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RESUMEN

La Neosporosis se ha convertido en una enfermedad grave del ganado vacuno y canino a
nivel internacional, determinandose que el huésped y agente de propagacion es el perro; por lo
que es imprescindible detectar la presencia del parésito en zonas ganaderas. Al ser una
enfermedad cosmopolita, se ha visto la importancia de realizar estudios sobre la prevalencia de
Neospora caninum en caninos, ya que sus observaciones al microscopio son similares a los
taquizoitos y quistes tisulares del Toxoplasma gondii llegando a ocasionar falsos diagnosticos.
Una de las tantas maneras de mitigar esta enfermedad es la de impedir o frenar su propagacion,
para ello es importante implementar sistemas de prevencién; los mismos que se pueden iniciar
con determinacidn de la prevalencia del parésito en lo que respecta a su huésped, en el presente
trabajo se tomaron 279 muestras de suero sanguineo de caninos del canton Cuenca para ser
analizadas mediante el “Kit de ELISA ID Screen® Neospora caninum Competition — NCC”,
los individuos fueron separados en diferentes grupos, tales como: edad, procedencia, raza y
sexo, dando como resultado global del 2,15% (6/279) de muestras positivas ante la presencia
del parésito, concentrandose mas su existencia en machos mestizos de edad adulta que habitan

fincas.

Palabras Claves: Neospora caninum, ELISA, prevalencia, caninos.
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ABSTRACT

Neosporosis has become a serious disease of cattle and dogs internationally, determining
that the host and propagation agent is the dog; Therefore, it is essential to detect the presence of
the parasite in livestock areas. Being a cosmopolitan disease, the importance of carrying out
studies on the prevalence of Neospora caninum in canines has been seen, since its observations
under the microscope are similar to tachyzoites and tissue cysts of Toxoplasma gondii, leading
to false diagnoses. One of the many ways to mitigate this disease is to prevent or stop its spread,
for this it is important to implement prevention systems; the same ones that can be started with
determination of the prevalence of the parasite in regards to its host, In the present work, 279
canine blood serum samples from the Cuenca canton were taken to be analyzed using the "Kit
ELISA ID Screen® Neospora caninum Competition - NCC", the individuals were separated into
different groups, such as: age, origin, race and sex, giving as a global result 2.15% (6/279) of
positive samples in the presence of the parasite, its existence being more concentrated in mixed-

race males of adult age that inhabit farms.

Keywords: Neospora caninum, ELISA, prevalence, canines.
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1. INTRODUCCION
La produccion ganadera se ha visto afectada en los Gltimos tiempos, una de las afecciones ha
sido el incremento del nimero de abortos; por lo que se ha visto necesario establecer lineas de

investigacion que permitan descubrir las causas que la provocan.

Muchos investigadores coinciden que la causa del aborto suele ser provocado por contagios
invasivos de parasitos, virus y bacterias, dando como consecuencia enfermedades diversas que

intervienen en procesos tan importantes como lo es el de “la gestacion”.

Resultados de las investigaciones concluyen que uno de los agentes, es la “Neospora
caninum”, protozoo parasito filogenéticamente cercano a Toxoplasma gondii, con el cual se
habia confundido a menudo antes de su identificacion en 1988. Es de distribucion mundial y

afecta a perros, rumiantes y a otras muchas especies” (UranoLab, 2019).

Esta enfermedad se ha descrito recientemente, aunque se considera que hasta 1988 cuando
se demostrd que el agente etiologico de esta enfermedad y de la toxoplasmosis eran especies
diferentes, podria haberse diagnosticado incorrectamente como toxoplasmosis dada la similitud
morfolégica de los agentes etioldgicos y la semejanza sintomatoldgica. Al igual que la
toxoplasmosis es una enfermedad entérica y sistémica en el perro y posiblemente canidos
silvestres, mientras que es sistematica en el resto de las especies, incluido el gato. (Gutiérrez et

al., 2006, p. 29).

La Neospora canina se contagia mediante una transmision horizontal, ya que al ser los perros
y canidos silvestres los hospedadores definitivos descritos capaces de excretar ooquistes de este
parasito, y la transmision vertical, la cual es la principal via de mantenimiento de la infeccion y

que es trasmitida de madres a hijos.
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Este parésito causa dafio tisular por necrosis en los tejidos nerviosos y musculares, por lo que

si la infeccion es prolongada puede dejar dafios irreparables en los animales.

