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RESUMEN

El impacto global de las enfermedades parasitarias es muy importante ya que produce pérdidas
econdmicas grandes en animales de granja y graves problemas de salud en animales de compaiiia,
se deben a gran medida por la falta de higiene y condiciones ambientales que propician sobre todo
en paises subdesarrollados. La Neosporosis es una enfermedad parasitaria que ha reportado
infecciones en caninos y vacunos que son las especies que mayor estudio se ha realizado en
Ecuador, produciendo problemas neuroldgicos y aborto en estas especies. El presente trabajo de
investigacion es de tipo descriptivo transversal, se determind la presencia de anticuerpos de
Neospora Caninum en pacientes caninos sin manifestaciones clinicas que acudieron a campafas
de esterilizacién en los cantones de Paute y Santa Isabel. Se colectaron un total de 112 muestras
sanguineas, 68 del canton Paute y 44 del cantdn Santa Isabel; las muestras se procesaron mediante
la técnica de Elisa competitivo, considerando positivos a pacientes que tuvieron S/P % > 50,
dudoso <50 - > 60% y negativo < 60%. Se analizé mediante 12 pools formado por 10 muestras de
suero en primera instancia, dando 2/12 muestras como dudoso equivalente a 16.67%.
Posteriormente se analizd sueros individuales de los 2 pools dudosos provenientes del canton Santa
Isabel y se obtuvo 2/44 casos positivos con una seroprevalencia de 4.54% y una seroprevalencia

negativa de 100% en el canton Paute. Los datos se analizaron con el programa ID SOFT Vet 5.11.4.



ABSTRACT

The global impact of parasitic diseases is very important since it produces large economic losses
in farm animals and serious health problems in companion animals, they are largely due to the lack
of hygiene and environmental conditions that favor especially in underdeveloped countries.
Neosporosis is a parasitic disease that has reported infections in dogs and cattle, which are the
species that have been studied the most in Ecuador, causing neurological problems and abortion in
these species. The present research work is of a descriptive cross-sectional type, the presence of
Neospora Caninum antibodies was determined in canine patients without clinical manifestations
who attended sterilization campaigns in the cantons of Paute and Santa Isabel. A total of 112 blood
samples were collected, 68 from the Paute canton and 44 from the Santa Isabel canton; The samples
were processed using the competitive Elisa technique, considering positive patients who had S /
P%> 50, doubtful <50 -> 60% and negative <60%. It was analyzed by means of 12 pools consisting
of 10 serum samples in the first instance, giving 2/12 samples as doubtful equivalent t016.67%.
Subsequently, individual sera from the 2 doubtful pools from the Santa Isabel canton wereanalyzed
and 2/44 positive cases were obtained with a seroprevalence of 4.54% and a negative
seroprevalence of 100% in the Paute canton. The data were analyzed with the ID SOFT Vet 5.11.4

program.
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1. INTRODUCCION

La relacion entre humanos - perros a través de la historia ha sido enigmatica, quienes hoy en
dia han llegado a ser parte integral de la familia, desde simples animales de compafiia hasta
guardianes de la casa y en otros casos pastores de los animales de produccién. (Gémez, Atehortua,
& Orrozco, 2007) A través del tiempo, asi como ha mejorado su relacion en el proceso de
domesticacion también se ha visto afectado por una serie de enfermedades que ha causado
alteracion en la salud y el bienestar de los perros, y algunas de ellas han llegado a tener una
importancia especial tanto por su potencial contagioso a otras especies como al hombre situandolo

COMO ZOoOonosis.

Uno de los principales objetivos del hombre moderno a través de la historia de la humanidad
ha sido tratar de aplicar sus conocimientos cientificos en cuanto salvaguardar la salud animal; es
asi, que, en la practica veterinaria de pequefias especies a diario se encuentran una serie de
enfermedades de tipo infeccioso que son tratados sin realizar examenes complementarios que
ayuden a identificar el agente primario causante de la enfermedad, llegando a un resultado errado

de tratamientos instaurados, incluyendo la muerte del paciente.

En estos tiempos ha adquirido gran importancia una enfermedad infecciosa que afecta una serie
de mamiferos dentro de los cuales se encuentran los perros, llamada Neosporosis canina, es una
enfermedad neuromuscular usualmente caracterizada por paralisis ascendente en perros jovenes,
aunque los casos de enfermedad clinica son escasos, es posible que cause una amplia variedad de
signos clinicos en animales de cualquier edad y ha sido mal diagnosticada y confundida con otras
enfermedades de etiologia nerviosa como el Distemper canino y la Toxoplasmosis (Melo & Pelaez,
2012). Esta enfermedad ha adquirido gran importancia a nivel mundial por tener altos indices de

prevalencia y ser implicada como una de las principales causas de aborto bovino.
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No cabe duda que, desde su descubrimiento, el interés en el campo veterinario por N. caninum
ha ido en aumento, habiéndose realizado numerosas investigaciones sobre la biologia del parasito,

asi como sobre el diagndstico, la epidemiologia y el control de la enfermedad. (Arranz, 2016)
1.1. Problema

Neospora caninum es un parasito recientemente reconocido que produce infecciones en perros,
bovinos y otros herbivoros, es una enfermedad que esta asociado tanto animales silvestres como
domeésticos. Es considerada una enfermedad emergente debido a que producen un impacto
econdmico alto sobre todo en los animales de produccion. Los caninos pueden actuar como
reservorio para transmitir a otras especies sin manifestar signos clinicos, por ello la importancia de
determinar su presencia en los caninos sobre todo los de las areas rurales que conviven con los

bovinos.

El presente trabajo de investigacion se realizé con la finalidad de conocer la presencia de
Neospora caninum en los perros de las zonas de estudio y facilitar informacion de la presencia de
este paréasito a las diferentes instituciones publicas y privadas de manera que se puedan realizar un
mejor diagndstico, programas de control y erradicacion. Ademas, nos ayuda a comprobar el uso de
Kits de Elisa como herramienta préactica y facil de aplicar e interpretar por médicos veterinariosy
laboratoristas y llegar a un diagndstico acertado, sobre todo cuando las sintomatologias no son

claras y pueden ser confundidas con otras enfermedades.
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1.2. Delimitacién

1.2.1. Espacial

La siguiente investigacion se realiz6 a partir de las muestras que fueron recolectadas durante
las camparias de esterilizacidn en los cantones de Paute y Santa Isabel perteneciente a la provincia

de Azuay; ubicados al noreste y al sur de la provincia respectivamente.

Paute se encuentra ubicado en el noreste de la Provincia del Azuay, en la latitud sur 2° 46°55”
y longitud oeste 78° 45°6”. Est4 conformando un valle interandino ubicado desde los 2100 a 2300
m.s.n.m. que se conecta a la cordillera oriental con temperaturas que van de 15° a 25°C. (Cornejo,

Zorrilla, Bermldez, y Estacio, 2010)

Santa Isabel se localiza en los puntos mas extremos 79°34°53”W 2°54°19”S al Norte,
79°16°57”°W 3°22°14”S al Sur, 79°13°15”W 3°17°13”S al Este y 79°37°30”W 2°59°30'S al Oeste.
Su clima es variado y presenta temperaturas que varian desde los 8 a los 24°C, con un promedio
de 18°C, y se encuentra a una altitud que va desde los 100 hasta los 4000 m.s.n.m. (GAD SANTA

ISABEL, s.f.)

Los analisis de laboratorio se realizaron en los laboratorios de la Universidad Politécnica
Salesiana Sede Cuenca campus el VVecino; en los laboratorios de biotecnologia, ubicado en la Calle
Vieja 12-30 y Elia Liut. Cuenca, Ecuador. Coordenadas, 2°53'11"S 78°5923"0; 2°53'11"S
78°59'23"0.

1.2.2. Temporal

El desarrollo de esta propuesta se llevd a cabo durante 400 horas que fueron distribuidas en el

proceso teorico y experimental.
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1.2.3. Académica

El presente trabajo experimental estd orientado a la sanidad animal fortaleciendo los
conocimientos adquiridos en la rama de la Parasitologia que posteriormente nos puede ayudar a un

mejor diagnostico y un tratamiento éptimo y oportuno.
1.3. Explicacién del problema

Al ser una enfermedad emergente a nivel mundial, se ha visto la importancia de realizar
estudios sobre la presencia de Neospora caninum en caninos (Canis lupus familiaris) que a
menudo puede ser sub-diagnosticada y ser confundida con otras enfermedades infecto-
contagiosas O parasitarias, principalmente cobrando gran importancia en aquellas que
ocasionan problemas del sistema nervioso como Distemper o Toxoplasmosis. Su estudio en el
Ecuador y a nivel mundial ha dado con mayor relevancia en la ganaderia lechera que afecta
con mas severidad a hembras gestantes produciendo abortos y reduciendo la produccion
lechera; su importancia radica en la estrecha relacién que se mantiene entre estas dos especies,

ya que requiere de ambas especies para completar su ciclo de vida.

