos ( Dubey, 2003).

a) FASE SEXUAL

En el tracto gastrointestinal del perro liberan ooquistes esporulados que miden 10 a 11

micras (Quispe et al., 2016)

b) FASE ASEXUAL

El Taquizoito; forma infectiva y bradizoitos de forma latente. La neospora es un
endoparasito ya que se encuentra ubicado en el intestino tanto de perros (h. definitivo)
como en el del vacuno (h. intermediario). También se ubican en higado, pulmon, cerebro,

placenta y musculos (Paz, 2005).

2.14. EPIDEMIOLOGIA

a) AGENTE CAUSAL

La Neospora caninum es un Coccidio que afecta principalmente caninos y
bovinos. La neosporosis fue inicialmente descrita en caninos y posteriormente se
postulé como causa de aborto epidémico en bovinos de leche a finales de los afios
80, en Nuevo México. No obstante, s6lo en 1989 se reconocio la enfermedad en los
bovinos y su diseminacién mundial. La neosporosis bovina se caracteriza por ser
tipicamente asintomatica y de transmision congénita por lo que las hembras
infectadas perpetian el parasitismo de generacion en generacién, en las
explotaciones ganaderas. En los casos en donde se presenta sintomatologia clinica la

principal manifestacion es el aborto con las consecuentes pérdidas econdémicas por
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la reduccion en la produccion de leche, la muerte de neonatos y la pérdida de

animales adultos citado por (Vargas & Cortés, 2001).

El ciclo completo de este parasito no es muy claro. Sin embargo, como todos los
Coccidios, debe tener un ciclo de vida heteroxeno con 2 hospederos; se ha postulado
y confirmado experimentalmente que los caninos son los hospederos definitivos
mientras que los herbivoros son los hospederos intermediarios. Aunque el hombre
no ha sido involucrado dentro del ciclo de Neospora caninum, se ha logrado infectar
experimentalmente primates no humanos por lo que podria ser una zoonosis

potencial (McAllister et al., 1998).

Los taquizoitos, los quistes tisulares que contienen los bradizoitos y los ooquistes
del parésito ya han sido descritos. Los estados patdgenos corresponden a los
taquizoitos que se replican por endodiogenia y son estadios intracelulares en
diferentes tejidos, igual a lo que sucede con Toxoplasma gondii (Vargas & Cortés,

2001).

Los taquizoitos de Neospora caninum han sido observados en la mayoria de
tejidos de terneros infectados de forma congénita asociados con las lesiones, cuando
se observa por microscopio. Los taquizoitos crecen en cultivos celulares de
fibroblastos y son fuente de antigeno para las pruebas de diagndéstico seroldgico. Los
quistes tisulares han sido aislados en cerebro y cordédn espinal de fetos infectados y
normalmente no se encuentran asociados a las lesiones. Estos quistes contienen
numerosos bradizoitos (méas de 200), su pared es gruesa de 2 a 4 micras de grosor.
Los caninos excretan ooquistes no esporulados después de la ingestién de quistes
tisulares. Se asume que existe una fase asexual en el intestino del perro antes del ciclo

sexual pero el tiempo necesario para excretar los ooquistes después de la infeccion
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no se conoce. La esporulacion se lleva a cabo en el medio ambiente durante 3 dias y
se observan ooquistes de 10 a 11 um que contienen dos esporoquistes con cuatro
esporozoitos, estos ooquistes son dificiles de visualizar por las técnicas
convencionales de flotacion cuando las infecciones son bajas (McAllister et al.,

1998; Vargas & Cortés, 2001).

A comienzos de la década de los 90, Anderson et al., (1994) y Barr et al.,
(1997) reconocieron a la neosporosis como la principal causa de aborto en el ganado
bovino lechero de California, hecho que fue apoyado por los resultados obtenidos
por diferentes grupos investigadores de otros paises. Desde entonces, se han
multiplicado los estudios para la obtencién y caracterizacion de diversos aislados de

N. caninum, no solo de origen canino sino también bovino (Anderson et al., 1994).

b) HOSPEDADOR DEFINITIVO

El descubrimiento del perro como un hospedador definitivo para N. caninum
puso de manifiesto la posible transmisién horizontal de la infeccion, ya que se detectd

la eliminacion de ooquistes en las heces del perro (Lindsay et al., 1993)

Los hospederos definitivos adquieren la infeccion al ingerir tejidos conteniendo
quistes (Del Campo et al., 2003).En el hospedador definitivo, los jugos gastricos se
encargan de degradar el quiste liberando asi los estadios parasitarios que iniciaran el
ciclo entero epitelial, alli en el intestino, se realiza un fase de reproduccion sexual
(gametogonia) para eliminar los ooquistes no esporulados al medio ambiente 8 0 14

dias post infeccidn en las heces del hospedador definitivo (Moore et al., 2005).

La infeccion en los canes ha sido reportada en varios paises, aunque los casos de
enfermedad clinica son escasos. Estudios epidemiolégicos demuestran que los perros

presentan prevalencias variadas, sin embargo, los perros de zonas urbanas presentan
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una tasa de infeccion menor que aquellos que viven en establos; y ademés dicha
infeccion aumenta cuando los animales proceden de establos con problemas de

abortos (Cornejo et al.,1999).

c) HOSPEDADOR INTERMEDIARIO

Se describen diversos hospederos intermediarios, tanto animales domésticos
(caninos, bovinos, ovinos, caprinos, bufalos y equinos) como silvestres (lobos,

coyotes, zorros, ciervos y alces) (Moore et al., 2005).

El primer reporte de Neospora caninum en bovinos, lo realizaron Thilsted y
Dubey 1989, en cerebro de fetos de bovinos abortados, de vacas de nuevo México. Sin
embargo, el diagndstico fue confirmado por Lindsay y Dubey (1989) quienes

identificaron al parasito en tejido bovino (Oviedo et al., 2007)

Adicionalmente, existen diferentes estudios en los cuales se ha encontrado
serologia positiva a N. caninum en animales salvajes, incluyendo el zorro rojo y gris,
el zorro de Chiloé y el ledn (Dubey, 2003), como también en animales marinos (Dubey

et al., 2003).

En el hospedador intermediario, se lleva a cabo la reproduccion asexual
(merogonia), posteriormente de que estos animales consumen agua o alimentos
contaminados con ooquistes esporulados provenientes de materia fecal de
hospedadores definitivos (perros principalmente). Por lo anterior, se puede indicar que
la mayoria de las infecciones se llevan a cabo en épocas de lluvia, ya que la viabilidad
de los ooquistes disminuye en época seca, se debe tener presente que s6lo son

necesarios 300 ooquistes esporulados para infectar una ternera (Gondim et al., 2004)

Los hospedadores susceptibles se infectan ingiriendo forraje y agua contaminada

con heces que contienen ooquistes de N. caninum. Seguidamente a la ingestion los
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esporozoitos son liberados en el tracto intestinal. Estos se dividen rapidamente,
causando dafio tisular y diseminando la infeccion a otros tejidos del hospedador

(Lindsay et al., 1993).

Tambieén este protozoo puede ser eliminado a través del semen en toros y su ADN
ha sido ocasionalmente detectado en muestras de semen congelado. Aunque los toros
se comportan como hospedadores intermediarios seria poco probable la ocurrencia de
transmision venérea; sin embargo, esta posibilidad ain no ha sido investigada (Moore

et al., 2005).

2.15. FACTORES DE PREDISPONENTES

a) EDAD

Como factor de riesgo, hay referencias que a medida que aumenta la edad, la
incidencia de abortos se incrementa pudiendo ocurrir desde tres meses hasta el término
de la gestacion; las vaquillonas con infeccion congénita tienen alto riesgo de aborto de 3
a 7 veces mas que vacas seronegativas existiendo una mayor predisposicion en novillas

(Fredes & Fernando, 2000).

Existen trabajos donde se ha demostrado que en rodeos endémicamente infectados
con N. caninum, los valores de seroprevalencia no difieren en cuanto a la edad de los
animales (Pare et al.,1996). Sin embargo, también existen trabajos realizados sobre
rodeos bovinos infectados endémicamente, donde se ha observado un patrén en el titulo
de anticuerpos en relacién a la edad, existiendo valores significativamente mas elevados
en terneros precalostrados y calostrales comparados con el titulo promedio de grupos de

otras edades (Anderson et al., 2000)
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Las diferencias encontradas en relacion con el riesgo de aborto de los animales y
la edad han sido poco sélidas o no son significativas, sefialando que la infeccion se ha

diagnosticado en fetos abortados por vacas de edad muy variable (Dubey, 1999).
b) SISTEMA DE PRODUCCION

El sistema de manejo en las explotaciones de leche normalmente es intensivo,
mientras que en las de carne es mas frecuente extensivo, por tanto, el hacinamiento de los
animales podria contribuir a una mayor exposicion a posibles fuentes de contaminacién
de ooquistes (alimento, cama, agua, etc.) facilitando las posibilidades de contagio

(Dijkstra et al., 2002).

Se han descrito abortos por N. caninum tanto en vacas de aptitud carnica como
lechera, aunque se dispone de mas datos sobre vacuno de leche; no se cree que exista
predisposicion racial, sino que la mayor tasa de abortos en ganado lechero estaria
relacionada con el manejo, la mayor densidad de animales en explotaciones intensivas y
la mayor facilidad de que los alimentos se contaminen con heces del hospedador
definitivo. Asimismo, es mas facil que los abortos pasen desapercibidos en ganaderias

extensivas (Cebrian et al., 2003).

Los estudios epidemioldgicos indican que la presencia de perros en los hatos es
un factor de riesgo para la ocurrencia de abortos por Neospora caninum en vacas Y el

riesgo aumenta cuando existen de tres a mas perros (Puray et al., 2006).
¢) PRESENCIA DE HOSPEDADORES DEFINITIVOS E INTERMEDIARIOS

Se cree que en las grandes explotaciones existe un menor control sobre el
consumo, por parte de los perros, de placentas, fetos abortados y otras fuentes de
infeccion, interviniendo en la diseminacion horizontal de la enfermedad (Bartels et al.,

1999).
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A su vez, se han encontrado seroprevalencias mayores en aquellas explotaciones
bovinas mas proximas a zonas urbanizadas, lo cual es explicable por una mayor densidad
de la poblacién canina (Schares et al., 2003). En otros estudios de seroprevalencia para
Neospora caninum, muestran una seropositividad mas alta en perros de areas periurbanas

que en perros de areas urbanas (Sanchez, 2008).
d) ANIMALES ADQUIRIDOS

En los rodeos seronegativos existe un mayor riesgo de infeccion cuando se utilizan
para reposicién vaquillonas de compra (Schares et al., 2003). Mientras que, si la
enfermedad es endémica en un establecimiento, la reposicion con vientres propios

conlleva al mantenimiento de la infeccion (Barling et al., 2001).