1.1 Problema
Dubey, Schares, y Ortega-Mora (2007) afirman: “Los abortos y la mortalidad neonatal son
un problema importante en las operaciones ganaderas, y la neosporosis es una de las principales

causas de aborto en el ganado” (p. 324).

La Neospora caninum provoca a su huésped el perro alteraciones neuromusculares que
desencadenan en paralisis y en cuadros crénicos que le provocaria la muerte. El crecimiento sin
control de la poblacién canina propagaria la enfermedad en el ambiente ya que su medio de
transmision es a través de las heces y fomites contaminados, influyendo sobre las diferentes
poblaciones de animales de produccion, particular que impactaria a la sociedad ganadera que
tiene como medio de vida la cria de estos ejemplares, ya que uno de sus principales efectos es

el aborto, esto implica gastos financieros que afectan la economia del ganadero.

1.2 Delimitacion
1.2.1 Espacial
La siguiente investigacion se realizé a partir de las muestras que fueron recolectadas en fincas
clinicas y albergues pertenecientes a parroquias del cantén Cuenca, provincia del Azuay, el cual
esta ubicado geograficamente entre las coordenadas 2°39° a 3°00’ de latitud sur y 78°54" a
79°26" de longitud oeste, con una altura sobre el nivel del mar que varia de 100 a 4560 m.s.n.m.,
la zona urbana se encuentra a una altitud de 2550 m.s.n.m. aproximadamente. Limita al norte

con la Provincia del Cafiar, al sur con los Cantones Camilo Ponce Enriquez, San Fernando,
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Santa Isabel, al oeste con las provincias del Guayas y hacia el este con los cantones Paute,

Gualaceo y Sigsig. (Bermeo, 2010, p. 12).

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

2°53'11"S 78°5923"0.

Figura 1: Vista satelital de la ciudad Cuenca.

San Vicente  Llacao

a
/

@ Cuenca =
Bafio T o C 3@
L 7 Chilcapamba @
______________ Percadil
Minas @ or de Uchuloma E o

Fuente: (Google Maps, 2023).
1.2.2 Temporal

El proceso investigativo abarcd una duracion de 400 horas, distribuidas en el trabajo

experimental y la redaccion del informe final.

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 diagndéstico y un tratamiento éptimo y oportuno.
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1.3 Explicacion del problema

Investigaciones dentro del campo ganadero en el Ecuador y a nivel mundial ha determinado
grandes afecciones en hembras gestantes produciendo abortos y reduciendo la produccion
lechera; su impacto radica en la estrecha relacion que se mantiene entre estas dos especies

(bovino-canino), ya que requiere de ambas especies para completar su ciclo de vida.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General
Determinar la prevalencia de Neospora caninum en poblaciones caninas (Albergues, fincas

y clinicas), ubicados en el canton Cuenca, Ecuador.

1.4.2 Objetivos Especificos
Identificar la presencia de Neospora caninum en caninos mediante la prueba de ELISA

competitivo.

Determinar la prevalencia existente en la poblacion canina, segun su habitat, sexo, raza, edad.

1.5 Hipotesis
1.5.1 Hipotesis Alternativa
La prevalencia es alta de Neospora caninum en caninos (Albergues, fincas y clinicas) de

Cuenca.

1.5.2 Hipotesis Nula
La prevalencia es baja de Neospora caninum en caninos (Albergues, fincas y clinicas) de

Cuenca.
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2. REVISION Y ANALISIS BIBLIOGRAFICO Y DOCUMENTAL

2.1 Generalidades

Los seres humanos hemos aprendido a comprender a los perros y a comunicarnos con ellos
a lo largo de nuestra duradera relacion con ellos. Hemos criado mas de 1.000 razas todas y cada
una de ellas con caracteristicas especiales. EI genoma del perro (el material genético completo
que hay en un perro) se maped en 2003y los resultados indicaron que el perro proviene del lobo

gris. (Rosell, 2018, p. 14).

2.2 Perro doméstico (Canis lupus familiaris)
En 1758 Carlos Linneo (botanico, naturalista, explorador, considerado como el padre de la
Taxonomia) lo clasifico como Canis familiaris; a esta denominacion se le afiadio la de Canis

lupus familiaris por ser descendientes del lobo.