1.4. Objetivos

14.1. General

Determinar la prevalencia de Neospora caninum en caninos (Canis lupus familiaris)

mediante el método de ELISA competitivo, de los cantones Paute y Santa Isabel.
1.4.2. Especificos

Determinar la presencia de anticuerpos de Neospora caninum en caninos mediante el

método de ELISA competitivo.

Calcular la prevalencia de Neospora caninum de los cantones Paute y Santa Isabel.
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1.5. Hipdtesis

15.1. Hipdtesis nula
La prevalencia es alta de Neospora caninum caninos en los cantones Paute y Santa Isabel.
1.5.2. Hipotesis alternativa

La prevalencia es baja de Neospora caninum caninos en los cantones Paute y Santa Isabel.
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2. REVISION Y ANALISIS BIBLIOGRAFICO Y DOCUMETAL

2.1. Generalidades

El proceso de domesticacion de los animales data de tiempos ancestrales, lo que ha traido como
consecuencia una amplia distribucién de las mascotas alrededor de todo el globo terraqueo, entre
las que se destacan los perros domésticos (Canis lupus familiaris), los cuales aportan beneficios
importantes a sus duefios, especialmente a los nifios. Sin embargo, también debe tomarse en cuenta
que las mascotas caninas representan una fuente potencial de agentes infecciosos patdgenos,
incluyendo los de tipo parasitario, especialmente cuando se combinan con factores ecoldgicos y

conductas y habitos humanos inapropiados. (Morey, 2014)

Dentro de las nuevas problematicas de la salud animal se destacan las enfermedades causadas
por la Neospora Caninum, responsable de enfermedades neuromusculares en perros y abortos en
el ganado bovino. (Piaggio, Delucchi, Bafales, y Easton, 2007) Es una enfermedad que esta
distribuida a nivel mundial de la que obviamente nuestro pais no esta excluido. Los caninos como
eslabon importante en el desarrollo de protozoarios despliegan factores que predisponen a la
presencia de enfermedades, principalmente los factores coinciden con el contacto de perros con
ambientes rurales teniendo diversidad de alimentacion con incidencia de consumo alto de carne

cruda incluyendo visceras que aumenta significativamente la posibilidad de infeccion.

Neospora caninum es un protozoo del tipo Apicomplexa responsable de la enfermedad
denominada Neosporosis. EI primer caso de infeccidén por N. caninum se diagnostico en 1984 en
Noruega (Bjerkas y Presthus, 1989), en un perro con paresia de las extremidades y lesiones de
caracter inflamatorio en su sistema nervioso central y muscular, producida por un parasito protozoo
formador de quistes, parecido morfolégicamente a Toxoplasma gondii, pero seroldégicamente

negativo a este protozoario. En 1988 Dubey y colaboradores en EEUU (Dubey y



21

col., 1988b) identifican un parasito similar y proponen su denominacion como un nuevo género,
Neospora; y como especie tipo N. caninum. Ese mismo afio los autores consiguen el primer
aislamiento del parasito en cultivo celular, desarrollan la técnica de inmunofluorescencia indirecta
para la deteccion de anticuerpos frente N. caninum y ponen a punto técnicas inmunohistoquimicas
para la deteccidn del paréasito en tejidos infectados. La inoculacion experimental a perros confirma
a N. caninum como causa de las alteraciones neurolégicas, paresia,paralisis y muerte en los perros

infectados.
2.2. Aspecto histdrico

La Neosporosis es una enfermedad de reciente diagndstico y creciente importancia, que esta
extendida a nivel mundial. Su agente etiol6gico, Neospora caninum, es un parasito protozoario que
en muchos paises ha sido caracterizado como la principal causa de aborto bovino. A su impacto
econdmico sobre la produccion se agregan importantes trastornos y muerte en animales de

compaiiia.

La aparicion de la N. caninum se relata desde 1984 por Bjerkas, en Noruega, en cachorros que
presentaban alteraciones neuromusculares de los perros; en esa ocasion fue considerado como T.
gondii, aunque el estudio serolégico no fue positivo para este agente. En el afio 1988 en Estados
Unidos el microorganismo fue aislado de la misma especie recibiendo el nombre de Neospora
Caninum, asignado por Dubey y col, hasta ese momento la enfermedad era confundida con
toxoplasmosis pues se ha establecido que existen s6lo 6 pequefias diferencias antigénicas y
ultraestructurales entre N. caninum y T. gondii, generando asi una estrecha relacion filogenética

entre ambos protozoarios (Alvarez, 2016).
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Dubey 1988 obtuvo el primer aislado de Neospora caninum en cultivo celular en raton, a partir
de muestras de cerebro y musculos de origen canino, descubriendo una segunda especie en el
género Neospora, el N. hughesi que causa la mieloencefalitis en los equinos. (Naguleswaran, et.

al, 2001 pp. 6483-6494.)

La obtencion in Vitro del primer aislado de N. caninum permitio el desarrollo de una prueba de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) para el diagndstico serolégico de la Neosporosis y un afio mas
tarde en 1989 se desarroll6 la prueba de inmunohistoquimica para la deteccion del parasito en
tejidos de animales infectados. Speer y Dubey en 1989 realizaron estudios sobre la ultraestructura
de los taquizoitos, bradizoitos y quistes titulares, como N. caninum como agente etioldgico de
abortos en ganado bovino, aunque estudios retrospectivos demostraron que el parésito ha sido

endémico por lo menos desde 1957 en Estados Unidos. (Ibafiez, 2007)

En los caninos, la Neosporosis es una enfermedad neuromuscular usualmente caracterizada por
parélisis ascendente en perros jovenes, aunque los casos de enfermedad clinica son escasos, es
posible que cause una amplia variedad de signos clinicos en animales de cualquier edad (Escalona,

Corro, Suarez, Castillo, y Pineda, 2013, pp.29-34)

La Neosporosis canina es mas prevalente en zonas rurales que en las urbanas y las cifras de
prevalencia seroldgica van de un 29% siendo las mas altas en Italia y al 0,2% en las Islas Malvinas.
En el Ecuador la mayoria de investigaciones han sido dirigidas a determinar la presencia de N.
caninum en hatos ganaderos, debido a que es una enfermedad parasitaria que causa abortos y
nacimiento de terneros con deficiencia neuromuscular, obteniendo resultados de hasta 71,8%
positivas, 25,5% negativas y 2,7% sospechosas a la presencia de anticuerpos anti-N.caninum

(Lozada, 2004).
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2.3. Epidemiologia y distribucion geografica

Datos de prevalencia reportados en la literatura tienen una amplia variacion, desde un 1% en
Islas Malvinas y Suecia hasta un 29% en Italia. Una encuesta realizada en Japon encontrd una
mayor prevalencia en perros pertenecientes a lecheria con infeccion de Neospora (31%),
comparada con perros de areas urbanas (7%). (Patitucci, R., Pérez, Rozas, y Israel, 2001). La
prevalencia de edad indica que la mayor parte de perros se infectan después del nacimiento sin

embargo se ha reportado una mayor prevalencia en perros viejos que jovenes.

Los métodos utilizados en reportes indican que se ha realizado estudios de la prevalencia de
anticuerpos contra N. caninum utilizando métodos de diagnosticos diversos como: Neospora
Agglutination Test (NAT), Immunofluorescence Antibody Test (IFAT), Técnicas directas e
indirectas de Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) entre otros. Estos estudios se han
realizado en perros de area rural y urbana, dando mayor énfasis en perros que viven en establos de
ganado de leche y carne; hay pocos estudios realizados en hospitales de referencia clinica por lo

que se dispone poca informacion de casos clinicos. (De la Cerda, 2015)

La presencia de N. caninum es una enfermedad de distribucion mundial; que tiene una
seroprevalencia amplia en distintos paises y conociendo la importancia tanto clinica como
zootécnica de esta enfermedad fortalece la necesidad de seguir conociendo el comportamiento de

este parasito a nivel mundial, sobre todo a nivel local.
2.4. Etiologia y taxonomia

La Neosporosis es una enfermedad causada por un protozoario llamado Neospora caninum,
parasito intracelular obligado que afecta a caninos y herbivoros como bovinos, ovinos, equinos y

cabras. Segun la taxonomia, se clasifica de la siguiente manera:
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Tabla 1. Taxonomia

Descripcion Denominacién
Phylum Apicomplexa
Clase Sporozoasida
Subclase Coccidiasina
Orden Eimeriorina
Familia Toxoplasmatidae
Género Neospora
Especie Caninum

Fuente (Dubey, Hemphill, Calero, & Schares, 2017, p. 31).