En un estudio realizado en Alemania, grandes rebafios tenian un mayor riesgo,
siendo los de leche de mayor positividad. Las explicaciones posibles son que al aumentar
el tamafio del hato hay una mayor probabilidad de adquirir Neospora caninum, por

ejemplo, al comprar vaquillas de reposicion (Dubey et al., 2007)
e) ALIMENTACION

Las diferentes practicas de manejo nutricional, como el traslado de los rodeos
fuera del establecimiento, de forma permanente o temporaria, en busca de recursos
forrajeros, fue asociado con incremento en la seroprevalencia. Por otro lado, el uso de
suplementos nutricionales o cercos podria incrementar la poblacion de hospedadores
intermediarios, como roedores, constituyendo una posible fuente de infeccion para los
hospedadores definitivos (Dubey et al., 2007). Pastos, forrajes y agua de bebida
contaminados con ooquistes son considerados como potenciales fuentes de infeccion

postnatal del ganado. Alimentacion de vaquillas con forrajes de baja calidad o forrajes
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remanentes durante el verano, pueden ser un factor de riesgo para la presentacion de

Neospora caninum asociados a abortos en los paises bajos. (Dubey et al., 2007)

El efecto de la alimentacidn forrajera de calidad inferior puede suponer un impacto
negativo por la presentacion de hongos en el sistema inmunoldgico del ganado. El forraje
remanente puede contener una mayor proporcion de contaminacion como heces de los

perros que son los hospedadores definitivos del parasito (Dubey et al., 2007).
f) CLIMA

Las condiciones climaticas tienen efecto sobre la esporulacion de los ooquistes y
sobrevida del parasito en el medio ambiente. Temperaturas célidas y alta humedad
incrementan el riesgo de infeccion posnatal (Bartels et al., 1999). A su vez estas
condiciones hacen propenso al crecimiento de hongos y produccidn de micotoxinas que
tras su consumo tienen un efecto inmunosupresor sobre los bovinos, posiblemente

favoreciendo la reactivacion del paréasito (Bartels et al., 1999).

Se puede indicar que la mayoria de las infecciones se llevan a cabo en épocas de
lluvia, ya que la viabilidad de los ooquistes disminuye en época seca, se debe tener
presente que sélo son necesarios 300 ooquistes esporulados para infectar una ternera

(Gondim et al., 2004).
g) RAZA

Las diferencias de prevalencia entre razas en estudios realizados en Europa, no
seria por variaciones en susceptibilidad, sino por los diferentes sistemas de produccion e

intensidad en los manejos a los que estan sujetos cada una (Bartels et al., 2006).

Se ha confirmado la Neosporosis en mas de 30 razas incluyendo el Yorkshire

Terrier, el West Highland White Terrier, el Border Collie, el Springer Spaniel, el Husky,
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el Gran Danes y el Bernés de la Montafia. Los labradores y los Boxers estan bien
representados, pero estas son razas muy populares ( Barber, 1998). No se conoce si existe
una mayor susceptibilidad por raza o sexo. Solo se tiene el antecedente de que la mayoria
de los casos se han descrito en Labradores, Boxers, Greyhounds, Golden Retriever y

Basset Hounds (Barr et al., 1997).
h) PRESENCIA DE INFECCION

Debemos considerar la existencia de infecciones concurrentes por otros
patdgenos, agentes inmunosupresores infecciones y no infecciosos que pueden

predisponer al aborto de fetos infectados por Neospora caninum (Barr et al., 1997).

Algunos autores sugieren que la infeccion por el virus de la diarrea viral bovina
(DVB) favorece la manifestacion clinica de la neosporosis bovina por la inmunosupresion
que ocasiona en el animal facilitando la reactivacion de las infecciones latentes o la
infeccion postnatal (Dubey et al., 2007). En estos casos las infecciones por Neospora
caninum afectan significativamente el riesgo de aborto en los hatos con presencia de DVB

(Bjerkas et al., 1984).

2.1.6. PATOGENESIS

a) TRANSMISION EN PERROS

Estos animales adquieren la infeccidn al consumir tejidos con quistes tisulares de
hospedadores intermediarios, y posteriormente liberardn ooquistes al medio ambiente a

través de las heces (Perera, 2015).

Los caninos que consumen los tejidos infectados eliminan ooquistes manteniendo
asi su condicion de seronegativos, por otro lado, cuando el perro actia como hospedador

intermediario puede ser seropositivo y transmitir de esta forma la infeccion verticalmente
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a sus cachorros, también puede desarrollar la enfermedad presentando signos clinicos

como paralisis, miositis y dermatitis (Moore et al., 2005).
b) TRANSMISION EN BOVINOS

La transmision de la infeccion se realiza mediante dos formas: vertical o congénita
(enddgena) y horizontal (exdgena). En la primera, la madre infecta el feto a través de la
placenta, se presenta en el hospedador intermediario ya sea carnivoro o herbivoro y
frecuentemente se describe en los bovinos y en el perro. En la segunda, el hospedador
intermediario debe consumir alimento o agua contaminados con ooquistes esporulados

provenientes de heces del hospedador definitivo (Santana et al., 2010)

También este protozoo puede ser eliminado a través del semen en toros y su ADN
ha sido ocasionalmente detectado en muestras de semen congelado. Aunque los toros se
comportan como hospedadores intermediarios seria poco probable la ocurrencia de
transmision venérea; sin embargo, esta posibilidad ain no ha sido investigada (Moore et

al., 2005).
¢) TRANSMISION VERTICAL

La transmision vertical via transplacentaria se produce tanto en animales en los
que no se observa patologia abortiva como en aquellos que han abortado (Dubey &

Lindsay, 1996),

La infeccion vertical ocurre en hembras prefiadas, generalmente con infeccion
subclinica, en las cuales se produciria la infeccién de los fetos como consecuencia de una

parasitemia durante la prefiez (Barber, 1998)

La transmision vertical es la forma més frecuente de infeccién en los bovinos a

nivel mundial, en diversas investigaciones se ha demostrado que la transmision
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transplacentaria es la ruta mas dominante de infeccion, ya que un 75-95% de terneras

nacidas de vacas infectadas, nacen infectadas (Jimenez & Zambrano, 2011)

La transmision de madre a hija fue sugerida como la principal via por varios
autores. (Bergeron et al., 2000), demostraron que N. caninum puede ser mantenida por
varias generaciones a un nivel constante de prevalencia, aparentemente sin la necesidad
de dispersion de un hospedador definitivo, corroborando la teoria de que la ruta

transplacentaria es la mas importante en la especie bovina.

Desde el punto de vista del origen de la infeccion transplacentaria, se han descrito
dos modos de transmision, la exdgena y la endégena (Barber & Trees, 1998). Ambos
modos presentan consecuencias patogénicas y epidemioldgicas diferentes, por lo que sus
medidas de control también lo son. La transmisidn transplacentaria enddgena ocurre tras
la recrudescencia de una infeccién crénica durante la gestacion en una hembra
persistentemente infectada. En cambio, la transmisién transplacentaria exdgena se
presenta en vacas que adquieren la infeccion por primera vez por el consumo de ooquistes
esporulados durante la gestacion, transmitiendo la infeccion a su descendencia. Las
granjas infectadas cronicamente presentan abortos de manera endémica, como
consecuencia de una transmision transplacentaria endogena. Por el contrario, las granjas
que sufren una primera exposicion a la infeccion por el contacto con ooquistes
esporulados presentan un brote de abortos (30-57%) que son debidos a una transmision

transplacentaria exégena (Williams & Trees, 2006).

En este sentido, la transmisién transplacentaria enddgena aparece como el modo
de transmision predominante en muchos rebafios, mientras que existe controversia en
cuanto a la relevancia de la transmision transplacentaria ex6gena para dar lugar a una

infeccion cronica (Dijkstra et al., 2002).
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d) TRANSMISION HORIZONTAL

El perro es el huésped definitivo por lo tanto el principal factor de difusion de la
enfermedad, contaminando con su materia fecal las pasturas, aguas y alimentos donde las
vacas conviven y al ingerir dichos focos de contaminacion adquieren la enfermedad

(Echaide, 2000).

El contagio horizontal se produce por la ingestion de tejidos bovinos infectados o
de ooquistes que contaminan el medio ambiente (formas de resistencia del parasito
eliminadas por los perros con las heces luego de ingerir tejidos infectados de un

hospedador intermediario) (Cuddon et al., 2002).
2.1.7.  SIGNOS CLINICOS

La infeccion por Neopora caninum en el ganado bovino no gestante es,
generalmente, asintomatica, mientras que en animales gestantes tiene como signo clinico

mas relevante el aborto (Dubey, 2005).

El aborto es el Gnico signo clinico observado en las vacas infectadas. Los fetos
pueden fallecer intrauterino, con reabsorcion, maceracién o aborto; no obstante, las
terneras pueden nacer vivas con enfermedad o pueden ser clinicamente normales, pero

con infeccion crénica (Radostits & Arundel, 2002).

Este puede ocurrir a partir del tercer mes de gestacion, aunque suele observarse

con mas frecuencia entre los 5y 7 meses (Dubey et al., 2007; Almeria & Ldpez, 2013).

Si la infeccion ocurre en el primer tercio de la gestacion, el feto suele ser
reabsorbido y lo que se observa, clinicamente, es una repeticion del celo. No obstante, no
se ha encontrado una asociacién entre la infeccion por N. caninum y el fallo reproductivo

temprano (Almeria & Lopez, 2013).
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Por otra parte, si la muerte fetal se produce entre los meses 3 y 8 de gestacion, el
feto suele ser eliminado presentando una autolisis moderada. Sin embargo, algunos fetos
que mueren antes del quinto mes podrian momificarse y quedar retenidos en el Gtero

durante meses (Dubey, 2005).