Su clasificacion taxondmica es la siguiente:

Reino: Animalia (animal)

- Filo o philum: Cordata (cordados)

- Subfilo: Vertebrata (vertebrados)

- Clase: Mammalia (mamiferos)

- Orden: Carnivora (carnivoros)

- Suborden: Caniformia

- Familia: Canidae (canidos)

- Género: Canis
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- Especie: Lupus

- Subespecie: Lupus familiaris = Canis lupus familiaris. (Hugues, Cabazas, y Torres, 2020,

pp. 46, 47).

Entornos Caninos: Existen cuatro tipos basicos de entornos caninos: la ciudad, los suburbios,
el campo Y el exterior. Cada uno presenta un estilo de vida distinto para el perro y cada uno
esconde problemas potenciales. En contra de la creencia popular, no existe un ambiente ideal

para todos y cada uno de los perros. (New Skete, 2014, p. 140).

La evolucion del canino estd relacionada con la evolucion del hombre, por lo que su
distribucion es mundial, histéricamente la presencia de perros estd documentada hace 12.000
afios aproximadamente en numerosos yacimientos de Europa, Oriente Proximo, Irag, el norte
de Chinay Siberia, abarcando toda la extension de la distribucidn ecoldgica actual del lobo. Este
patron sugiere que tuvieron lugar una serie de domesticaciones de manera independiente, o que
grupos humanos en posesion de perros realizaron movimientos migratorios o intercambios de
ejemplares domésticos con otras comunidades. Mas all& del rango biogeogréafico primigenio del
lobo, la aparicion de perros domésticos suele asociarse a la dispersion global de grupos

agricultores. (Linares, 2018, p. 42).

2.3 Neosporosis
Segun Moreno (2003): “La neosporosis es una enfermedad producida por Neospora caninum,
un coccidio formador de quistes, que infecta no sélo a las principales especies de abasto, sino

también a animales de compaiiia y a ciertos animales salvajes” (p. 252).

Dentro de las nuevas problematicas de la salud animal se destacan las enfermedades causadas

por la Neospora Caninum, responsable de enfermedad neuromuscular en perros y la principal
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causa de abortos en el ganado bovino. A su impacto econémico sobre la produccion se agregan
importantes trastornos y muerte en animales de compafiia. (Piaggio, Delucchi, Bafales, y

Easton, 2007, p. 9).

Otro factor de riesgo atribuido a la infeccién por N. caninum en bovinos es el nimero de
perros presentes en o alrededor de una propiedad. Un estudio holandés mostré que la
probabilidad de que los rebafios fueran seropositivos era del 5,5% mayor en granjas con perros

que en rebafos sin perros de granja. (King et al., 2011, p. 27).

2.4 Historia

La neosporosis es una enfermedad parasitaria emergente, que viene siendo estudiada so6lo
desde 1989 y ha adquirido gran importancia a nivel mundial como una de las principales causas
de aborto en el ganado bovino y caracterizada ademas, por provocar subfertilidad, pérdidas
tempranas de prefiez, momificaciones, abortos y nacimiento de terneros con ataxia y paralisis y
en perros causa problemas neuromusculares principalmente. La Neosporosis fue reportada por
primera vez en 1984 en Noruega en perros recién nacidos como enfermedad neuroldgica en
caninos por Bjerks y colaboradores, que presentaban paralisis congénita del tren posterior a
consecuencia de una meningoenceaflitis. EI primer aislamiento del parasito se produjo sélo

hasta 1991 por Conrad y colaboradores. (L6pez et al., 2007, p. 8).

2.5 Distribucion geografica
La neosporosis bovina es causada por Neospora caninum (Protozoo Apicomplexa), parasito
cosmopolita con una amplia distribucion geografica. La enfermedad ha sido diagnosticada en

bovinos de Europa, Africa, Australia, Nueva Zelanda, América y se ha evidenciado exposicion
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a N. caninum para varias especies animales en paises de Sur América, tales como Argentina,

Brasil, Chile, Paraguay, Peru y Uruguay. (Suarez y Maldonado, 2012, p. 36).

Se informaron anticuerpos contra N. caninum en 121 de 320 (37,8%) perros de Argentina,
22% de 200 perros de Nueva Zelanda, 10% de 150 perros de Turquia, 6,7% de 163 perros de
Brasil, el 10% de 500 perros domesticos y el 25% de 611 perros callejeros de Brasil, el 6,4% de
1.058 perros de Italia, y en 12% de 120 perros urbanos y 26% de 81 perros rurales de
Chile. Klein y Miller informaron anticuerpos contra N. caninumen el 4 % de 50 perros en
Alemania sin signos clinicos y en el 13 % de 200 perros con signos clinicos. Se encontraron
anticuerpos contra N. caninum en el 21,6% de 134 perros de fincas ganaderas en Paran4, Brasil.