Los integrantes de la familia Sarcocystidae se caracterizan por tener ciclos biologicos
heteroxenos y formar quistes en el hospedador intermediario. Como tales afectan diferentes
especies de herbivoros y omnivoros, y como hospedadores definitivos fundamentalmente,

diferentes especies de carnivoros (Pérez, 2004, pp. 4-5).

La ubicacion taxondmica de N. caninum es aun motivo de debate desde su descripcion,
inicialmente se la relaciond con tres especies que son de gran importancia en veterinaria y en la
salud publica como son: Toxoplasma gondii, Hammondia hammondi y Hammondia heydomi.
Estudios filogenéticos basados en el analisis de la secuencia de la subunidad menor del ARN
ribosomal (nss-ARNTr), mostraron un elevado grado de homologia entre N. caninum y T. gondii,
sugiriendo que los dos organismos podrian pertenecer al mismo género (Moore, Venturini, &
Campero, 2006, pp. 455-456). EI empleo de pruebas diagnosticas seroldgicas especificas ha

permitido diferenciar a N. caninum de otras especies gracias a su diferente composicion antigénica.
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2.5. Estadios parasitarios

La estructura de los zoitos de Neospora caninum es comun a la de todos los del Phylum
Apicomplexa. Son de forma oval alargada, y su citoplasma esté limitado por una membrana laminar
0 pelicula reforzada en su cara interna por una serie de microtibulos que recorren
longitudinalmente el cuerpo del zoito. En el citoplasma se distinguen el ndcleo, el aparato de Golgi,
varias mitocondrias, el reticulo endoplasmaético, los granulos densos (organela de secrecion que
participa en la adhesion e invasion a la célula hospedadora) y granulos de amilopectina. En la parte

anterior esta el complejo apical, constituido por las siguientes estructuras:

- Conoide, organela en forma de cono truncado formado por varias capas de estructuras

microfibrilares, dispuestas helicoidamente.

- Roptrias y los micronemas son organelas de secrecidén que participan en la adhesion e

invasion de la célula hospedadora. (SALUVET; Universidad Complutense Madrid, s.f)

Segun el tipo de multiplicacion o fase del ciclo biolégico se distinguen tres tipos de zoitos;
taquizoito, bradizoito y ooquiste. Los dos primeros estan presentes en los hospedadores
intermedios, y ocurren intracelularmente, mientras que los ooquistes estan presentes en las heces

del hospedero definitivo. (Martinez, Ledn, y Alvarez, 2015, pp. 64-73)
2.5.1. Taquizoitos

Son zoitos invasivos asociados a la multiplicacion asexual rapida del parasito en las células del
hospedador, y que se localiza en una gran variedad de tipos celulares. Es la responsable de la fase
aguda de la enfermedad y de la transmision vertical. (SALUVET, UCM s.f.) Los taquizoitos tienen
un tamafio que oscila entre 3-7 um de longitud y 1-5 um de anchura y una morfologia ovoide,
globular o lunar, dependiendo de la etapa de division en la que se encuentren. (Dubey & Lindsay,

1966, pp.1-59).

25.2. Bradizoitos
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Es la fase de multiplicacion lenta en diferentes tejidos y que se encuentran en el interior de
quistes tisulares. Los bradizoitos son de aproximadamente 6-8 pum de longitud por 1-1,8 um de
ancho y contienen las mismas organelas que los taquizoitos, aunque en los bradizoitos el nimero
de roptrias es menor y tienen mas granulos de amilopectina (Speer & Dubey, 1989; Jardine 1996).
Los quistes, que pueden contener en su interior hasta 200 bradizoitos pueden medir 100 um de
diametro siendo de forma redondeada u oval. La pared quistica (que puede alcanzar méas de 4 um
de espesor) esta formada por dos membranas, la externa, una unica membrana electrodensa, y la

interna de mayor grosor, granular y con estructuras tubulares.

2.5.3. Ooquiste
- No esporulados: Son los eliminados en las heces del hospedador definitivo son esféricos o

subesféricos, miden de 10 a 11 ym

- Esporulados: Los ooquistes esporulados, son los que después de tres dias en el medio
ambiente contienen dos esporoquistes con cuatro esporozoitos cada uno, son
morfoldgicamente similar a los ooquistes de T. gondii y Hammondia en el perro (Aycachi,

2005)

El ooquiste puede tener forma esférica, oval o elipsoidal y es la fase de resistencia del parésito
eliminada al medio ambiente por el hospedador definitivo. El hospedador elimina ooquistes sin
esporular, con un esporonte rodeado por una pared externa e interna. La fase infectante es el
ooquiste esporulado, resultante de la multiplicacion asexual (esporogonia) del esporonte en el
medio ambiente, el cual se divide en dos esporoblastos. Cada esporoblasto se rodea de una pared
que se denomina esporoquiste, en cuyo interior por multiplicacion asexual se forman cuatro zoitos

denominados esporozoitos, que son la fase infectante para el hospedador.
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2.5.4. Esporozoito

Los esporozoitos se encuentran en el interior de los ooquistes, miden 6,5 um de longitud por
2,0 um de ancho. Los ooquistes de N. caninum son morfolégicamente similares a los de T. gondii
y H. heydomi; su tamafio es de 11,7 um de longitud y 11,3 pum de anchura. La pared del ooquiste
es lisa, de 0,6- 0,8 um de espesor y no contiene micrépilo (Bjerkas & Dubey, 1991, pp. 407-410).

Figura 1. Estadios parasitarios de Neospora Caninum (Cortesia laboratorios inmuno parasitologia FCV-

UNLP).
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2.6. Ciclo bioldgico

El ciclo completo de este parasito no es muy claro. Sin embargo, como todos los Coccidios,
posee 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. (Vargas y Cortés, 2001, pp. 88-93)

Su ciclo biolégico involucra 3 fases: 1) Fase de multiplicacion rapida con formacion de
taquizoitos, 2) Fase de multiplicacion lenta con formacién de bradizoitos y 3) Fase sexuada con

eliminacion de ooquistes.

El perro es huésped definitivo y a la vez intermediario. El protozoario comienza su
reproduccion sexuada en el tracto gastrointestinal del huésped definitivo dando origen a los
ooquistes, los cuales son excretados con las heces hacia el medio ambiente, de 5 a 17 dias post

ingestion de quistes tisulares. Los ooquistes son excretados en forma no esporulada, por cientos de
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miles durante el periodo de eliminacién que puede durar semanas, estos esporulan en

aproximadamente 3 dias, pero en condiciones ambientales favorables pueden hacerlo en 24 horas.

Una vez infectivos, los ooquistes son bastante resistentes a los efectos ambientales y pueden

permanecer viables en el suelo, agua y en reservas alimenticias del ganado.

Los perros adquieren la infeccion principalmente por la ingestion de quistes que contienen
bradizoitos de los hospedadores intermediarios infectados, sobre todo del bovino. En una infeccion
natural, el periodo de prepatencia es de 5-9 dias y el periodo de patencia generalmente de 11-20
dias. Los ooquistes no son infectantes inmediatamente tras la excrecion fecal (requieren de uno a
tres dias de esporulacion en el medio exterior). Los ooquistes de N. caninum se han aislado a partir
de heces de perros desde 45 dias a 13 afios de edad, y el nimero de ooquistes por gramo de materia
fecal oscila entre unos pocos hasta mas de 100.000. (European Scientific Counsel Companion
Animal Parasites, 2013, p. 17).

Figura 2. Ciclo bioldgico de Neospora Caninum (Cortesia del Dr. Mcallister - Universidad de 1llinois).
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2.6.1. Rutas de infeccion
La transmision se puede dar por via:

- Horizontal: tiene lugar por ingestion de los tejidos de bovinos infectados (fetos abortados
y placentas), calostro o leche de origen bovino contaminado con taquizoitos de N. caninum

la infeccidn causa la eliminacion de los ooquistes en las heces del perro.