Si la infeccidn ocurre en etapas de la gestacion mas avanzadas, a partir del quinto
mes, disminuye el riesgo de muerte fetal y el signo mas frecuente sera el nacimiento de
terneros sanos, pero congénitamente infectados que generalmente, presentaran

anticuerpos precalostrales (Williams & Trees, 2006)

Las lesiones producidas por N. caninum son mas graves en los fetos abortados en
el primer y segundo tercio de gestacion que en aquellos abortados al final de la misma

(Fernandes et al., 2004)

En la histopatologia del feto abortado, se pueden observar lesiones microscopicas
en organos como el cerebro, médula, higado y corazén, en algunas ocasiones se pueden
ver lesiones en rifiones y pulmones las cuales consisten en encefalitis multifocal
necrotizante no supurativa, miocarditis e hidropericardio; el parasito tiene tropismo por
los vasos sanguineos de la placenta y el epitelio corio-fetal, generando asi vasculitis,
inflamacion y degeneracion del corion con degeneracion difusa de la placenta, las Unicas
lesiones macroscopicas que pueden ser observadas es la autolisis fetal (Fredes &

Fernando, 2000)

En estos animales que nacen vivos, los primeros signos clinicos aparecen,
frecuentemente, a los 4-5 dias del parto o pueden retrasarse hasta 2 semanas. La casuistica
de la neosporosis congénita clinica es reducida. Estos animales suelen presentar
problemas neuromusculares muy variables desde incoordinacién ligera hasta paralisis

completa, debilidad y dificultad para levantarse. Los miembros anteriores y posteriores
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estan flexionados o hiperextendidos y el examen neuroldgico revela ataxia, disminucion

del reflejo patelar y pérdida de coordinacion (Barr et al., 1997)

La infeccion congénita subclinica parece ser mas frecuente, produciéndose el
nacimiento de terneros clinicamente sanos, aunque infectados en Gtero (Anderson et al.,

2000).

Las vacas infectadas muestran una disminucién en la produccion de leche durante
la primera lactancia, produciendo aproximadamente 1 litro menos de leche/vaca/dia que
las vacas no infectadas, tienen tendencia al aborto y presentan una posibilidad mayor de

ser eliminadas del rebafio a una edad menor (Radostitis., et al, 2002).

2.1.8. LESIONES

Las lesiones asociadas a la infeccion se pueden observar en diversos 6rganos,
dependiendo de la etapa y gravedad de la misma, siendo, en general, de naturaleza
inflamatoria no supurativa. En la placenta se suelen observar focos de necrosis y zonas
de intensa inflamacion con infiltracién de células mononucleares que, en procesos
avanzados, pueden progresar hacia la regeneracion conjuntiva con hiperplasia, fibrosis e

incluso calcificacion de los focos necréticos (Barr et al., 1994).

Estas infiltraciones comienzan primero en las carunculas maternas y luego se
extienden al cotiledén fetal, con aparicion de areas de hemorragia y necrosis. Con
frecuencia se observa separacion de la cartincula y el cotiledon con liberacion de suero
en el septo materno-fetal. En el SNC, este parasito invade de forma activa neuronas y
astrocitos, por lo que provoca trastornos neuromusculares graves por destruccion de las
células nerviosas, incluyendo nervios craneales y espinales, afectando la transmision del

impulso nervioso (Barr et al., 1997).
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2.1.9. INMUNIDAD

N. caninum es un parasito intracelular obligado, por lo cual tanto la respuesta de
anticuerpos, cuya puesta en evidencia es de gran ayuda en el diagnostico y en estudios
epidemioldgicos, como los mecanismos implicados en la respuesta celular son
importantes elementos de la respuesta inmune frente a N. caninum. En este sentido, los
diversos estudios de la respuesta inmune desarrollada por el hospedador frente al parasito,
tanto en el modelo murino como en el modelo bovino han demostrado que tras la

infeccion se induce una respuesta inmune humoral y celular. (Gondim et al., 2004).

Dichos mecanismos se ponen en funcionamiento en los primeros momentos tras
la infeccion, activindose componentes de la inmunidad innata como células dendriticas,
células NK y macrdfagos. Estos tipos celulares actian como primera linea de defensa,
destruyendo las células infectadas por el parésito y liberando citoquinas del tipo 1L-12 e

IFN-y (Klevar et al., 2007).

2.1.10. DIAGNOSTICO

Para el diagnostico de la neosporosis bovina se deben analizar el feto, y los sueros
del feto y de la madre. Frecuentemente, los resultados que sugieren la neosporosis como
causa de aborto, cobran solidez cuando no hay indicios de la accién de otra enfermedad
abortigénica. La identificacion de N. caninum en los tejidos de fetos o temeros perinatales,

mediante técnicas directas, ofrecen mayor certeza al diagnéstico (Echaide, 2000).

El diagndstico de la neosporosis bovina se hace complejo debido a la falta de
signos clinicos patognomonicos y a su fécil asociacion con otro tipo de enfermedades que
generan problemas reproductivos entre ellos el aborto (Campero, 2002). Sin embargo, se
hace indispensable asociar la anamnesis, el estado sanitario de la explotacion, la

presentacion de signos clinicos y lesiones halladas, aun asi, el diagnostico final que
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confirmard la presencia de la enfermedad serd dado por pruebas que identifiquen

antigenos o anticuerpos contra N. Caninum (Cebrian et al., 2003).

Por otra parte, técnicas como IFI, micro aglutinacion, inmunoblot y un
considerable numero de ELISA han sido descriptos considerablemente. Estas técnicas
varian en sus caracteristicas, cualidades y sus objetivos como prueba. Algunas son
optimizadas para la deteccion de animales seropositivos mientras que otras
preferentemente reconocen rodeos gque han tenido episodios de aborto por infeccion con
N. canium. Un namero de ELISA han sido también modificados para estudios de avidez
de los anticuerpos encontrados en animales infectados (Bartels et al., 2006; Schares et al.,
2002). A nivel mundial, no existe ningun protocolo estandarizado para su diagnostico
(Dubey et al., 2007). En establecimientos con problemas de abortos, deberian llevarse a
cabo la serologia materna de vacas abortadas y vacas gestantes del mismo rodeo, asi como
también el examen de los fetos y de las placentas (Anderson et al., 2000; Dubey et al.,

2007).

a) INMUNOBLOT (IB)

El inmunoblot o electrotransferencia, es una técnica analitica usada para detectar
proteinas especificas en una muestra determinada. Mediante una electroforesis en gel se
separan las proteinas de los taquizoitos. Luego son transferidas a una membrana
adsorbente, tipicamente de nitrocelulosa o de PVDF (polifluoruro de vinilideno) para
poder buscar la proteina de interés con anticuerpos especificos contra ella. Finalmente, se
detecta la union antigeno-anticuerpo por actividad enzimatica, fluorescencia entre otros
métodos. De esta forma se puede estudiar la presencia de la proteina en el extracto y
analizar su cantidad relativa respecto a otras proteinas. Como el IB combina la resolucién

de la electroforesis en gel con la especificidad de deteccién inmunoquimica, el método
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tiene una alta especificidad. Sin embargo, es también una técnica engorrosa, consume
tiempo y diferentes laboratorios informaron sobre variacion en la sensibilidad (Baszler et

al., 1996).
b) INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA IFI

Diferentes estudios realizados en distintas especies animales han demostrado que
esta técnica presenta una muy baja reactividad cruzada con otros parasitos coccidiales.
Por esto IFI es utilizada frecuentemente como prueba seroldgica de referencia para la
deteccion de anticuerpos contra N. caninum (Lasri et all., 2004 .Una caracteristica de esta
técnica es la de preservar la morfologia del parasito y detectar antigenos de membrana,
no existiendo reaccién cruzada. La IFI detecta, fundamentalmente, anticuerpos que se
unen a los antigenos localizados en la superficie celular de N. caninum. Se considera
como resultado positivo cuando se observa la fluorescencia en toda la superficie del
taquizoito, que normalmente aparece cuando se analizan sueros con titulos moderados o
altos. El patron de IFI varia cuando se analizan sueros con titulos bajos, reduciéndose
considerablemente la fluorescencia o quedando restringida a la parte apical del taquizoito.
Sin embargo, estos resultados deberian interpretarse con cautela, ya que la fluorescencia
apical también puede aparecer como resultado de reacciones cruzadas con T. gondii,
Eimeria spp y N. caninum, ya que contienen epitopos comunes asociados al complejo

apical (Sasai; 1998).
¢) MICROAGLUTINACION

La microaglutinacién es una prueba seroldgica relevante en el diagndstico de la
neosporosis. No requiere conjugados de dificil adquisicidn y permite analizar sueros de
varias especies simultaneamente. Tiene alta repetitividad entre operarios, es barata, de

facil lectura, utiliza poco equipamiento y materiales. Aunque la técnica descripta por
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Romand destruye la Ig M por utilizacion del 2 — mercaptoetanol, la temprana aparicion
de la Ig G en la neosporosis bovina permite la utilizacion de esta prueba en el diagnostico

serologico (Moore et al., 2005).

d) ELISA

Se basa en la deteccién de un antigeno inmovilizado sobre una fase solida
mediante anticuerpos que directa o indirectamente producen una reaccion cuyo producto,
por ejemplo, un colorante, puede ser medido espectrofotométricamente, Este principio
tiene muchas de las propiedades de un inmunoensayo ideal: es versétil, robusto, simple
en su realizacion, emplea reactivos econémicos y consigue, mediante el uso de la fase
solida, de una separacion facil entre la fraccion retenida y la fraccion libre. Ademas, se
han propuesto y desarrollado diferentes métodos de amplificacion de la sefial
(luminiscentes, cascadas enzimaéticas,) que han permitido elevar la sensibilidad de
algunos ELISA (Jara et al., 2011). Este método ha tenido una enorme aplicacion en
aquellos campos en los que se precisa la cuantificacion de productos mediante
anticuerpos: diagnostico clinico, deteccion viral, clasificacion de anticuerpos en isotipos,

busqueda de anticuerpos monoclonales etc.

Las pruebas ELISA basadas en la proteina recombinante presentan niveles
mayores de sensibilidad y especificidad que las basadas en lisados de taquizoitos
completos (Radostitis., et al, 2002). Esta técnica, utiliza los anticuerpos a los que se han
enlazado covalentemente las enzimas de modo que quedan sin alteracion las propiedades
cataliticas de la enzima y la especificidad del anticuerpo. Las enzimas enlazadas,
tipicamente incluyen peroxidasa, fosfatasa alcalina y galactosidasa, todas las cuales
catalizan reacciones cuyos productos son de color y se pueden determinar en cantidades

muy pequefias (Gamon, 2003).
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Dentro de los tipos de ELISA, el més utilizado es ELISA indirecto, el cual emplea
antigeno soluble de taquizoito, mezcla de antigenos intracelulares y de membranas de los
diferentes aislados de Neospora caninum, puede ser usado con muestra de suero, leche y
liquidos fetales para la deteccion de anticuerpos, ademas los resultados pueden ser
expresados como valores de Densidad Optica (OD), valores Porcentuales de Positividad

(PP), o valores de cociente entre Muestra/Control Positivo (S/P) (Bartels et al., 2006).