(Dubey, J., 2003, p. 8).

2.6 Etiologia

Neospora caninum es un parasito protozoario del género Apicomplexa y de la familia
Sarcocystidae que infecta a un espectro grande de mamiferos domésticos y salvajes. Los perros
y coyotes son los hospederos definitivos confirmados del parasito, pero se sospecha que otros
canidos salvajes también lo pueden ser. La enfermedad que produce se denomina neosporosis y

ha sido estudiada principalmente en perros y bovinos. (Retamal et al., 2010, p. 197).

2.7 Epidemiologia

Neospora caninum se transmite de forma horizontal entre las especies a partir de la ingestion
de ooquistes eliminados por los hospedadores definitivos o vertical a traves de la placenta de las
madres a sus crias. Los estadios infectantes son ooquistes esporulados, taquizoitos y bradizoitos
en los quistes tisulares. La transmision horizontal en cambio, es frecuente en caninos. (Silva,

Chavez, Rivera, y Casas, 2002, p. 52).
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Transmision Horizontal: Esto ocurre por la ingestion de tejidos infectados con taquizoitos o
quistes tisulares y/o por ingestion de alimentos o agua potable contaminados con ooquistes
esporulados. Durante una fase aguda de infeccidn, los taquizoitos se pueden encontrar en
practicamente todos los tejidos y fluidos del huésped, incluyendo placenta y liquido amni6tico
de vacas prefiadas. Cuando los taquizoitos llegan a los tejidos cerebrales, pueden diferenciarse
en bradizoitos, probablemente debido a la respuesta inmune contra el protozoario, resultando en

la formacion de quistes tisulares. (Almeria, 2013, p. 2).

Transmision vertical/congénita: Un aspecto intrigante del ciclo de vida de este parasito es su
alta eficiencia en su transmision vertical, la cual se produce durante la gestacion, de la madre a
cria. La eficiencia de la transmision a menudo se cita como alta entre un 90-100%. (Reichel et

al., 2014, p. 1458).

Los estudios de seroprevalencia en perro son muy recientes. Se han detectado prevalencias
del 30% en Italia, 20% en Uruguay y Nueva Zelanda, pasando por 13% en Espafia, 10% en
Bélgica y Australia. Las prevalencias mas elevadas corresponden a perros de zonas rurales y de
granja en comparacion con perros de ciudad. No se conoce si existen predisposiciones de razas
o0 de sexo. En los hospedadores definitivos tiene lugar la formacion del cigoto u ooquistes que
se elimina por las heces al medio ambiente no esporulado, siendo la forma inicial de transmisién

para los herbivoros. (Gutiérrez et al., 2006, p. 31).

La mayoria de los perros se infectan poco después del nacimiento, pero la prevalencia es
mayor en animales viejos que en los jovenes. Probablemente, la forma de contagio mas comun
sea la ingestion de tejidos parasitados que constituyen, en teoria, las fuentes de infecciones mas

normales. Esta forma de infeccidn, relacionada con el binomio depredador-presa, podria
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explicar por queé en los perros de zonas rurales la seroprevalencia es mayor que en los urbanos.

(Mafies y Rojo, 2013, p. 152).

2.8 Taxonomia

N. caninum se incluye dentro del phylum Apicomplexa, clase Sporozopea, subclase
Coccidia, orden Eucoccidia, suborden Eimetiina y familia Sarcocystidae, juntos con los géneros
Toxoplasma, Sarcocysts, Hammendia y Besnoitia. Los integrantes de la familia Sarcocystidae
se caracterizan por tener ciclos bioldgicos heteroxenos y formar quistes en el hospedador
intermediario. Todos ellos tienen como hospedadores intermediarios a diferentes especies de
herbivoros y como hospedadores definitivos a diferentes especies de carnivoros. Estos Gltimos
eliminan ooquistes sin esporular en las heces, las cuales, tras esporular en el medio ambiente
presentan en su interior dos esporoquistes con cuatro esporozoitos cada uno. Cabe destacar
cuatro especies estrechamente relacionadas: N. caninum, T. Gandi, H. Hammendi y H,
Heydorni, cuyos ooquistes tienen un tamafio similar, sin embargo, presentan importantes

diferencias bioldgicas y estructurales. (Alvarez, 2018, pp. 3, 4).