- Vertical: se da por via transplacentaria en un 50% de los casos, los cachorros nacen de
perras infectadas por N. caninum, y solo un 25% de éstos pueden desarrollar signos

clinicos. (ESCAP, 2013, p. 16).

En caninos normalmente se da una infeccion silente y la presentacion tipica es un cuadro
neuromuscular en cachorros entre uno a cuatro meses, ocasionalmente se da mortinatos, pero
normalmente no produce abortos; no asi en bovinos que es el principal causante de abortos en

primer tercio de gestacion.
2.7. Patogénesis

Los huéspedes intermediarios ingieren los ooquistes presentes en agua o alimentos
contaminados. Los esporozoitos que se encontraban en su interior son liberados en el tracto
intestinal, penetran las células y se transforman en taquizoitos que se dividen rapidamente y se
distribuyen por todo el organismo, y, suelen estar presentes en huéspedes intermediarios y

definitivos, en animales gestantes son capaces de cruzar la placenta para causar infecciones fetales.

Los taquizoitos proliferan hasta que las células del huésped se destruyen y entonces nuevamente
infectan otras células vecinas. A medida que el sistema inmune del hospedero comienza a
responder, la replicacion del protozoario se enlentece y comienza la fase de multiplicacion lenta

con formacion de bradizoitos (forma de division lenta) ubicados al interior de un quiste que se
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localizan en el SNC (cerebro, médula, retina). Los quistes permanecen viables hasta por 14 dias a
4 °C y son inactivados en 24 horas a -20 °C. Estos quistes tisulares de crecimiento lento, contienen
cientos de células infectivas, y pueden mantener la infeccidn en el hospedero intermediario de por

vida.

La fase sexuada ocurre en el huésped definitivo. La infeccion del mismo se produce por la
ingestion de tejidos contaminados con taquizoitos o quistes tisulares como fetos y placentas de los
animales que abortaron. Los estadios entero-epiteliales dentro del tracto intestinal del huésped
definitivo previos a la formacién de ooquistes no son bien conocidos, pero culminan con una fase
sexuada con eliminacién de ooquistes en las materias fecales. Una vez ingresados al huésped, los
taquizoitos de N. caninum producen focos de necrosis en diversos tejidos, destruyendo las células
al multiplicarse activamente en neuronas, macrofagos, fibroblastos, endotelios, miocitos,

hepatocitos. (Piaggio, Delucchi, Bafiales, y Easton, 2007, p. 15).

2.8. Lesiones y manifestaciones clinicas

2.8.1. Lesiones

La lesion més caracteristica es de encefalitis focal caracterizada por la necrosis y la inflamacion
no supurativa. No hay lesiones gruesas patognomanicas de Neosporosis. (Lépez, et al. 2007). Otras
lesiones que se han observado son focos de necrosis en diversos érganos como cerebro, médula,
corazon, musculo esquelético e higado, a menudo con un infiltrado inflamatorio mononuclear.
Aunque los taquizoitos pueden multiplicarse en muchos tejidos, los quistes tisulares sélo se
encuentran en encéfalo y médula espinal, aunque hay un reporte de Peters de quistes en musculo

de perros y vacunos (Piaggio, Delucchi, Bafiales, y Easton, 2007, p. 15).
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2.8.2. Signos

En la mayoria de los casos de neosporosis neonatal, los cachorros presentan signos clinicos a
partir de las 5-7 semanas tras el nacimiento y con ello se demuestra que N. caninum se transmite
de la madre a los cachorros en el ultimo periodo de la gestacion. En los cachorros, la paralisis
creciente causada por N. caninum puede ser letal y varios miembros de una misma camada pueden
estar afectados si bien no necesariamente a la vez (ESCAP 2013). Las perras infectadas
subclinicamente pueden transmitir el parasito a los fetos pudiendo nacer infectadas camadas

sucesivas. Sin embargo, no se ha descrito la presencia de aborto en la infeccion natural del perro.

Los caninos adultos desarrollan paresia de los miembros posteriores, que evoluciona
progresivamente hacia una paralisis. Los miembros anteriores estdn menos afectados que los
posteriores que llegan a presentar hiperextension rigida. También pueden aparecer otros sintomas
como la dificultad en la deglucidn, la parélisis mandibular, la flaccidez muscular, la atrofia
muscular e incluso el fallo cardiaco como también signos de dolor en la palpacion de los misculos
lumbares y/o de los cuadriceps. Los perros con paresia posterior pueden llegar a vivir meses. La
enfermedad puede ser localizada o generalizada, y cualquier tejido puede estar afectada, incluida

la piel. La Neosporosis puede afectar a perros de cualquier edad. (Pérez. 2004)
2.9. Estudios previos de métodos de diagndstico

El diagndstico antemortem se basa principalmente en la historia clinica, edad del perro y los
resultados de la serologia. Dado que el aislamiento del parésito de fluidos y tejidos y su
identificacion mediante microscopia resulta dificil, la serologia es la prueba mas utilizada. (Pérez,

2019)
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A la hora de diagnosticar la infeccion por N. caninum en el perro debemos realizar un
diagnostico clinico-epidemiologico, teniendo en cuenta la presencia o ausencia de sintomatologia
nerviosa, su procedencia y la edad, el cual si bien puede ser indicativo siempre debe confirmarse
con un diagnostico de laboratorio. En los examenes de hemograma generalmente no muestran
alguna sin embargo en la quimica resultan variables e inespecificos dependiendo del sistema de
organos afectado, (Dubey & Lappin, 2008). La infeccidén por N. caninum estimula la respuesta
inmune humoral del hospedador, lo que permite detectar los anticuerpos contra antigenos
especificos del taquizoito o de los bradizoitos de N. caninum. También permite la determinacion
de la etapa aguda, caracterizada por altos niveles de IgM de la segunda a la cuarta semana de
infeccion y de la crénica, con la caida de IgM y el aumento de la IgG. Después de 6 meses de
infeccion primaria, se muestran altos niveles de anticuerpos IgG. (Sinnott, Monte, Collares,

Silveira, & Borsuk, 2017, pp. 19-27)

Dado que la enfermedad esta causada por la presencia de formas paréasitas en los tejidos, el
examen coproldgico para la deteccion de ooquistes no es importante en el diagndstico de la
Neosporosis clinica canina. La sospecha clinica de una Neosporosis se puede confirmar mediante
técnicas moleculares: la PCR puede llevarse a cabo en muestras de liquido cefalorraquideo o a
partir de biopsias musculares. Sin embargo, en la mayoria de los casos, se diagnostica a través de
la serologia: una vez infectados, los animales albergan los quistes tisulares durante toda la vida
(De la Cerda, 2015) mientras que en los cachorros seroconvierten a las 2-3 semanas tras la
infeccion generando niveles de anticuerpos altos en los animales enfermos. Por tanto, el
diagnostico de la Neosporosis canina debe basarse en los signos clinicos y en una serologia positiva

(ELISA e IFI). (ESCAP 2013, p. 17).
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29.1. IFI

La IFI detecta, fundamentalmente, anticuerpos que se unen a los antigenos localizados en la
superficie celular del taquizoito de N. caninum. Fue la primera técnica aplicada al diagndstico
seroldgico de la Neosporosis y frecuentemente ha sido utilizada como prueba de referencia

(Lindsay & Dubey, 1996, pp 1-59).
29.2. ELISA

Esta técnica se basa en la detencidn de antigenos inmovilizados sobre una base s6lida mediante
anticuerpos que directa o indirectamente producen una reaccion cuyo producto, por ejemplo un
colorante, puede ser medido espectrofotométricamente atribuyéndole propiedades de
inmunoensayo ideal, la facilidad de procesar un gran nimero de muestras la obtencion de una
sensibilidad y especificidad superiores a las obtenidas de IFI, sumado a la falta de subjetividad al

emitir resultados eleva su confiabilidad de los resultados.