La técnica de ELISA, tiene la ventaja del costo/tiempo, ante examenes de un gran
numero de muestras de suero de bovinos, lo cual es aplicable en hatos en los cuales es
necesario el analisis de un gran numero de animales. En cuanto a especies menores, los
laboratorios de diagndstico veterinario, recepcionan pocas muestras, tal es el caso de las
muestras de perros, por lo cual en estos casos el IFI es utilizado como examen de rutina,

por causa de su flexibilidad (Bartels et al., 2006).

En la préctica, el ELISA indirecto que emplea antigeno soluble, mezcla de
antigenos intracelulares y de membrana de los diferentes aislados de Neospora caninum,
es la técnica de diagnostico que se emplea con mayor frecuencia en la deteccion de

anticuerpos especificos en suero y liquidos fetales (Bjorkman., 1999)
e) DIAGNOSTICO NO SEROLOGICO
e.1. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La técnica de PCR ha sido notable, permitiendo esclarecer ciertos aspectos
epidemioldgicos. Debido a la alta eficiencia que tiene N. caninum para transmitirse en
forma vertical, los resultados positivos por IHQ o PCR deberan estar siempre asociados
a problemas reproductivos y utilizacion de otras técnicas diagnosticas, no sélo para
identificar dicho protozoo sino también para descartar otras causas de aborto. El

aislamiento de N. caninum es dificil y costoso como técnica diagndstica, se han lograron
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aislamientos en regiones ganaderas de todo el mundo (Williams et al., 1999; Moore et

al., 2005).

Los organos generalmente usados para este fin son el cerebro, corazén e higado
ya que estos son los 6rganos cominmente mas afectados, asi mismo se ha informado que
mediante PCR es posible detectar ADN del parasito en células como leucocitos, linfocitos
y sangre, lo cual demuestra la presencia del parasito de manera directa en animales vivos

con infecciones naturales o experimentales (Santana et al., 2010).
e.2. INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

La técnica se lleva a cabo en tejidos fetales conservados en formol al 10% y que
posean lesiones compatibles por histopatologia con N. Caninum; la IHQ logra identificar
con gran precision al parasito por lo que adquiere un importante valor diagnostico, aun
asi se debe tener presente que la sensibilidad es baja, esto se debe a la baja poblacion de
parasitos que pueden ser hallados en tejidos autolizados, por esta misma razon, continla
siendo una técnica vigente y necesaria ya que la visualizacion e identificacion de los

parasitos sélo con la tincidén de hematoxilina y eosina (Moore et al., 2001).

Las lesiones mas significativas son: meningoencefalitis necrotizante multifocal,
miocarditis y miositis no supurativa, nefritis, hepatitis periportal no supurativa, neumonia
intersticial y adrenalitis focales no supurativas. Mediante IHQ se observan taquizoitos de
N. caninum, aislados o en ocasiones, agrupados en forma de racimo, los cuales reaccionan
positivamente con el antisuero primario utilizado. Los mismos estan asociados a los focos

inflamatorios y/o necréticos en el cerebro (Campero, 2002).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
| Attiplano

2.1.11. TRATAMIENTO

El éxito del tratamiento depende en gran parte del tiempo de evolucién de la
enfermedad y del dafio ya producido (Cuddon; 2002). En la actualidad, no hay un
tratamiento efectivo para las vacas infectadas que pueda prevenir la transmision vertical

(Anderson et al. 2000)

Sin embargo, experimentos en ratones han evidenciado que el uso de los
anticoccidiales derivados de la triazina, como toltrazuril y ponazuril, previenen la
formacion de lesiones cerebrales y ademas disminuye la deteccion de DNA parasitario

por medio de PCR en més de 95% (McAllister, 2016)

AUn no existe informacidn concluyente respecto a la eficacia de la vacuna muerta
en reducir la infeccion fetal o abortos en vacas infectadas o en prevenir la infeccion post
natal en vacas no infectadas. Sin embargo, estudios preliminares indican que la vacuna
tiene la capacidad de reducir la incidencia de abortos, pero no genera proteccion contra

la transmision vertical del parasito (Paz, 2005).

2.1.12. CONTROL Y PREVENCION

El control se basa principalmente en eliminar los animales infectados y evitar la
transmision tanto vertical como horizontal (Cebrian et al., 2003). En la actualidad, las
vacunas que se encuentran disponibles a nivel mundial son vacunas muertas, aun asi, su
eficacia en la prevencion de la infeccion congenita ha demostrado ser deficiente. Uno de
los principales problemas de la vacunacion es que todos los animales seran seropositivos
por lo que el uso de la serologia como diagndstico se hace imposible de utilizar en un

hato (Valenzuela, 2005), (Jiménez y Zambrano, 2012).

Se cree que la ruta de contagio postnatal es a través de la ingestion de carne cruda,

por lo que tiene sentido recomendar a los duefios de los perros que cocinen la carne
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completamente antes de darsela a los perros (Barber, 1998). También evitar el acceso de
perros y otros carnivoros a los recintos ganaderos, especialmente a los almacenes de
alimentos, para evitar la contaminacion fecal, rapida eliminacion de placentas, fetos
abortados y animales muertos para evitar su ingestion por carnivoros y desinfeccion de

los materiales contaminados por el aborto (Rojas, 2003).

Se ha comprobado una asociacion epidemioldgica entre perros y vacas con
serologia positiva, es recomendable disminuir el contacto entre estos animales. En este
mismo sentido, debe disminuirse la contaminacion fecal de alimentos y agua. Para cortar
el ciclo hacia el hospedero definitivo, ademas se deben retirar los tejidos potencialmente
infectados, como fetos abortados y membranas fetales (Dubey, 1999; Anderson et al.,

2000; Dijkstra et al., 2001)

Otra medida de control de la Neosporosis podria incluir la transferencia de
embriones a vacas negativas a N. caninum, ya que es improbable que este patdgeno se
transmita por esa via debido a que los embriones bovinos con zona pelucida intacta en
estado de pre implantacion son resistentes a la invasion de este parasito. De esta manera
se estaria también controlando la transmision vertical de la enfermedad. La vaca donadora
positiva a Neospora caninum serd estimulada hormonalmente para producir varios
embriones en forma simultanea, los cuales seran recuperados y transferidos a vacas
receptoras libres de N. caninum. De esta manera, los embriones tendran la calidad
genética de la madre donadora, pero seran retirados antes que ocurra la transmisién

transplacentaria. (Dubey et al., 2007)

Realizar examenes seroldgicos a las hembras para reposicion, tanto las nacidas en

el hato, como las adquiridas de otras ganaderias (Valverde, 2007).
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Se deben eliminar a las vacas infectadas ya que portan, la enfermedad de por vida.
Cuando no es posible eliminar todas las vacas seropositivas, se recomienda eliminar sélo

las vacas que abortan (Anderson et al., 2000)

Realizar controles sanitarios en el ganado, durante un manejo reproductivo
tecnificado como lo es la inseminacidn artificial y la transferencia de embriones, resulta
conveniente para evitar la transmision vertical del Neospora caninum (Dubey et al.,

2007).

2.2. ANTECEDENTES

A NIVEL MUNDIAL, La Neosporosis fue descrita por primera vez en caninos
como un sindrome neuromuscular causado por un protozoo intracelular Neospora
caninum, dicho agente posteriormente es relacionado como causante de la disminucién
en la produccion de carne, leche y de abortos en vacunos; tiene distribucion mundial y se
sefialan tasas elevadas en rebafios de carne y leche, asi para Inglaterra se reportan 6,000
abortos anuales con una pérdida de 800 ddlares americanos por cada aborto (Moore et al.,

2005).

Para las provincias de Santa Fé y Codrdoba de Argentina, se establece una
seroprevalencia de 24,4% en fetos abortados, 64,5% en bovinos lecheros y 92,3% para
vacunos de carne; para Estados Unidos 10% de prevalencia, Nueva Zelanda 38%, Francia
26%, Suiza 21%, Holanda 17%, Austria 34,1%, para Reino Unido la estimacion es 12,5%
de abortos, en Espafia se determinaron tasas de prevalencia de 17,9% en fetos bovinos

abortados y 83,2% en rebarios lecheros y para México 36,5% (Andresen, 1999).

En vacas lecheras de la raza Holstein de Vietnam del Sur obtuvo 53% de

prevalencia 65 (Duong, 2004).
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En la provincia este de Turquia de 185 sueros de vacunos lecheros, se reporto una
prevalencia del 13,48% y en 89 vacas prefiadas con historia de repeticiones de celo, la

prevalencia para Neosporosis fue de 3,19% (Samisimsek et al., 2008).

A NIVEL NACIONAL, En la investigacion sobre agentes comunes involucrados
en abortos del ganado lechero en el valle de Lima al estudiar 126 fetos abortados
determind que el 40% presentaban antigenos de Neospora caninum, sugiriendo este

agente, como la principal causa de abortos y pérdidas embrionarias (Rivera, 2001).

En una muestra de bovinos lecheros del valle de Lima, se reporta una

seroprevalencia para N. caninum del 40.83% = 8.79% (Silva & Pimentel, 2017).

En un estudio en perros de establos lecheros del valle de Lima, se obtuvo una

prevalencia de 32.7 + 9.0% de N. caninum (Del Campo et al., 2003).

Neospora caninum, es un parasito ampliamente conocido como causante del
abortos y mortalidad neonatal en bovinos a nivel mundial; en el Peru esta infeccidn esta
presente en bovinos de las principales cuencas lecheras: 57% en Arequipa, 42.9% en
Cajamarca, Lima 29.6%, 40.38% Yy en perros de establos lecheros de Lima 32.7%. En
otro estudio del mismo autor para determinar la presencia de Neospora caninum, en
caninos de dos distritos de la provincia de Chachapoyas y Amazonas, evalud 142 sueros
de caninos, 63 de Molinopampa y 79 de Leymebamba; determinando que el 28.9 7.5%
de caninos, presentaron anticuerpos contra Neospora caninum, representando
seroprevalencias de 34.9% y 24.1% respectivamente; los resultados demuestran una
seroprevalencia moderadamente alta en caninos infectados con Neospora caninum(Horna

et al.,1999).