2.9 Morfologia

Existen tres estadios diferentes: los taquizoitos, quistes tisulares con bradizoitos en su interior
y los ooquistes. Los taquizoitos tienen un tamafio que oscila entre 3-7 pm de longitud y 1-5 pm
de anchura y una morfologia ovoide, globular o lunar, dependiendo de la etapa de division en la
gue se encuentren. Ultraestructuralmente, los taquizoitos derivados de cultivo celular son
idénticos a los observados in vivo, poseen una pelicula integrada por un plasmalema y una
membrana interna, un complejo apical formado por: 22 microttbulos subpeliculares, dos anillos
apicales, un conoide y un anillo polar; organelas secretoras compuestas por: micronemas, 8-24

roptrias y granulos densos; mitocondria, ndcleo, nucleolo, aparato de Golgi, ribosomas,
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polisomas, granulos de amilopectina, cuerpos lipidicos, vesiculas, reticulo endopldsmico liso
rugoso y un poro posterior. Los quistes miden aproximadamente 100 um de diametro, tienen
forma redondeada u oval y pueden contener en su interior hasta 200 bradizoitos. La pared
quistica (que puede alcanzar mas 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. Los bradizoitos tienen mé&s granulos de amilopectina, son de
aproximadamente 6-8 um de longitud por 1-1,8 um de anchura y contienen las mismas organelas
que los taquizoitos, aunque en los bradizoitos el nUmero de roptrias es menor y los ooquistes de
N. caninum son morfoldgicamente similares a los de T. gondii y H. heydorni; tienen forma
esférica o subesférica y su tamano es de 11,7 pm de longitud y 11,3 um de anchura. La pared
del ooquiste es lisa, de 0,6-0,8 um de espesor y no contiene micropilo. En su interior se
encuentran dos esporoquistes elipsoidales (8,4 um de longitud por 6,1 pum de anchura) con 4
esporozoitos cada uno (6,5 um de longitud por 2,0 um de anchura) de forma alargada y el cuerpo

residual esporoquistico. (Collantes, 2006, p. 6).

2.10 Ciclo Biolégico

Este parasito tiene un ciclo de vida, que incluye al perro como hospedero definitivo, ya que
en las heces de esta especie animal se han encontrado los ooquistes. En 1984 identificaron por
primera vez la enfermedad en seis cachorros de perro, en tanto que la descripcion del nuevo
género y especie de protozoo fue hecha en 1988, lo cual fue confirmado en 1999. Sin embargo,
el perro también puede ser hospedero intermediario, al igual que una serie de otras especies
animales, entre las que se mencionan a: bovinos, equinos, ovinos, caprinos y especies animales
silvestres (coyotes, ciervos, zorros, bufalos y camellos), sin olvidar la reciente descripcion de

las aves de corral como un tipo de hospedero més.
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Asi también, pero experimentalmente, se ha podido infectar a felinos, ratas, ratones, cerdos
y monos. De igual forma existen diferentes estudios en los cuales se ha encontrado serologia
positiva a Neospora en ciertos animales salvajes, como el zorro de Chiloé, el ledn y en animales
marinos. En todos ellos la infeccion natural ocurre por el consumo de ooquistes esporulados, los
que contaminan los alimentos y las aguas, generando en el hospedero intermediario
intracelularmente las otras dos formas del parasito, taquizoitos y quistes tisulares (bradizoitos).
En cuanto a su distribucion tisular, lo conocido hasta la fecha, indica una predileccion del
protozoo por tejido del sistema nervioso central, incluida la retina. Los tres estadios de N.
caninum, taquizoitos, bradizoitos y ooquistes, pueden estar involucrados en la transmision del
parésito. La infeccion en el perro ocurre por el consumo de bradizoitos y taquizoitos, contenidos
en los tejidos de las especies hospederas intermediarias. La prepatencia aproximada de esta
parasitosis es de 5 dias y la patencia puede abarcar de 7 a 19 dias, en tanto los ooquistes son
eliminados sin esporular y una vez en el medio externo, al cabo de 24 horas, esporulan cuando
las condiciones son dptimas. Para completar el ciclo, estos ooquistes que contaminan las aguas
y los alimentos, deben ser consumidos por sus hospederos intermediarios. N. caninum también
puede ser transmitida de la madre al feto (via placentaria, congénita o vertical) en bovinos,
ovinos, caprinos, ratones, perros, gatos, monos y cerdos. EI mecanismo de la transmision
congénita, ya sea primaria o una infeccion congénita repetida, es ain desconocido. (Retamal et

al., 2010, p. 200).