Esta técnica se fundamenta por la presencia y la cantidad de un antigeno particular en una
muestra desconocida se determina por su capacidad para competir con un antigeno de referencia
marcado para unién a un anticuerpo fijo en una placa. Primero, una cantidad determinada de
anticuerpo no marcado se fija a un grupo de placas y una preparacion de estandar de referencia de
un antigeno marcado se une a ellas. A continuacion, se afiaden diversas cantidades de muestra no
marcadas y se mide el desplazamiento del antigeno marcado, lo que genera curvas de inhibicion
caracteristicas. Se obtiene una curva estandar al usar cantidades conocidas de antigeno no marcado
idénticas a las usadas en la especie marcada y una comparacién con esta curva permite calcular la
cantidad de antigeno en muestras desconocidas. Durante la incubacion, las muestras con alto
contenido de antigeno dan como resultado que el antigeno no marcado se une en mayores

cantidades que el antigeno conjugado; por lo tanto, cuando se agrega un sustrato cromogénico al
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ensayo para desarrollar color, las muestras con una alta concentracion de antigeno generan una
sefial méas baja que las que contienen una baja concentracion de antigeno, lo que produce una
correlacion inversa entre la concentracion de antigeno en la muestra y el desarrollo de color en el
ensayo. Este tipo de reaccion es uno de los pocos métodos posibles para estimar la cantidad de
antigenos de bajo peso molecular con un numero limitado de epitopes o sitios de union a

anticuerpos. (ALLSCIENCE, 2019)

GRAZ7 es un antigeno de excrecion presente en los granulos densos de Neospora caninum y una
proteina altamente inmunogénica. Aunque las proteinas GRA parecen estar relacionadas con el
desarrollo intracelular del parésito, estudios previos han revelado que la proteina NcGRA7 podria
estar involucrada en el proceso inicial de invasion de células huésped por N. caninum. Algunos
estudios ya publicados han demostrado que los anticuerpos monoclonales generados frente a esta
proteina, presentan una alta especificidad y reactividad, lo que los convierte en importantes
candidatos para su uso en el desarrollo de ensayos de ELISA competitiva orientados al diagnostico
de infeccion producida por N. caninum. Esta técnica seria especialmente util en el serodiagnostico
de perros, para los cuales las técnicas serolégicas actuales carecen de la sensibilidad y especificidad

de las utilizadas en bovinos. (REKOM BIOTECH, 2019)
2.9.3. Inmunocromatografia

La inmunocromatografia es una técnica reciente de inmunodiagnostico de N. caninum. EI test
comercial de nombre FASTest® NEOSPORA caninum es una prueba rapida y facil de
implementar para la deteccion cualitativa de anticuerpos contra N. caninum en sangre, plasma o
suero de perros o ganado bovino. En el caso de muestras positivas, ésta migra a través de una
membrana de nitrocelulosa uniendo los anticuerpos con los antigenos de N. caninum, formando

asi una linea de color rosa-morada. (Borries, 2016, p. 7).
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2.10. Control y prevencion

2.10.1. Tratamiento

Debido a la falta de vacunas y tratamientos efectivos, la mejor estrategia de control para la
Neosporosis es un diagndstico, se han realizado muchos estudios para mejorar la precision de las
pruebas seroldgicas mediante el uso de proteinas especificas y nuevos formatos de ensayo, que
tienen buena sensibilidad y especificidad ademéas de ofrecer menores costos y tiempos de

realizacion. (Sinnott, Monte, Collares, Silveira, & Borsuk, 2017, pp 19-25.)

Cabe mencionar algunos elementos que deben ser tenidos en cuenta al elaborar una estrategia
de control. En primer lugar, en los perros, la seroconversion para IgG se produce recién a las 2-3
semanas luego de finalizar la excrecién, y algunos no seroconvierten. En segundo lugar, si bien
varios trabajos cientificos indicaban que los perros no reexcretaban ooquistes luego de un periodo
patente, un trabajo de Gondim del 2005 indica que si lo hacen luego de un periodo refractario

variable. (Piaggio, Delucchi, Bafiales, y Easton, 2007, p. 12).

El tratamiento de la neosporosis clinica en el perro es complicado y parcialmente efectivo: es
méas eficaz el tratamiento en los estadios precoces antes de la aparicion de los signos
neuromusculares. Asi, cuando los signos clinicos sugieren una Neosporosis se recomienda iniciar
el tratamiento inmediatamente antes incluso de esperar a la confirmacion serolégica. La
clindamicina (20 mg/kg, dos veces al dia durante 30-60 dias) produce una mejoria del cuadro
clinico en aquellos perros infectados con signos neuroldgicos, (ESCAP 2013). De forma

alternativa, también puede utilizarse toltrazuril de 15 — 20 mg/kg.
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2.10.2. Prevencion

Las perras seropositivas pueden transmitir N. caninum a los cachorros por tanto se recomienda
que las hembras infectadas que presentan la enfermedad de forma crénica sean excluidas de los
programas de cria. Ademas, los perros que viven en granjas deben evitar acceder a carne cruda y

evitar la contaminacién fecal del agua y el alimento para el ganado bovino. (ESCAP 2013)

Es necesario evitar que los perros contaminen pasturas y concentrados con sus heces debido a
que es el principal responsable de la Neosporosis bovina, que puede generar pérdidas significativas
en la produccion incluyendo abortos, muertes fetales, incremento de tasa de reemplazo y

eliminacion. (Benavidez, Potosi, y Roque, 2016, pp. 51-54)
2.10.3. Consideraciones sobre salud publica

No existe potencial zoon6sico conocido, (ESCAP 2013). Hasta el momento no hay evidencia
firme de que N. caninum infecte a los seres humanos, puesto que se han reportado bajos niveles de
anticuerpos y el ADN del parasito se ha evidenciado en tejido humano. Ademas, tampoco se ha
dado reportes de infecciones por Neospora de manera accidental en personas que manipulan

organismos contaminados. (Dubey, Hemphill, Calero & Schares, 2017)
2.11. Resumen del estado de arte del estudio del problema

La Neosporosis es una patologia que ha sido objeto de estudio en diferentes partes del mundo,
debido a las importantes pérdidas econdmica que esta provoca sobre todo en los bovinos y la
preocupacion que ha ocasionado de que pueda ser considerada una enfermedad zoonoética y afecte

la salud publica.

A pesar de los avances en la medicina veterinaria y el cuidado especial que pueden recibir los

canes dentro de la ciudad, en el area rural persisten cuidados de salud rudimentarios o nulos en la



37

mayoria de los casos; lo cual, propicia que los canes de esta zona padezcan enfermedades
parasitarias o infecciosas, representando un impacto econémico negativo sobre todo para aquellas
familias donde su economia esta basada en la crianza da ganado bovino debido a la estrecha
relacion con los caninos y la predisposicion de las enfermedades que pueden generarse, motivo por

el cual se requiere tener métodos de diagnostico mas confiables para el diagnostico de este parasito.

En Ecuador algunas investigaciones han demostrado un alto porcentaje de prevalencia en
caninos sobre todo los que han estado en contacto con ganado bovino. Es asi que (Barbecho, 2018)
obtuvo un 62.14% de prevalencia, estudio realizado en el canton Cayambe de la provincia
Pichincha de muestras obtenidas de las zonas rurales de caninos que convive con bovinos. Asi
como también (Recalde, 2013) realizé un estudio de prevalencia en el cantén de Quito en caninos
procedentes de la zona urbana que acudian a 2 veterinarias obteniendo como resultado una
prevalencia de 5% en la veterinaria A y 1% en la veterinaria B; determinado que no requiere

necesariamente de contacto con los bovinos para contraer el paréasito.

La desparasitacion periddica de una mascota es fundamental tanto para la salud del animal como
la nuestra, esto permite romper los ciclos de vida y transmitirse a otros animales o incluso alas
personas que las rodean. De ahi la importancia de desparasitar debidamente a nuestra mascota
desde que es un simple cachorro, momento en el que es especialmente vulnerable a los parasitos,

en especial a las lombrices intestinales.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Metodologia

La presente investigacion corresponde a un estudio epidemioldgico de tipo descriptivo,
prospectivo de corte transversal. Se determinara la presencia de los anticuerpos para el agente

etiologico y se calculara la prevalencia de la enfermedad en un momento establecido.
3.2. Analisis estadistico

Por las caracteristicas de la investigacion al ser un trabajo prospectivo y de corte transversal no
se desarrolla un andlisis estadistico analitico, sino se opta por un andlisis estadistico de tipo

descriptivo mediante un disefio de gréaficas.
3.3. Poblacién y muestra

Se realiz6 un estudio de tipo exploratorio. Debido a que no existen censos de la poblacion

canina de los cantones que fueron obtenidas las muestras, se hizo un muestreo no probabilistico.
3.3.1. Seleccion y tamafio de muestra

La poblacion de muestra estd conformada por caninos entre machos y hembras que fueron
reclutados durante las camparias de esterilizacidn realizados en los cantones de Paute y Santa Isabel

en los meses de Diciembre (2019) y Enero (2020) respectivamente.