En la serie histdrica de seroprevalencias en zonas zooecolégicas: La campifia, San

Isidro, San camilo, Santa Rita, La Cano, Yuramayo, La Joya, El pedregal de la Region
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Arequipa (Manrique, 2007), determind para el afio 2000 (56,2%), 2001 (22,7%), 2002
(67,9%), 2003 (50,8%), 2004 (68,4%) y 2005 (66.6%). Al estudiar la presencia de
Neosporosis en bovinos lecheros de 2 a més afios de Molinopampa y Leymebamba de la
provincia de Chachapoyas- Amazonas (Quevedo et al., 2006), reporta una prevalencia

del 40,4%.

A NIVEL REGIONAL. Para el CIP Chuquibambilla, provincia de Melgar, se

obtiene una prevalencia del 15,28% (Huarachi, 2005).

En el estudio para establecer la seroprevalencia de Neospora caninum en vacunos
lecheros criados al pastoreo de la provincia de Melgar, departamento de Puno evalué 419
sueros obtenidos en forma aleatoria de siete fundos ganaderos, mediante la deteccion de
anticuerpos sericos por la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI), obtuvo una

prevalencia general de 18.1 + 3. 7% (Atoccsa et al.,2005).

La seroprevalencia de Neospora caninum, en Taraco fue de 9,42%, Progreso 8,
49% y 0% para Cabanillas. La coexistencia de DVB y Neospora caninum de ambos
agentes en el huésped bovino, para Taraco fue de 5,07%, Progreso 5,66% y 0% para

Cabanillas (Laura, 2010).

En el estudio realizado por Mamani (2013). Se muestrearon 65 vacas de
comunidad de Katafiiray, provincia de Anta, regién Cusco. Para lo cual se empleé el
método de ELISA indirecta, en donde se encontré una prevalencia del 35.38% de N.
caninum. En otro estudio realizado por Altamirano (2016), seroprevalencia de Neospora
caninum en el establo lechero de la granja Kayra de la Fac. de Agronomia y Zootecnia

UNSAAC, muestran seroprevalencia de 17% (15/88).
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I1l. MATERIALES Y METODO

2.1.1. 3.1 LUGAR DE ESTUDIO

El trabajo de investigacion se realiz6 en comunidad de Huisacollana conformada
por los sectores: Quetara, Lequemarca, Chokapito, Lota Kconcha, Chicta, Paucarpata,
Pururu, Pinacollo Paucarpata, Inapi, Orpaya, Hullatira riego, Cafion de Purur( y Acuani;
perteneciente a la provincia de Espinar-Cusco. EI &mbito se encuentra a una Latitud Sur:
14° 49' 35" y Longitud Oeste: 71° 24' 0.5" Altitud: 3932 msnm. (SENAMHI, 1998). Las
muestras fueron remitidas al Laboratorio Veterinario del Sur (LABVETSUR), con

direccién en Av. Alfonso Ugarte N 500-A (Arequipa-Per).

2.1.2. 3.2 MATERIAL DE ESTUDIO

Tamafo de muestra se determiné mediante el método de muestreo al azar
estratificado, considerando 9.1 % de la enfermedad en estudios anteriores en vacas con
un nivel de confianza de 95 % y un error de precision de 5 %, mediante la siguiente

formula (Miranda, 1987).

a) CALCULO DE LA MUESTRA INICIAL

_Z*(pxq)
M=
(1.96)2(0.091 x 0.909)
n; = (005)2 n; = 127.109

Donde:

n; = tamario inicial de la muestra.

Z? = nivel de confianza 95 %.

p = proporcién de la poblacion objeto de estudio, prevalencia.

g = complemento (1-p)

d? = precision con la que se generaliza los resultados, margen de error (5%).
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La muestra inicial estimada es de 127 animales.

b) CALCULO DE LA MUESTRA FINAL

n; 127

n= _ n=——— n=118.71
1+ M 1+ 127
N 1800

Donde:
n = Tamafio definitivo de la muestra.
ni =Tamafo inicial de muestra
N = Tamario de la poblacion: 1800 vacunos de la raza Brown swiss.
La muestra final estimada es de 119 animales.
Para el presente estudio se trabajo con una poblacion de 119 vacunos de la raza
Brown swiss de la comunidad de Huisacollana, aquellos involucrados en el estudio son

los vacunos segun clase, menores a 2 afios, mayores de 2 afios, segin sexo Yy en

produccién y seca.

Tabla 2. Distribucion de la muestra sexo y edad.

DISTRIBUCION MUESTREAL
Seguln Edad Segun Sexo
< 2 afios > 2 afios Hembra Macho
41 78 103 16
119 119

Tabla 3. Distribucién de muestra segun clase y estado productivo.

DISTRIBUCION MUESTREAL
Segln clase Segln produccién
Excluidos
Ternera Vagquilla Vaquillona Vaca ternero Torete Toro | Produccion Seca (terneros-
toros)
18 09 07 69 07 06 03 51 18 50
119 119
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2.1.3. 3.3 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS.

3.3.1 MATERIALES PARA LA TOMA DE MUESTRAS SANGUINEAS

- Adaptador para vacutainer, agujas de doble via.

- Frascos colectores de suero sanguineo (viales criogénicos) x 2mL

- Tubos vacutainer de 10 mL.

- Algodon.

- Alcohol yodado al 3%.

- Lapiceros de tinta indeleble.

- Pipetas automaticas o manuales.

- Guantes de exploracion.

3.3.2. MATERIALES PARA EL ENVIO DE MUESTRAS

- Cajas térmicas (tecnopor).

- Geles.

- Plastico y papel.

3.3.3. MATERIALES PARA LA PRUEBA DE ELISA.

- Micropipetas de precision y micropipetas de multi dispensadores.

- Puntas de pipetas desechables.

- Probetas graduadas para la solucién de lavado.

- Lector de placas de 96 pocillos (equipo con filtro de 405 nm).

- Lavador de placas, manual semiautomatica o automatica.

- Bandejas para deposito de reactivos.
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- Papel toalla.

- Papel de aluminio.

- Camara humeda.

- Incubadora.

- Algodon.

- Agua destilada

3.3.4. REACTIVOS.

- Placa tapizado con antigeno Neospora.

- Control negativo (negativo control ELISA (bovine) 50 uL)

- Control positivo (positivo control ELISA (bovine) 50 uL)

- Conjugado.

- Diluyente de la muestra.

- Substrato TMB.

- Solucioén de frenado.

- Solucion de lavado concentrada (10X).

3.3.5. EQUIPOS

- Estufa incubadora a 37°C

- Balanza analitica

- Refrigeradora convencional.

- Congeladora a -20°C.
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- Potenciometro (pH-metro).

- CronOmetro de tiempo.

- Lector de placas ELISA

- Agitador tipo Vortex

- Micro pipeta canal simple 20 a 200 pl.
- Micropipeta canal simple 100 a 1000 pl
- Micro pipetas multicanal 20-200Ul

2.1.4. 3.4, METODOLOGIA

3.4.1. PARA SEROPREVALENCIA DE Neospora caninum

a) TOMA DE MUESTRA DE SUERO SANGUINEO

Se tomaron aproximadamente 7.0 mL de sangre de la vena coccigea, en tubos al
vacio sin anticoagulante (vacutainer) a 119 vacunos, los cuales fueron centrifugados
a 2000 rpm/min durante 10 minutos para la extraccién del suero, posteriormente los
sueros sanguineos se trasvasaron en viales y se mantuvieron en congelacion a -
20°C, y se trasladaran al laboratorio veterinario (LABVETSUR) con ubicacion Av.

Alfonso Ugarte N 500-A (Arequipa-Perq).

b) PROCESAMIENTO DE LA PRUEBA DE ELISA.

1. Las placas fueron tapizadas con antigeno y se anot6 la posicién de la muestra.
Se separ6 Unicamente los pocillos necesarios para analizar las muestras. Se
guardo el resto de los pocillos, junto con el desecante, en la bolsa de plastico

de cierre hermético reutilizable y volvi6 a almacenar a 2-8°C.
2. Se Dispenso6 90 uL de diluyente de muestra en cada pocillo.

3. Se ha dispensado 50 pL de control positivo (CP).
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4. Se dispenso 50 pL de control negativo (CN).
5. Luego se dispernd 50 uL de muestra NO DILUIDA en los pocillos apropiados.

6. Se mezcld el contenido de los pocillos agitando levemente para este

procedimiento se us6 un agitador de placas.
7. Se cubrid la placa para incubar a 60 minutos (+ 5min) a +37°C ( 3°C).

8. Se elimind el contenido de liquido de cada pocillo y se lavé pocillo con
aproximadamente 300 pl de solucioén de lavado 3 veces. Evitar que las placas
se sequen entre los lavados y antes de afiadir el reactivo siguiente. Después del
lavado final, se elimino el fluido de lavado residual de cada placa golpeandolos

sobre el material absorbente.
9. Se dispenso 50 pL conjugado en cada pocillo.

10. Se cubrio la placa para encubar durante 20 min. (xz 5min.) a +37°C (zx 3°C).
Las placas deben de estar selladas herméticamente e incubo en una camara

humeda usando cubiertas de placa para evitar evaporacion.
11. Se lavo por 3 veces.
12. Se dispenso 50 pL de sustrato TMB en cada pocillo.
13. Se incubd a 20-25°C durante 15 minutos (x 1min).
14. Se ha dispensado 50 pL de solucion frenado en cada pocillo.
15. Leer los resultados a una longitud de onda de 405 nm.

16. Validacion delo ensayo: si la densidad del control positivo es mayor 0.9y la

relacion (control positivo/ control negativo) es mayor a 5.0.
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C) INTERPRETACION DE RESULTADOS

MUESTRA — Control Negativo )

IRPC = (Control Positivo — Control Negativo

Fuente: CIVTEST BOVIS NEOSPORA

Valor de IRPC ESTADO INMUNE FRENTE A
Neospora caninum
<30 NEGATIVO
>30 POSITIVO

2.15. 3.5. CALCULO DE PREVALENCIA

El Célculo de la prevalencia fue mediante la siguiente formula (Thrusfield 1990

y Wayne et al. 1997):

) Numero de animales positivos a la neospora
Prevalencia (%) = - x 100
Numero total de muestras

2.1.6. 3.6. METODOLOGIA PARA FACTOR DE RIESGO

Para identificar los factores de riesgo se utilizo observacion directa en el manejo

de los hatos de vacunos de la comunidad de Huisacollana.