En las diferentes especies, una vez ingresado el agente a una determinada poblacion, la
principal via de propagacion y mantenimiento de la infeccion es la transplacentaria, no
existiendo la transmision entre adultos. Una vez que un bovino se infecta al ingerir pasturas o

raciones contaminadas, el mismo quedara muy probablemente infectado de por vida, sin sufrir
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sintomatologia alguna, pero podra transmitir la infeccidn por via transplacentaria a sus sucesivas
crias. No existen reportes hasta el momento de transmision por semen o embriones. (Repiso et

al., 2005, p. 17).

2.11 Hospedadores

El N. caninum tiene un amplio espectro de hospedadores domesticos y silvestres. La
infeccion se ha descrito, en el perro, en el ganado bovino, en la cabra, la oveja, el caballo, bufalo
de agua, el camello, la liebre parda europea y los camélidos sudamericanos. En animales
silvestres, la infeccidn ha sido detectada en el ciervo, el antilope, el mapache, el coyote, el zorro,
el dingo, felinos salvajes y el rinoceronte. Por su parte, la infeccion experimental se ha llevado
a cabo en el ratén, la rata, el gerbo, el gato, el perro, el coyote, el zorro, la vaca, la oveja; el
cerdo, el macaco y en diversas especies de pajaros. El papel de cada una de estas especies
hospedadoras en el ciclo bioldgico de parasito y su importancia en relacién con la transmision

de la infeccion no es del todo conocido. (Pérez, 2004, p. 8).

Antes del descubrimiento de que los perros son huéspedes definitivos de N. caninum, se
analiz6 algunas aves ampliamente distribuidas para determinar su papel potencial como
huéspedes definitivos del parasito. Nueve aves carnivoras de cuatro especies, incluidos dos
halcones de cola roja, dos buitres, dos lechuzas de campanario y tres cuervos americanos, fueron
inoculados por via oral con tejidos infectados con N. caninum de ratas y ratones. No se
detectaron ooquistes de neospora en las heces de ninguna de las aves analizadas. Tres palomas
domésticas y pinzones cebras, que son miembros de los 6rdenes columbiformes y paseriformes
respectivamente los cuales estdn ampliamente distribuidos, fueron inoculados con taquizoitos
de N. caninum; en las tres palomas se indujo la infeccion, pero los pinzones resistieron la

infeccion. Estos resultados no prueban que las palomas sean huéspedes intermediarios naturales,
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pero su susceptibilidad a la infeccién inducida proporciona una justificacion artificial para
investigar aves silvestres para determinar si pueden servir como huéspedes intermediarios.

(Gondim, 2006, p. 250).

Segun De Craeye et al. (2011) “Neospora caninum tiene una amplia gama de huéspedes
intermedios de sangre caliente, pero este parasito no infecta a los humanos, aunque hay

evidencias de que podria ocurrir” (p. 64).

2.12 Signos clinicos.

En esta especie animal, los signos clinicos asociados a esta parasitosis son similares a los
encontrados en otra enfermedad protozoaria, cual es la toxoplasmosis. Sin embargo, en la
neosporosis se describe un predominio de anormalidades musculares y neuroldgicas, existiendo
presentaciones inusuales, como por ejemplo de dermatitis. Los cachorros y los perros mas viejos
son los que pueden ser afectados, sin embargo, la mayoria de los casos clinicos, siendo los mas
severos, corresponden a perros jovenes infectados congénitamente. Asi por ejemplo en perros
adultos, se han descrito signos multifocales del sistema nervioso central, polimiositis,
miocarditis y dermatitis, en tanto que en perros jévenes o cachorros se han presentado signos de
paralisis ascendente, siendo los miembros posteriores los mas severamente afectados. Otras
disfunciones descritas en perros jovenes incluyen disfagia, paralisis de la mandibula, flacidez
muscular, atrofia muscular e incluso falla cardiaca. En cuanto a lesiones es posible observar
focos multifocales de necrosis y mineralizacion en musculos, especialmente en el diafragma.
Existe ademéas hepatomegalia, neumonia y signos de malacia en el sistema nervioso central.

(Retamal et al., 2010, p. 202).