El tamafio de la muestra se estim6 considerando la prevalencia con nimero de poblacion

desconocida garantizando la misma que sea representativa de la poblacion de estudio.

Para ello se utilizo la siguiente formula:

Z2xp*q
n=——,——

ez
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Donde:

n = Tamafio de la muestra

Z = Nivel de confianza para 95% (1,96)

e = Error estimado (0,05)

p = Probabilidad de que ocurra el evento

g = (1 - p) = Probabilidad de que no ocurra el evento

Nivel de significacion = 0.05

_ 1,962 % 0,05 % 0,95
B 0,052

n

n=73

El Tamafio Minimo de la Muestra se identificé en 73 individuos. La prevalencia nos indica
el nimero de casos en un momento determinado, permitiendo ver el porcentaje de la poblacion

afectada. Podemos calcular mateméaticamente con la siguiente formula.

Numero de casos
p= — x 100
Poblacion

3.3.2. Procedimiento de campo

Las muestras sanguineas se tomaron de la vena cefalica y yugular, con el uso de vacutainer, con
previa asepsia en el lugar de puncion. Se obtuvo 5 ml de sangre y se colocé en los tubos de ensayo
estériles previamente rotulados. Las muestras se mantuvieron a una temperatura entre 4°Cy 7°C.
Posteriormente se centrifug6 a 3000 rpm durante 5 minutos; se extrajo el suero de todas lasmuestras

con una micropipeta en tubos estériles para suero sanguineo con previa rotulacion.
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3.3.3. Procedimiento para de laboratorio

3.33.1.  Preparacion de las muestras.

Para evitar diferencias en los tiempos de incubacion entre las muestras, se prepar6 12 pools; 7
del canton Paute y 5 del cantdn Santa Isabel; del total de las muestras obtenidas; a cada pool se
agreg6 100 ul de suero de cada individuo para después correr la técnica de ELISA por incubacion
corta. Para la deteccion de anticuerpos de ant-Neospora caninum se utilizé un Kit Id Screen ®

Neospora caninum Competition multi species ELISA Kit.

3.3.3.2.  Preparacion de la solucién de lavado.
Se equilibré la Solucién de Lavado Concentrada (20X) a temperatura ambiente (21°C +5°C) y

se agito bien hasta que la Solucion Concentrada esté completamente solubilizada.

Se prepar6 la Solucion de Lavado (1X) diluyendo 1:20 la Solucién de Lavado Concentrado

(20X) en agua destilada.

3.3.3.3.  Procedimiento de ensayo con incubacion corta.
Los reactivos estuvieron equilibrados a temperatura ambiente 21°C (x5 °C) antes de la

utilizacion. Se homogenizé por medio de la inversion utilizando un vortex.

1. Se afiadio

- 50 pl de Diluyente 14 a cada pocillo.

- 5 pl de Control Positivo a los pocillos Aly B1.

- 45 pl de Control Negativo a los pocillos C1y D1.

- 50 pl de la muestra a ensayar en los pocillos restantes.

2. Se cubrio la placa y se incubo por 45 min 21 °C.
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3. Se vacid los pocillos y se lavo cada pocillo 3 veces con 300 ul de Solucion de
Lavado.

4. Se preparo el Conjugado 1X haciendo una dilucion 1:10 del Conjugado
Concentrado 10X con el Diluyente 12.

5. Se afiadié 100 pl del Conjugado 1X a cada pocillo.

6. Se cubrio la placa y se incubo por 30 min a 21°C (£5°C).

7. Se vacio los pocillos y se lavo cada pocillo 3 veces con 300 ul de Solucién de
Lavado. Durante todos los procesos de lavados se evitd que los pocillos se sequen
entre los lavados.

8. Se afiadi6é 100 pl de la Solucion de Revelacién a cada pocillo.

9. Se cubrir la placa y se incubd por 15 min a 21°C (£5°C) en la obscuridad.

10. Se distribuyd 100 ul de Solucion de Parada a cada pocillo, en el mismo orden que
en el paso 8, para detener reaccion.

11. Posteriormente se leyeron en el espectrofotometro la densidad dptica (DO) de 450
nm.

Una vez conocido los resultados de los sueros enviados al andlisis es importante hacer revision
de como fue el método para la interpretacion de los resultados obtenidos, los mismos que se

detallan a continuacion:
Validacion:

- El valor medio de la D.O del Control Negativo (DOcn) es mayor que 0.7.

DOcn > 0.700
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- La razon entre el valor medio de la D.O. del Control Positivo (DOcp) Yy el valor

medio de la D.O. del Control Negativo (DOcn) es menor que 0.3.

DOcp/ DOcn< 0.3

Interpretacion:

Por cada muestra, se calculo el porcentaje de competicion (S/N %).

S
DOmuestras * 100
%9 —

N DOy

Donde:

- DO = Densidad dptica
- CN = Control negativo

- %S/N = Muestra al positivo

Las muestras que presentan un S/N%:

- Menor o igual que 50% fueron interpretados como positivas.

Mayor que 50% y menor o igual que 60% fueron interpretados como dudosas.

- Mayor que 60% fueron interpretados como negativas.

El analisis de datos se realiz6 con el programa ID Soft™, que permite calcular los diferentes

parametros del kit criterios de validacion y valores S/P.



3.4. Variables de estudio
3.4.1. Variables independientes: Suero de caninos

Tabla 2. Variables independientes
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Concepto Categoria Indicadores indice
Machos Numérico
Fisico Hembras Numérico

Unidad experimental que nos

o o Cantidad de suero Mi
facilitara los indicadores
Positivo Numérico
Biologico
Negativo Numérico
3.4.2. Variables dependientes: Elisa Competitivo para Neospora caninum.
Tabla 3. Variable dependientes.
Concepto Categoria Indicadores indice
Método analitico que depende Cantidad de
s Numeérico
Biologico

de la reaccion AG-AC

uniones Ag-Ac




3.5. Materiales

3.5.1. Materias de oficina

Tabla 4. Materiales de oficina.
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Descripcion Unidad de medida Cantidad
Agenda Unidad 1
Hojas de papel bond A4 Resma 1
Boligrafo Unidad 2
Marcador Unidad 1
Carpeta Unidad 1
Computadora Unidad 1
Camara digital Unidad 1
Memoria USB Unidad 1
Impresora Unidad 1

3.5.2. Materiales de campo

Tabla 5. Materiales de campo.

Descripcion Unidad de medida Cantidad
Mandil Unidad 1
Mascarilla Caja 1
Guantes de examinacion Caja 1
Gorras desechables Unidad 20

Hojas guia para la técnica de ELISA Unidad 5




3.5.3. Materiales de laboratorio

Tabla 6. Materiales de laboratorio.

Descripcion Unidad de medida Cantidad

Multicanal de 12 puntas de 300 pul Unidad 1
Pipeta de 1000 pl. Paquete 1
Pipeta de 10 pul Unidad 1

Puntas azules Unidad 136

Puntas amarillas Unidad 546

Puntas blancas Unidad 138
Gradillas Unidad 1
Equipo Lector de ELISA Unidad 1

Viales Unidad 150

3.5.4. Materiales quimicos

Tabla 7. Materiales quimicos.

Descripcion Unidad de medida Cantidad
Agua destilada ml 15.6
Solucién de Parada (0.5 M) ml 4
Solucién de Revelacion (TMB) ml 4
Solucién de Lavado concentrado (20X) ml 18
Control positivo ul 190
Control negativo ul 110
Conjugado concentrado (10X) mil 0.23
Diluyente 14 mil 25
Diluyente 12 mil 39

Microplacas sensibilizadas con
extractopurificado de Neospora Tira 2

caninum
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3.5.5. Materiales bioldgicos

Tabla 8. Materiales biologicos.

Descripcion Unidad de medida Cantidad
Caninos Kilogramos 112
Suero (Sangre) ml 1.5
Pools Unidad 5
Estudiante 1

3.6. Consideraciones éticas|

En el capitulo Il de la ordenanza para el Control y Manejo de la Fauna Urbana y la Proteccion
Animal del GAD Municipal de Cuenca, describen algunos aspectos que hay que tomar en cuenta

al realizar practicas experimentales con animales domésticos de compafiia.

Art. 43.- Esta prohibida la experimentacion que implique sufrimiento fisico o distress del

animal; debiendo utilizarse y desarrollarse alternativas técnicas, cefiidas a la Bioética.