2.1.7. 3.7. CUESTIONARIO PARA VALIDACION DE LA PRUEBA ELISA

- Se elabor6 preguntas para determinar la relacion entre la prueba ELISA y el aborto.

- Se visito a los criadores 6 duefios de los animales seropositivos para hacer la entrevista.

- Se hizo una entrevista a los duefios sobre el comportamiento de las vacas (con

presencia de aborto y las que no presentaban aborto).

- Sistematizacion de los datos.

- Interpretacion de validacion de prueba diagnostica (sensibilidad, especificidad, valor

predicto al test (+), valor predicto al test (-), falso positivos y falsos negativos.
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3.7.1 VALIDACION DE PRUEBA DE DIAGNOSTICA

Tabla 4. Tabla dicotomica para validaciéon de prueba.

ENFERMEDAD N. caninum

Abortaron No abortaron Total
Test (+) ELISA a b at+b
Test (-) ELISA c d c+d
Total at+c b+d N

Sensibilidad =% x100  Especificidad =2 x100
a+c b+d

Falso (+)=——x100  Falso (-) =——x100

Valor Predicto al Test (+):ﬁ x100

Valor Predicto de Test (-) :ﬁ x100

2.1.8. 3.8. METODO ESTADISTICO

Los datos cuantitativos discretas de la variable estudiada fue analizada mediante
la prueba estadistica de Ji — cuadrada, cuya formula es la siguiente:

(0ij— Eij)?
Eij

X; =¥

1
Donde:

X2 =Valor calculado de Ji cuadrado.
0;; = Valor observado de casos positivos o negativos

e;j = Valor esperado de casos positivos o negativos.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO ' Nacional del
: Altiplano

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1.9. 4.1. PREVALENCIA DE Neospora caninum

Tabla 5. Seroprevalencia de Neospora caninum en vacunos Brown swiss

en la comunidad de Huisacollana— Espinar -Cusco

Variable Numero Total Positivos Porcentaje (%)
Prevalencia 119 6 5.04

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 5, se observa la variable Prevalencia de Neospora caninum en

vacunos Brown swiss de la comunidad de Huisacollana del Distrito de Yauri; se encontrd
el 5.04 % de prevalencia de la enfermedad en una poblacion de 119 animales. El resultado
refleja que la ocurrencia de la enfermedad es baja en la zona estudiada.
Los resultados obtenidos en el presente estudio, mediante técnica de ELISA indirecta,
resultan ser bajos en comparacion a (Laura, 2016), quien encontrd 9.42% de prevalencia
en vacunos del distrito de Taraco, 8.49% de prevalencia para vacunos del Centro Poblado
de Progreso; no obstante que, en el Distrito de Cabanillas no se encontrd reactores
positivos a Neospora caninum.

Valores elevados a comparacion al presente estudio reporta (Atoccsa et al.,
2005) con la técnica de inmunoflorescencia indirecta (IFI) para la Provincia de Melgar,
18.10 % de prevalencia, ademas manifiesta que la edad y procedencia de los animales son
factores de riesgo y que la seroprevalencia de Neospora caninum esta relacionado con la
poblacién de canes. Igualmente, (Laura, 2016) reporta en vacunos Brown swiss y criollos
del CIP Chuquibambilla 15.28 %, a su vez sefiala que el hospedador definitivo es el perro
quien cumple el rol de propagar el parasito y contaminar el pastizal en las zonas de

pastoreo.
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En cuencas lecheras de tipo intensivo se encontraron prevalencias altas en
Arequipa 57% (Andresen, 1999), Cajamarca 40% (Cabrera et al., 2000) y Lima 29.6%
(M. A. M. Silva & Pimentel, 2017); y en los distritos de Leymebamba y Molinopampa
(Amazonas) encontraron una prevalencia de 40.4% ( Quevedo et al., 2003). A diferencia,
en estudios realizados por (SENASA, 2010) encontraron para dichos departamentos las
siguientes prevalencias: Arequipa 48.91% * 7.22, Cajamarca 19.59% * 3.20, Lima
50.51% + 6.96, Puno 6.68% * 2.27, Amazonas 17.22% + 5.52. Las diferencias podrian
deberse al tipo de prueba utilizada (inmunofluorescencia indirecta-IFI, y ELISA

indirecto), tipo de manejo de animales, presencia de huésped definitivo.

2.1.10. 4.2. SEGUN CLASE ANIMAL

Tabla 6. Seroprevalencia de Neospora caninum en vacunos Brown swiss

en la conunidad de Huisacollana— Espinar — Cusco, segun clase

animal.
CLASE ANIMAL N Positivos Porcentaje
Terneras 18 1 5.56 %
Vaquillas 09 1 1111 %
Vaquillonas 07 0 0.0%
Vacas 69 4 5.81%
Ternero 07 0 0.0%
Torete 06 0 0.0%
Toro 03 0 0.0 %

Fuente: Elaboracion propia (P>0.05)

Los resultados del presente estudio son inferiores a los estudios realizados por
Escalona et al., (2010), quienes indican seroprevalencias para vaquillas (21.8%, 24/110)
y vacas (20.8%, 68/327), en concordancia con los resultados presentados también Torres

(2006) evaluo 174 sueros sanguineo en vacas, vaquillonas y terneras con sus respectivas
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prevalencias de 44.6, 34.3, 31.2%, donde se observd mayor prevalencia en vacas que en

vaquillas.

2.1.11. 4.3. SEGUN SEXO

Tabla 7. Seroprevalencia de Neospora caninum en vacunos Brown swiss

en la comunidad de Huisacollana— Espinar — Cusco, segln sexo

animal.
. Porcentaje
Sexo NuUmero Total Positivos
(%)
Machos 16 0 0.00
Hembras 103 6 5.82

Fuente: Elaboracion propia (P>0.05)

Los valores encontrados presente estudio son inferiores al reporte de ( Silva et al.,
2002), quién en muestras de bovinos lecheros del valle de Lima, encuentra una
seroprevalencia de 40.83% =+ 8.79% para N. caninum; y (Del Campo et al., 2002) en un
estudio para determinar la presencia de abortos en establos lecheros del valle de Lima, se
obtuvieron una prevalencia de 32.7 + 9.0% de N. caninum. A estos resultados coadyuva
(Horna et. al., 2003) manifestando que el Neospora caninum, es un parasito ampliamente
conocido como causante del abortos y mortalidad neonatal en bovinos a nivel mundial;
en el Peru esta infeccion esta presente en bovinos de las principales cuencas lecheras:
57% en Arequipa, 42.9% en Cajamarca, Lima 29.6%, 40.38% Yy en perros de establos
lecheros de Lima 32.7%.

En Arequipa segun zonas zoo ecoldgicas: La campifia, San Isidro, San camilo,
Santa Rita, La Cano, Yuramayo, La Joya, El pedregal (Laura, 2016), determind en el afio
2000 (56,2%), 2001 (22,7%), 2002 (67,9%), 2003 (50,8%), 2004 (68,4%) y 2005 (66.6%)

de presencia de Neosporosis en bovinos lecheros.
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Los resultados del presente muestran prevalencias mas bajas, que podria deberse a la
escasa y esporadica introduccién de animales de reemplazo en los hatos de las

comunidades, poco contacto con el hospedero definitivo.

2.1.12. 4.3. SEGUN EDAD

Tabla 8. Prevalencia de Neospora caninum en vacunos Brown swiss en la

comunidad de Huisacollana— Espinar — Cusco, segun edad animal.

Edad animal NUmero Total Positivos Porcentaje (%)
< a2 afios 41 2 4.88
> a 2 afios 78 4 5.13

Fuente: Elaboracion propia (P>0.05)

En la tabla 8, se observa prevalencias inferiores al reporte de Altamirano (2016),
quién determina seroprevalencia segiin grupo etario de bovinos > a 5 afios de 6.8%
positivos a N. caninum, los < a 5 afios con una prevalencia de 10.2%; ademas, encontro
bovinos positivos de 2, 3 y 4 afios cuando el grupo etareo son menores e iguales a 5 afios.
Comparado con nuestros resultados difiere, lo cual indica que la Neosporosis esta
presente en todas las edades 6 sin distincion de grupo etareo. Y (Quevedo et al., 2003),
manifiesta que, la presencia de anticuerpos contra N. caninum tiene una tendencia no

significativa a incrementarse con la edad.
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2.1.13. 4.4. SEGUN ESTADO PRODUCTIVO

Tabla 9. Prevalencia de Neospora caninum en vacunos Brown swiss en la

comunidad de Huisacollana — Espinar — Cusco, segun estado

productivo.
] . Porcentaje
Vacas NuUmero Total Positivos
(%)
Vacas en
. 51 4 7.84
Produccién

Vacas en seca 18 0 - 0.0

Fuente: Elaboracion propia (P>0.05)

El resultado de la anterior, muestra una prevalencia de 7.84 % en vacas que esta
produciendo leche y es inferior a los reportes (Anderson et al, 1994) quienes reportaron
42 % de abortos debido a la Neosporosis en vacunos en produccion lechera y esta es
considerada uno de los mayores problemas en los establos. En los hatos de Gran Bretafia
y Nueva Zelanda, las tasas de aborto anual fueron de 16 y 30% respectivamente. Los
abortos en el ganado debido a N. caninum, se reportan en fetos de aproximadamente 3.5
meses de gestacion a término (Dubey et al., 1997).

Mientras, en Argentina para las provincias de Santa Fé y Cérdoba, se registra una
seroprevalencia de 24,4% en fetos abortados, 64,5% en bovinos lecheros; para Estados
Unidos 10% de prevalencia, Nueva Zelanda 38%, Francia 26%, Suiza 21%, Holanda
17%, Austria 34,1%, para Reino Unido 12,5% de abortos, en Esparia tasas de 17,9% en
fetos bovinos abortados y 83,2% en rebafios lecheros y para México 36,5% (Andersen,

1999).
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2.1.14.4.5. IDENTIFICACION DE FACTORES DE RIESGO

Tabla 10. Identificacion de factores de riesgo para la ocurrencia de la

Neosporosis.

FACTORES DE RIESGO INDICADOR

Presencia de caninos en los hatos | Tenencia de perros por criador
ganaderos

Ingreso de vacas sin la cuarentena | Presencia de vacas enfermas o
en el hato subclinicas.