Signos clinicos en cachorros (dependen del 6rgano afectado).
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- Paresia que progresa a paralisis en el tercio posterior (hiperexténsion de extremidades

posteriores).
- Disfagia, paralisis mandibular, flacidez/atrofia muscular e insuficiencia cardiaca.

- Los casos méas graves se observan en cachorros con infeccion congeénita. (Mird y

Carithers, 2012, p. 25).

2.13 Diagnostico

El diagndstico en la especie canina se basa en la sinologia clinica y en las lesiones
encontradas en los 6rganos afectados. Es posible ademas realizar un andlisis de bioquimica
sanguinea, el cual revela el aumento de aquellas enzimas séricas asociadas con necrosis de
miocitos y dafio hepatico. La investigacion de anticuerpos séricos anti N. caninum puede ser
una buena herramienta diagndstica, pero esto debe ser asociado al cuadro clinico, pues
individuos clinicamente sanos pueden también presentar titulos de anticuerpos. Se ha empleado
Inmunofluorescencia indirecta, como prueba diagndstica, sin embargo, debe ser verificado
histoldgicamente e intentar el aislamiento del parasito. Los ooquistes de N. caninum son
morfolégicamente similares a los de Toxoplasma gondii y Hammondi hammondia en heces de
gato, y se asemejan a los ooquistes de H. heydorni en las heces de perro. (Retamal et al., 2010,

p. 205).
En general el diagnostico de N. caninum se realiza por medio de diferentes técnicas:

* Histopatoldgicas: a partir de fetos abortados o animales con sintomatologia neuromuscular,
siendo los 6rganos de eleccion para el estudio el cerebro, corazén, lengua e higado. Se tifien con

hematoxilina-eosina (HE) y se confirman las formas parasitarias por Inmunohistoquimica

(IHQ).
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* Seroldgicas: por la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y de ELISA se pueden
detectar anticuerpos anti Neospora en suero de las diferentes especies o en liquido pleural de

fetos abortados.

* Aislamiento: por inoculacion de materiales presuntamente infectados en launchas. (Repiso

et al., 2005, p. 18).

En bovinos, el examen del feto es necesario para un diagnostico definitivo de neosporosis.
Idealmente, se debe enviar el feto completo y fluidos corporales o suero sanguineo para
evaluacion serologica, pero si esto no es posible, se deben enviar muestras de cerebro, corazén,
y el higado deben examinarse en busca de cambios histopatoldgicos, aunque la infeccion por N.
caninum puede causar lesiones en varios érganos, el cerebro fetal es el tejido mas afectado. La
lesion mas caracteristica es la encefalitis focal caracterizada por necrosis e inflamacién no

supurativa. (Dubey, 1999, p. 353).

Los ensayos serologicos son herramientas de diagndstico Utiles para evaluar animales en
busca de evidencia de exposicion a N. caninum, y las técnicas pueden aplicarse ante mortem o
post mortem en sueros y otros fluidos biol6gicos. Los estudios en ganado han demostrado que
los anticuerpos especificos de N. caninum pueden fluctuar durante el embarazo y pueden caer
por debajo de los niveles detectables. Ademas, los animales infectados no siempre desarrollan
una respuesta de anticuerpos detectable. A pesar de sus limitaciones, los estudios seroldgicos
han proporcionado pruebas contundentes de exposicion a N. caninum. Las pruebas serologicas
mas utilizadas son el ensayo competitivo ligado a enzimas inmuno absorbentes (ELISA

competitivo) y prueba de aglutinacion de N. caninum (NAT) porque estas técnicas no requieren
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el uso de especies anticuerpos secundarios especificos. (Donahoe, Lindsay, Krockenberger,

Phalen, y Slapeta, 2015, p. 232).

2.14 Prondstico

Si no se trata, los perros con neosporosis clinica habitualmente mueren. EI prondstico con el
tratamiento es variable y dependiente de la edad del paciente. Los cachorros tienen un peor
prondstico que los perros adultos y, a menudo, muestran poca mejoria 0 mueren a pesar del
tratamiento agresivo. La mejoria clinica es escasa si hay contractura muscular o paralisis. El
prondstico para los perros que presentan afectacion neuroldgica cronica usualmente es la
defuncion del animal. Los cachorros mayores a 16 semanas de edad y los adultos responden
mejor al tratamiento, pero el pronostico general sigue siendo reservado, porque el tratamiento

suele ser a largo plazo y puede no favorable. (Lyon, 2010, p. 4).