Art. 44.- La Unidad de Gestion Animales (UGA), en coordinacion con las universidades locales
que cuenten con carreras de medicina humana, veterinaria y zootecnia, promoveran la creacion de

Comités de Bioética para controlar las practicas experimentales con animales.

Art. 45.- Se prohibe la experimentacion de animales domésticos de compafiia y fauna urbana

en actividades y procesos industriales. (GAD Cantonal de Cuenca, 2016)

Estos aspectos nos ayudan a tener en cuenta que cada actividad que se realice y que involucre
a los animales domésticos de compariia se debera garantizar el bienestar animal en el que se

incluyen las cinco libertades basadas en la ley utilitarista y deontolégica.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Prevalencia de Neospora caninum en caninos.

El estudio fue enfocado a identificar la presencia de Neospora caninum mediante la técnica de
ELISA Competitiva, donde se analizé un total de 112 muestras de suero sanguineo de los cantones

Paute y Santa Isabel. Al realizar los célculos estadisticos obtuvimos los siguientes resultados:

Tabla 9. Cuadro estadistico de seroprevalencia de Neospora caninum.

Estado Frecuencia Prevalencia
Negativo 110 98.21%
Positivo 2 1.79 %
Dudoso 0 0%

Total 112 100%

Los resultados obtenidos negativo y positivo fueron confirmados mediante el Kit Id Screen ®
Neospora caninum Competition multi species ELISA Kit que detecta anticuerpos de ant-Neospora

caninum. Obteniendo 2/112 muestras positivas.

En la tabla 9 se detallaron los resultados de la densidad 6ptica y S/N Ratio que nos ayudo a

determinar la prevalencia de Neosporosis en estos cantones.
4.2. Exposicion de resultados de pools del canton Paute y Santa Isabel.

Se prepard 12 pools de 112 muestras de suero canino; cada pool se formé con 100 pl de suero
de cada individuo. Se formaron 6 pools con 10 muestras de suero y un pool con 8 muestras de
suero del canton Paute, cédigo (E1 — C2); y 4 pools con 10 sueros y 1 pool con 4 muestras de suero

sanguineo del cantdn Santa Isabel, codigo (D2 — H2).
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Tabla 10. Resultado detallado ELISA Competitivo de pools del canton Paute y Santa Isabel.

Referencias Coordenadas DO S/N Ratio Resultados

Control positivo Al 0.171

Control positivo Bl 0.151

Control negativo C1l 1.264

Control negativo D1 1.364
01 El 1.245 94% N
02 F1 1.323 100% N
03 Gl 1477 112% N
04 H1 1.186 90% N
05 A2 1.267 96% N
06 B2 0.902 68% N
07 C2 1.140 86% N
08 D2 1.309 99% N
09 E2 0.724 55% D
10 F2 0.743 56% D
11 G2 1.208 91% N
12 H2 0.913 69% N

La seroprevalencia de anticuerpos para Neospora caninum, mediante la técnica de ELISA, del
total de 112 muestras analizadas por pools, evidenci6 10 pools negativas, que equivale a un 83.33%
y 2 pools dudoso que equivale al 16.67%. Esto debido a que el S/N% de los codigos E2 y F2 se
encuentran entre el > 50% y <60%, no logrando alcanzar el valor para ser consideradas positivas
por lo que se realiz6 un analisis de sueros individuales de los dos pools pertenecientes al Canton

Santa Isabel. En la tabla 10 se detalla los resultados obtenidos del analisis de sueros individuales.



49

4.3. Criterio de validacion.

Para validar el examen se requiere el valor de la media de la DO control negativo sea mayor

que 0.7, y la razon entre el valor medio de la DOcp y el valor medio de la DOcn sea menor que 0.3.

Media DOcp: 0.171 + 0.151 = 0.161
Media DOcn >0.70: 1.264 + 1.364 = 1.319

DOcp / DOcn<0.30: 0.12
Los resultados obtenidos nos ayudaron a validar el criterio del ensayo de ELISA.

4.4. Andlisis del comportamiento de la DO en pools.

Tabla 11. Media, mediana, rango y desviacion estandar

Coordenadas DO
E2 0.724
F2 0.743
B2 0.902
H2 0.913
C2 1.140
H1 1.186
G2 1.208
El 1.245
A2 1.267
D2 1.309
F1 1.323
Gl 1.477

Media 1.119
Mediana 1.197
Rango 0.724 — 1.477

Desviacion estandar 0.241
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Se realizo6 un analisis del comportamiento de la densidad dptica arrojada por el equipo lector de
ELISA, los valores fueron ordenados de menor a mayor y se calculd valores como la media,
mediana, rango Yy la desviacion estandar para identificar valores atipicos.

Figura 3. Desviacion estandar de pool.
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La desviacion estandar nos indica la dispersion de los datos con respecto a la media, no se
observé un desnivel con mucha relevancia al analizar pools. Sin embargo las coordenadas 1y 2
poseen densidades dpticas bajas y un S/N Ratio menor al 60%, considerandolo pools sospechosos

y obligando a correr ensayos de sueros individuales de estos pools.
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4.5. Andlisis de resultados obtenidos de sueros individuales.

Tabla 12. Resultado detallado ELISA Competitivo de analisis de sueros individuales del Cantdn Santa

Isabel.
Referencias Coordenadas DO S/N Ratio Resultados

Control positivo Al 0.147
Control positivo Bl 0.150
Control negativo C1 1.068
Control negativo D1 1.162

01 El 1.040 93% N

02 F1 0.943 85% N

03 Gl 0.953 85% N

04 H1 1.018 91% N

05 A2 0.393 35% P

06 B2 1.038 93% N

07 C2 0.902 81% N

08 D2 1.039 93% N

09 E2 0.739 66% N

10 F2 0.999 90% N

11 G2 1.024 92% N

12 H2 0.847 76% N

13 A3 1.099 99% N

14 B3 0.897 80% N

15 C3 1.016 91% N

16 D3 1.059 95% N

17 E3 0.893 80% N

18 F3 1.065 96% N

19 G3 1.097 98% N

20 H3 0.283 25% P
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Al correr el ensayo de Elisa de los sueros individuales de los codigos E2 y F2 se obtuvo los
resultados detallados en la tabla 10, se evidencié 18 muestras negativas equivalente al 90% y 2
muestras positivas equivalente al 10%. EI S/N ratio de los codigos A2 y H3 se encuentran entre el
35% y 25% respectivamente y una densidad Optica baja, lo que los considera como muestras

positivas.
4.6. Criterio de validacion.

Se valido el ensayo teniendo en cuenta los criterios de validacion recomendados para el anélisis

de pools.

Media DOcp: 0.147 + 0.150 = 0.149
Media DOcn >0.70: 1.068 + 1.162 = 1.115

DOcp / DOcn<0.30: 0.13
Criterio validado.
4.7. Andlisis del comportamiento de la DO del ensayo de sueros individuales.

Figura 4. Analisis del comportamiento de la densidad 6ptica en sueros individuales
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La grafica se realizd con los datos en el orden que se dispuso en los pocillos al realizar el ensayo,
se realizd una curva de tendencia para determinar el comportamiento de la densidad Optica. Los
valores de los codigos A2 y H3 poseen densidades dpticas muy bajas, esto debido a la positividad
de las muestras. Las muestras consideradas negativas no muestran desniveles con mucha

relevancia por lo que no se muestra una variacion de los datos de la curva de tendencia.

Tabla 13. Cuadro resultado de analisis de muestras de Elisa.

Coordenadas DO
El 1,040
F1 0,943
Gl 0,953
H1 1,018
A2 0,393
B2 1,038
C2 0,902
D2 1,039
E2 0,739
F2 0,999
G2 1,024
H2 0,847
A3 1,099
B3 0,897
C3 1,016
D3 1,059
E3 0,893
F3 1,065
G3 1,097
H3 0,283
Media 0,917
Mediana 1,008
Rango Inferior 0,699
Rango Superior 1,136

Desviacién Estandar 0,218
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Se realizé tambien un analisis de este ensayo para determinar la dispersion de los datos con
respecto a la media general. En este caso al tener muestras positivas se observé una desviacion
atipica de las coordenadas 5 y 20 mientras que las muestras consideradas negativas se encuentran
mas concentrados dentro de la media general establecida.

Figura 5. Desviacion estandar de sueros individuales.
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4.8. Prevalencia de Neospora caninum segun los cantones.