Vacas parturientas que eliminan | Numero de vacas postparturientas
placenta

Consumo de placenta por parte de | Nimero de canes que consumen
caninos placenta.

En la tabla precedente, se aprecia los 3 factores primordiales que tiene mucha
relaciéon para la ocurrencia de la enfermedad. La identificacion de dichos factores de
riesgo orienta en planificar e implementar medidas de control, prevencion y la aplicacion
del desarrollo de capacidades en los criadores de vacunos. Un factor de riesgo es toda
circunstancia o situacion que aumenta las probabilidades de que un ser vivo expuesta
contraiga una enfermedad o cualquier otro problema de salud; son caracteristicas y
atributos que se presentan asociados diversamente con la enfermedad o el evento
estudiado. Debemos controlar los factores de riesgo, identificarlos en la comunidad de
Huisacollana. (Miguel, 1998) sefiala que factores de riesgo no son necesariamente las
causas, solo estan asociadas con el evento. Como constituyen una probabilidad medible,
tienen valor predictivo y pueden usarse tanto en la prevencion individual como en la
poblacion; pueden ser modificados por alguna forma de intervencion, para disminuir la

probabilidad de la ocurrencia de una enfermedad u otro dafio especifico.
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4.6. VALIDACION DE LA PRUEBA DE DIAGNOSTICO

Tabla 11. Relacion entre test ELISA y aborto, en vacunos Brown swiss de

comunidad de Huisacollana — Espinar -Cusco

Enfermedad Total
Si abortan | No abortan
Test (+) ELISA 3 1 4
Test (-) ELISA 2 70 72
Total 5 71 76

Fuente: Elaboracion propia

La medicién de la enfermedad en la poblacion se hace a través de las pruebas
diagndsticas, cuya fiabilidad casi siempre no alcanza el 100%, esta depende de la
sofisticacion de la técnica y de los equipos que esta relacionado al costo. En los resultados
de las pruebas se determina falsos positivos y falsos negativos, cuya proporcion de su
presentacion en los resultados finales definen la calidad de la investigacion
epidemiolégica. La cuantificacion de este grado de error, se compara la prueba
diagndstica y prueba patron (test oro), la que se aproxima a una fiabilidad del 100%. Esta

fiabilidad de la prueba diagndstica se mide la S, E, VPP, VPN, PRy PA.

En latabla 11, se observa los valores encontrados en el presente estudio esta en la
tabla dicotomica y al someter a las formulas respectivas se obtuvieron medidas de
precision como la sensibilidad fue de 60% probabilidad que la prueba identifique
correctamente a aquellos que presentan abortos; especificidad 98.59 % de probabilidad
que la prueba identifique correctamente a aquellos que no tienen la enfermedad (abortos).
Estos valores podrian usarse para estimar los abortos esperados en los animales positivos
a Neospora caninum dentro de un hato en un periodo productivo (Echaide, 2000).
Algunos autores establecieron la relacion existente entre la seropositividad a Neospora

caninum y el aborto del ganado bovino, esta fue siempre tangible, es decir, la mayoria de
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episodios de aborto ocurren en vacas positivas (Anderson, 2005). También se encontro

VPP de 75 %, VPN 98.59 %, PR 3.95 % y PA 5.26 %.
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V. CONCLUSIONES

La seroprevalencia de Neospora caninum fue de 5.04 % de 119 animales; entre
terneras, vaquillas y vacas fue similar la prevalencia; mientras en hembras fue 5.82 % y
machos 0.0 %. Los animales menores a 2 afios presentaron la mayor seroprevalencia que
los animales mayores. Las vacas en produccién mostraron seropositividad excepto las
vacas secas.

Los factores de riesgo identificados fueron: presencia de caninos en los hatos

ganaderos, consumo de placenta por los caninos e ingreso de vacas sin la cuarentena.
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VI. RECOMENDACIONES

Los animales seropositivos deben destinarse para su beneficio y asi evitar la

difusion de la enfermedad.

Implementar programas de desarrollo de capacidades en sanidad animal a los

criadores de vacunos de la comunidad de Huisacollana.
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Foto 1. Hoja de trabajo para elisa indirecta

\
&

a

s 3
LABVETSUR

e Sy

HOJA DE TRABAJO PARA ELISA INDIRECTA NEOSPORA CIVTEST

Fecha de Ensayo: __ 12 [cs |19 Analista __ - QC
Cddigo wBio s E
1 12| 3| 4| 5[ 6] 7] 89 [10] 0] 2]

A -

cw i IS 23 (X 39 Uy 56 64 | 32 B | %3
B c.p B} it 2u | 32 40 49 s3] e 332 &1 392
¢ i Sy 3 2s 33 44 S0 S3 43 Jy 82 | Qo

+
D 2 10 \ ¥ 2 4 Y42 51 59 %% 35 3 Q4
E|l 5 |, 9 1 2% |35 | 43 | s> | go | 68 | % | a4 | 92
f +
Flu |20 120! 2% |3¢ | uu $3 | & | 69 | 33 | a2 | a3
G s \3 24 29 | 32 4 sy 62 10 | 36 4
{ +

H & 1y 22 30 |.3% u3 Ss 63 31 39 31 as

e Preparacién de la solucién de lavado {10X) =

® Preparacion del Diluyente de muestra (3x) [V

® Dispensar 50 ul de control (+) NO diluido (O

¢ Dispensar 50 ul de control (-) NO diluido en dos pocillos ctl

o Dispensar 50 pl de muestra diluida (1/100) en pocillos ‘/

A: 10 ul muestra + 190ul prep. Diluyente.
B: 40ul prep. Diluyente + 10 ul sol. A

e Homogenizar ‘/

e Incubara 37°Cx 60’ Hora de Inicio: _19.49 Hora Fin: _11:49

e Lavado x 3 veces o

e Dispensar 50 pl de conjugado |V

e Incubara 37°C x 20 Hora de Inicio: _41: 53 Hora Fin: _42 - 13

e Lavadox 3 veces [P

e Dispensar 50 pl de sustrato TMB [

® Incubar 20°C+-25°C x 15’ Horade Inicio: __j2.: 23 HoraFin:__ 12492

e Frenar con 50 p! de solucidn de frenado o

e Lecturaa405nm [0

¢ Validacion del ensayo: sila D.O CP es > 0.9 y la relacidn CP/ CN es > 5.0
e IRPC=( (Muestra-CN)/ CP-CN ))*100

Repositorio Institucional UNA-PUNO
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HOJA DE TRABAJO PARA ELISA INDIRECTA NEOSPORA CIVTEST
Fecha de Ensayo: __ (2 [ o« (12 Analista ETC
Codigo = RIQ.LA......
1 2 3 4 L] 6 7 8 9 10 11 12

A 96 | 404 | 442 | 420
B Q1 | 105 | 113 e
¢ A% | 406 | 114 i i
D 93 | 0% | Mg B ¥
E oo | 108 | 116 o= \\\
F toy | 10a | myg \ <
G CN™ | 102 | 110 | 118
H A Y | 103 A4 449

@ Preparacion de la solucidn de lavado (10X) i

® Preparacion del Diluyente de muestra (3x) ..

e Dispensar 50 ul de control (+) NO diluido S

e Dispensar 50 ul de control (-) NO diluida en doe pocillos -

o Dispensar 50 pl de muestra diluida (1/100) en pocillos e

A: 10 ul muestra + 190ul prep. Diluyente.
B: 40ul prep. Diluyente + 10 ul sof. A
i e

e Homogenizar

© Incubara 37°Cx 80’ Hora de Inicio: _41:09 Hora Fin: _{2 29

e Lavadox 3 veces L

e Dispensar 50 pl de conjugado e

® Incubara 37°C x 20’ Hora de Inicio: _12: 19 HoraFin: __ A2 39

¢ lLavadox 3 veces _ il

e Dispensar 50 ul de sustrato TMB o

e Incubar 20°C +-25°C x 15’ Hora de inicio: < Uy Hora Fin:

® Frenar con 50 l de solucidn de frenado

e Lecturaa 405 nm

& Validacion del ensayo: sifa D.O CP es >0.9 v la relacidn CP/CNes>50

o IRPC=( (Muestra-CN})/ CP- CN ))*100

Repositorio Institucional UNA-PUNO
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Foto 1. Resultados laboratorio veterinario del sur

»

BVETSUR

Laboratorio Veterinario del Sur

FECHA DE INFORME: 12/04/2018
ENVIADO POR: Nro. DE DIAG: 24

REFERENCIA: B10/1-18
DIRECCION: FECHA DE ENVIO: 02/01/2018

FECHA DE RECIBIDO: 02/01/2018

E REPORTE DE EXAMENES
PROPIETARIO: ALFREDO FLORENTINO ROJAS QUISPE ANIMAL N°:
DIRECCION: = ESPECIE/LAB.: BOVINO
LOCALIDAD: COMUNIDAD HUISA COLLANA RAZA: BROWN SWISS
PROVINCIA: ESPINAR SEXO:
DPTO: CcuUzco EDAD:
HISTORIA

Laboratorio Muestras Total Prueba
INMUNOLOGIA SUEROS 119 NEOSPORA
B o e |
NRO [DENTIFICACION NEOSPORA

1 1 S.R NEGATIVO
2 2 S.R NEGATIVO
3 3 S.R NEGATIVO
i} 4 S.R NEGATIVO
5 5 S.R NEGATIVO
6 6 S.R NEGATIVO
7 7 S.R NEGATIVO
8 8 S.R NEGATIVO
9 9 S.R NEGATIVO
10 10 S.R NEGATIVO
11 1 S.R NEGATIVO
12 12 S.R NEGATIVO
13 13 S.R NEGATIVO
14 14 S.R NEGATIVO
15 15 S.R NEGATIVO
16 16 S.R NEGATIVO
17 17 S.R NEGATIVO
18 18 S.R NEGATIVO
19 19 S.R NEGATIVO
20 20 S.R NEGATIVO
21 21 S.R NEGATIVO
22 22 S.R NEGATIVO
23 23 S.R NEGATIVO
24 24 S.R NEGATIVO

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis
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LABVETSUR