Segun el analisis de los resultados, nos indica que en el Cantén Santa Isabel presenta una
prevalencia de 4.51% siendo el Unico cantdn que presento casos positivos, mientras que en el
canton Paute no se registrd ningin caso positivo aun siendo el canton con mayor nimero de

muestras analizadas.
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Tabla 14. Prevalencia de Neospora caninum segun los cantones.

Canton N Positivos Porcentaje (%)
Paute 68 0 0%
Santa Isabel 44 2 4.54%
Total 112 2 1.79%

Figura 6. Distribucién de prevalencia de Neospora caninum segun el cantén.
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4.9. Discusion

En un estudio realizado en la Provincia de Pichincha por Recalde (2013), donde se analizé la
presencia de Neospora caninum en perros que acudieron a dos clinicas veterinaria, determind un
6% de seropositivo de un total de 100 muestras obtenidas. Este resultado es comparativamente alto
con respecto a los resultados obtenidos en la investigacion debido, a que en la presente

investigacion las muestras analizadas eran de caninos aparentemente sanos.

Ofia (2015) realiz6 una investigacion en el cantdn Cayambe, acerca de larelacion que tiene este
parasito entre caninos y bovinos para su existencia. La investigacién confirm6 que existe un

62,14% de relacion; dando positividad de un 65% en caninos y un 61% bovinos.
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Investigaciones nacionales e internacionales han aportado estudios sobre determinar unatécnica
adecuada para detectar la presencia de este parasito. Asi Barbecho (2018) realiz6 un andlisis de
sensibilidad y especificidad para este parasito utilizando dos métodos de diagndstico: para ello
realizd los métodos de diagnostico de flotacion y PCR en 100 caninos elegidos aleatoriamente.
Obtuvo una incidencia de 6% por la técnica coproparasitario y un 1.06% por la técnica PCR, esto
debido a la poca sensibilidad y especificidad de la técnica coproparasitario frentea la técnica PCR,

por ello la importancia de tomar en cuenta una técnica adecuada para los analisisen la parasitologia.

La investigacion realizada por Ruiz et al (2012) quienes evaluaron muestras de caninos con y
sin afecciones neuromusculares obtuvieron prevalencias de 5.2% para caninos con afecciones
neuromusculares de 96 muestras y un 1.7% en caninos sin afecciones de 120 animales
muestreados, como podemos observar al comparar este Gltimo resultado tenemos una relacién
aproximada con la presente investigacion, al tener una baja prevalencia en animales sin signos para

este parasito.

Comparado un estudio realizado en el departamento de Puno Lima por Vega et al. (2010)
encontraron una prevalencia de 6.3% de 122 muestras de caninos, siendo relativamente alta al
resultado obtenido en esta investigacion. Las procedencias de los animales son de algunas areas de
produccidn ganadera por lo que se puede asumir que exista una mayor prevalencia por la relacion
de este parasito entre estas dos especies. Otro estudio que aporta esta relacion es la investigacion
realizada por Bulla y Vanegas (2015) que identifico una prevalencia de 21,6% de untotal 60

muestras de caninos procedentes de 30 de hatos ganaderos.
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La baja prevalencia en la investigacion se asume que posiblemente sea por la procedencia de
los caninos de las zonas urbanas a comparacion de las investigaciones realizados en las zonas
rurales sobre todo que estén en contacto con otras especies como los bovinos por la estrecha

relacion entre estas especies.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
4.10. Conclusion

La investigacion se realiz6 con muestras de caninos aparentemente saludables, pese a ello la
técnica de ELISA competitiva siendo un método de diagndstico confiable y seguro detecto la
presencia de anticuerpos de Neospora caninum en un 1,79% del total de 112 muestras analizadas.
Estos resultados son similares a otras investigaciones realizadas en las mismas condiciones que la

presente investigacion.

El analisis de muestras mediante pools para deteccion de presencia o ausencia de la enfermedad
fue seguro y eficiente debido a que al ser 10 sueros en un pool tuvo poca absorcion dptica, pero lo
suficiente para ser considerada dudosa por lo que se analizo individualmente los pools sospechosos

y no todas las muestras.

La seroprevalencia de anticuerpos contra N. caninum en caninos en el cantén Santa Isabel fue
de 4.54%, es un porcentaje bajo si se tiene en cuenta los datos de seroprevalencia reportados en
otras regiones del pais; mientras que en el canton Paute se obtuvo una seronegatividad de 100%,
su baja o nula prevalencias se debe a que los animales muestreados son provenientes en su mayoria
de las zonas urbanas y la poca interaccion con otras especies disminuye la presencia de este parasito
en los caninos. Por otro lado, se ha reportado investigaciones de hospederos reservorios como la
paloma gue puede introducir este parasito en zonas urbanas, por lo que es importante incluir como

diagnostico diferencial en animales con signos neuroldgicos.
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4.11. Recomendacién

Dado que en la investigacion se encontré un bajo porcentaje de prevalencia se recomienda
analizar muestras de animales provenientes de las zonas rurales, que tengan contacto con otras

especies como ganado bovino, o caninos que posea alguna alteracion neuroldgica.

Es importante tener en cuenta el método para el diagnostico, por lo que se recomienda técnicas
serologicas como la técnica de ELISA debido a que posee una alta sensibilidad y especificidad

para la deteccidn de anticuerpos para Neospora caninum.

Ante cualquier enfermedad la prevencion siempre sera mejor que tratar con el problema, por lo
que se recomienda evitar el contacto directo de caninos con los bovinos, consumo de fetos
abortados, visceras y carne cruda. Ademas, manejar un calendario de plan de desparasitacion de
los caninos y bovinos, sobre todo en las areas rurales donde se mantiene una relacion mas estrecha

entre estas especies.
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. ANEXOS

6.1. Datos de formacion de Pools

A. Tabla pools Paute (CP)

Pool 01 | 013 Pool 02 | 059 Pool 03 | 032 Pool 04 | 117
027 066 082 069
029 054 039 015
035 073 025 067
040 083 016 048
041 086 033 037
045 062 018 055
047 099 049 063
055 111 043 088
056 081 109 097
Pool 05 | 091 Pool 06 | 028 Pool 07 | 031
020 107 094
070 022 074
108 001 061
106 121 096
042 101 024
026 046 023
068 113 009
103 021
098 087
B. Tabla pools Santa Isabel (CS)
Pool | 020 Pool | 025 Pool | 026 Pool | 043 Pool | 079
08 027 09 061 10 074 11 011 12 058
032 050 048 040 069
037 019 023 010 039
022 013 051 034
033 002 047 038
014 031 046 029
070 071 036 041
001 009 016 045
056 012 078 082




6.2. Resultado ELISA del Equipo de ELISA pools

1 2 1 2
A + pool 5 A 0.171 1.267
B + pool 6 B 0.151 0.902
C - pool 7 C 1.264 1.14
D - pool 8 D 1.374 1.309
E pool 1 pool 9 E 1.245 0.724
F pool 2 pool 10 F 1.323 0.743
G pool 3 pool 11 G 1.477 1.206
H pool 4 pool 12 H 1.186 0.913
6.3. Resultados calculo de Elisa
1 2

A 12.9643669 96.0576194

B 11.4480667 68.3851403

C 95.8301744 86.4291130

D 104.1698256 99.2418499

E 94.3896892 54.8900682

F 100.3032600 56.3305534

G 111.9787718 91.4329037

H 89.9166035 69.2191054
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6.4. Analisis de sueros individuales de pools 9 y 10 del cantdn Santa Isabel

68

1 2 3 1 2 3
A + P 036 P 025 A 0.147 0.393 1.099
B + P 046 P 061 B 0.15 1.038 0.897
C - P 047 P 050 C 1.068 0.902 1.016
D - P 051 P 019 D 1.162 1.039 1.059
E P 078 P 048 P 013 E 1.04 0.739 0.893
F P 016 P 074 P 002 F 0.943 0.999 1.065
G P 009 P 023 P 031 G 0.953 1.024 1.097
H P 012 P 026 P 071 H 1.018 0.847 0.283
6.5. Resultado ELISA de sueros individuales
1 2 3

A 13.1838565 35.2466368 98.5650224

B 13.4529148 93.0941704 80.4484305

C 95.7847534 80.896861 91.1210762

D 104.215247 93.1838565 94.9775785

E 93.2735426 66.2780269 80.0896861

F 84.573991 89.5964126 95.5156951

G 85.470852 91.838565 98.3856502

H 91.3004484 75.9641256 25.3811659




6.6. Imagenes de trabajo experimental
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