Laboratorio Veterinario del Sur
NRO IDENTIFICACION NEOSPORA

25 25 S.R NEGATIVO
26 26 S.R NEGATIVO
27 27 S.R NEGATIVO
28 28 S.R NEGATIVO
29 29 S.R NEGATIVO
30 30 : S.R NEGATIVO
31 31 S.R NEGATIVO
32 32 S.R NEGATIVO
33 33 S.R NEGATIVO
34 34 S.R NEGATIVO
35 35 S.R NEGATIVO
36 36 S.R NEGATIVO
37 37 S.R NEGATIVO
38 38 S.R NEGATIVO
39 39 S.R NEGATIVO
40 40 S.R NEGATIVO
41 41 S.R NEGATIVO
42 42 S.R POSITIVO

43 43 S.R NEGATIVO
44 a4 S.R NEGATIVO
45 45 S.R NEGATIVO
46 47 S.R NEGATIVO
47 48 S.R NEGATIVO
48 49 S.R NEGATIVO
49 50 S.R NEGATIVO
50 51 S.R NEGATIVO
51 52 S.R NEGATIVO
52 53 S.R NEGATIVO
53 54 S.R NEGATIVO
54 55 S.R NEGATIVO
55 56 S.R NEGATIVO
56 57 S.R POSITIVO

57 58 S.R NEGATIVO
58 59 S.R NEGATIVO
59 60 S.R NEGATIVO
60 61 S.R NEGATIVO
61 62 S.R NEGATIVO
62 63 S.R POSITIVO

63 64 S.R POSITIVO

64 65 S.R NEGATIVO
65 66 S.R NEGATIVO
66 67 S.R NEGATIVO
67 68 S.R NEGATIVO

Av. Alfonso Ugarte N° 500-A
Teléfonos: 054-213677 - 232175
e-mail: labvetsur@hotmail.com
e-mail: labvetsur.acreditacion@gmail.com
Arequipa - Per
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LABVETSUR

Laboratorio Voterinario del Sur
NRO IDENTIFICACION NEOSPORA
68 69 S.R NEGATIVO
69 70 S.R NEGATIVO
70 71 S.R NEGATIVO
71 72 S.R NEGATIVO
72 73 S.R NEGATIVO
73 74 S.R NEGATIVO
74 75 < S.R NEGATIVO
75 76 S.R NEGATIVO
76 77 S.R NEGATIVO
77 78 S.R NEGATIVO
78 79 S.R NEGATIVO
79 80 S.R NEGATIVO
80 81 S.R NEGATIVO
81 82 S.R NEGATIVO
82 83 S.R NEGATIVO
83 84 S.R NEGATIVO
84 85 S.R NEGATIVO
85 86 S.R NEGATIVO
86 87 S.R NEGATIVO
87 88 S.R NEGATIVO
88 89 S.R NEGATIVO
89 90 S.R NEGATIVO
90 91 S.R NEGATIVO
91 92 S.R NEGATIVO
92 93 S.R POSITIVO
93 94 S.RNEGATIVO
94 95 S.R NEGATIVO
95 96 S.R NEGATIVO
96 97 S.R NEGATIVO
97 98 S.R NEGATIVO
98 99 S.R NEGATIVO
99 100 S.R NEGATIVO
100 101 S.R NEGATIVO
101 102 S.R NEGATIVO
102 103 S.R NEGATIVO
103 104 S.R NEGATIVO
104 105 S.R NEGATIVO
105 106 S.R NEGATIVO
106 107 S.R NEGATIVO
107 108 S.R NEGATIVO
108 109 S.R NEGATIVO
109 110 S.R NEGATIVO
110 1 S.R NEGATIVO

Av. Alfonso Ugarte N° 500-A
Teléfonos: 054-213677 - 232175
e-mail: labvetsur@hotmail.com
e-mail: labvetsur.acreditacion@gmail.com
Arequipa - Peru
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LABVETSUR

Laboratorio Veterinario del Sur

NRO IDENTIFICACION NEOSPORA
111 112 S.R NEGATIVO
112 113 S.R NEGATIVO
113 114 S.R NEGATIVO
114 115 S.R NEGATIVO
115 116 S .R NEGATIVO
116 117 S.R NEGATIVO
117 118 = S.R NEGATIVO
118 119 S.R NEGATIVO
119 120 S.R POSITIVO

Nota: Los resultados solo se refieren a las muestras recibidas en el laboratorio
Material y Método empleado:
ELISA INDIRECTA DE ANTICUERPOS FRENTE A NEOSPORA CANINUM . KIT CIVTEST - HIPRA

GERENTE

Av. Alfonso Ugarte N° 500-A
Teléfonos: 054-213677 - 232175
e-mail: labvetsur@hotmail.com
e-mail: labvetsur.acreditacion@gmail.com
Arequipa - Peru
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Actual Temperature:

243

Universidad

A - PUNO Nacional del
TESIS UNA - Altiplano
Software Version 20747
Experiment File Path:
Protocol File Path:
Plate Number Plate 1
Date 12/04/2018
Time 12:58:26 p.m.
Reader Type: ELx808
Reader Serial Number:  Unknown
Reading Type Reader
Procedure Details
Plate Type 96 WELL PLATE
Read Absorbance Endpoint
Full Plate
Wavelengths: 405
Read Speed: Normal
Results

1 7 s a 5
A 0 0.066 0.067 o.o73ti
B 0. 0.069 0.065 0.065
& 0 0.07 0.074 0.078
b 0 0.074 0.062 0.059
B 0 0.063 0.059
F 0 0.079 0.086 0.064
G 0.072 - 0.061 0.049 0.069
H 0.07 0.064
o 2 a8 i 4 1 B
A 0 -0.776 -0.64 0.129 35.964
B 0 -0.388 -0906 | -0.906
G 0 -0.259 0.259 0.776
D 0 0.259 -1.294 | -1.682
. B 0 -1.164 -1.682 | 17.335
0.773 FE 0 0.906 1.811 -1.035
' G 0.072  -1.423 2975 | -0.388
H -0.259 -1.035 | 27.555
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Tabla 13. Base de datos para vaquillonas, vacas (produccion y secas).

Identificacion ) Abortaron
Numero Seroprevalencia -
de prueba si no
1 2 S.R NEGATIVO X
2 3 S.R NEGATIVO X
3 4 S.R NEGATIVO X
4 5 S.R NEGATIVO X
5 6 S.R NEGATIVO X
6 8 S.R NEGATIVO X
7 9 S.R NEGATIVO X
8 10 S.R NEGATIVO X
9 11 S.R NEGATIVO X
10 13 S.R NEGATIVO X
11 16 S.R NEGATIVO X
12 17 S.R NEGATIVO X
13 22 S.R NEGATIVO X
14 23 S.R NEGATIVO X
15 29 S.R NEGATIVO X
16 30 S.R NEGATIVO X
17 35 S.R NEGATIVO
18 36 S.R NEGATIVO X
19 37 S.R NEGATIVO X
20 44 S.R NEGATIVO X
21 45 S.R NEGATIVO X
22 a7 S.R NEGATIVO X
23 48 S.R NEGATIVO X
24 49 S.R NEGATIVO X
25 50 S.R NEGATIVO X
26 51 S.R NEGATIVO X
27 54 S.R NEGATIVO X
28 55 S.R NEGATIVO X
29 56 S.R NEGATIVO X
30 57 S.R POSITIVO X
31 58 S.R NEGATIVO X
32 59 S.R NEGATIVO X
33 60 S.R NEGATIVO X
34 61 S.R NEGATIVO X
35 62 S.R NEGATIVO X
36 64 S.R POSITIVO X
37 68 S.R NEGATIVO X
38 69 S.R NEGATIVO X
39 70 S.R NEGATIVO X
40 71 S.R NEGATIVO X
41 75 S.R NEGATIVO X
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42 76 S.RNEGATIVO X
43 77 S.R NEGATIVO X
44 78 S.R NEGATIVO X
45 79 S.RNEGATIVO X
46 80 S.R NEGATIVO X
47 81 S.RNEGATIVO X
48 82 S.R NEGATIVO X
49 83 S.RNEGATIVO X
50 84 S.R NEGATIVO X
51 85 S.R NEGATIVO X
52 86 S.RNEGATIVO X
53 87 S.R NEGATIVO X
54 88 S.RNEGATIVO X
55 89 S.R NEGATIVO X
56 91 S.RNEGATIVO X
57 92 S.R NEGATIVO X
58 93 S.RPOSITIVO
59 101 S.R NEGATIVO X
60 103 S.R NEGATIVO X
61 104 S.R NEGATIVO X
62 105 S.RNEGATIVO X
63 106 S.R NEGATIVO X
64 107 S.R NEGATIVO
65 108 S.R NEGATIVO X
66 109 S.R NEGATIVO X
67 110 S.R NEGATIVO X
68 112 S.R NEGATIVO X
69 113 S.RNEGATIVO X
70 114 S.R NEGATIVO X
71 115 S.RNEGATIVO X
72 116 S.R NEGATIVO X
73 117 S.R NEGATIVO X
74 118 S.R NEGATIVO X
75 119 S.R NEGATIVO X
76 120 S.RPOSITIVO

TOTAL /1
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Prevalencia General

5.04%

= Positivos = Negativos

Figura 1. Prevalencia de Neospora caninum en vacunos Brown swiss en

la comunidad de Huisacollana— Espinar -Cusco.

SEROPREVALENCIA SEGUN CLASE ANIMAL
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Figura 2. Prevalencia de Neospora caninum en vacunos Brown swiss en

la comunidad de Huisacollana— Espinar -Cusco. Segun clase animal.
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SEROPREVALENCIA SEGUN SEXO
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Figura 3. Prevalencia de Neospora caninum en vacunos Brown swiss en

la comunidad de Huisacollana— Espinar -Cusco. Segun sexo animal.

SEROPREVALENCIA SEGUN EDAD ANIMAL

m<a2afios =>a?2afnos

Figura 4. Prevalencia de Neospora caninum en vacunos Brown swiss en

la comunidad de Huisacollana— Espinar -Cusco.Segun edad animal.
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PREVALENCIA SEGUN ESTADO PRODUCCTIVO

= Vacas en Prod. = Vacas en seca

Figura 5. Prevalencia de Neospora caninum en vacunos Brown swiss en
la comunidad de Huisacollana— Espinar -Cusco.Segun estado

productivo.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
=% Altiplano

Foto 2. Lugar de recoleccién de muestras

Foto 3. Extraccion de muestra sanguinea
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Foto 5. Centrifugar muestras sanguineas

Foto 6. Extracciéon de suero y conservacion de muestras para envio a

lavetsur
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Foto 7. Recepcion de muestras al laboratorio
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Foto 9. Colocacidn de las muestras al equipo laboratorio.
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