2.15 Tratamiento

Si bien muchos perros con neosporosis mueren, algunos han sobrevivido después del
tratamiento con trimetoprim-sulfadiazina combinada con pirimetamina; un tratamiento
secuencial con clorhidrato de clindamicina, trimetoprim-sulfadiazina y pirimetamina; o
clindamicina sola. La velocidad de absorcion de la clindamicina en perros es rapida después de
la administracion oral y es comparable con las tasas de absorcion después de las inyecciones
intramusculares y subcutaneas. Por lo tanto, el propietario puede administrar la terapia en el
hogar si el paciente esta lo suficientemente estable como para ser dado de alta y el propietario
estd dispuesto a brindar cuidados de apoyo durante el tratamiento. Se recomendd la
administracion de trimetoprim-sulfadiazina (15 mg/kg, por via oral, cada 12 horas) con
pirimetamina (1 mg/kg, via oral, cada 24 horas) durante 4 semanas o clindamicina (10 mg/kg,

via oral, cada 8 horas) durante 4 semanas para el tratamiento de la neosporosis canina. En un
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estudio reciente de cachorros de beagle infectados de forma natural, la administracion de
clindamicina sola (75 mg de clindamicina a las 9 semanas de edad, por via oral, cada 12 horas
[la dosis se duplicé a las 13 semanas de edad] durante 6 meses) redujo los signos clinicos de la
enfermedad, pero no eliming la infeccidn. Si se produce una mejoria clinica lenta, el tratamiento
debe continuarse mas alla de la duracién minima recomendada. Se trat6 a un cachorro durante
18 semanas antes de que desaparecieran los signos clinicos. El tratamiento de los perros
clinicamente afectados debe iniciarse antes del desarrollo de la rigidez extensora, si es posible.
Ademaés de la terapia médica, la fisioterapia, como los ejercicios pasivos de amplitud de
movimiento y los masajes en casos de afectacion neuromuscular, también pueden ser

beneficiosas para la recuperacion a largo plazo. (Lyon, 2010, p. 3).

Se suelen usar diversos farmacos, entre ellos la clindamicina y trimetroprim-sulfamidas en
combinacién con pirimetamina. El principal farmaco de uso es la clindamicina ya que la
trimetroprim-sulfamidas se ha mostrado poco activa e ineficiente en el caso de pacientes
gestantes. En el caso del bovino un tratamiento farmacol6gico no es econémicamente rentable.
Se administraria por largos periodos de tiempo produciendo asi residuos en la produccion del
animal sea carne o leche. La vacuna contra N. caninum se ha presentado poco eficiente
ayudando parcialmente en la reduccion de abortos, pero no en la prevencion de infecciones

fetales o placentarias. (Pérez y Rojas, 2021, p. 240).

2.16 Prevencion
Existe un vinculo epidemioldgico entre los perros y el ganado, por lo que se deben hacer
esfuerzos para reducir la contaminacion fecal canina de los piensos para el ganado, y no se debe
permitir que los perros ingieran placentas bovinas. Alimentar a los perros con otras carnes

crudas también es un factor de riesgo y debe evitarse si es posible. EI comportamiento de caza
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de los perros debe restringirse para evitar el contacto con huéspedes intermediarios salvajes. Las
perras que paren cachorros clinicamente afectados no deben reproducirse debido al riesgo de
infecciones transplacentarias repetidas. Si es posible, no se deben administrar glucocorticoides
ni otros tratamientos inmunosupresores a perros seropositivos porque existe la posibilidad de

que se active la infeccion. (Lyon, 2010, p. 4).

2.17 Parésitos que pueden causar abortos en Bovinos

La fertilidad del rebafio es uno de los factores mas importantes desde el punto de vista de la
economia ganadera. Especial importancia tienen los procesos morbosos que interfieren con la
reproduccion. Desde el punto de vista de las infecciones parasitarias, la patologia de la

reproduccion se puede agrupar en:

- Parasitosis especificas del area genital y del feto, entre las que se encuentran la
tricomoniasis, la toxoplasmosis y la neosporosis.

- Parasitosis no especificas que, ocasionalmente, pueden producir trastornos semejantes a
los del grupo anterior como la sarcosporidiosis.

- Parasitosis de otros sistemas y aparatos pero que interfieren con la funcién reproductora
normal de los animales, como ocurre con muchas helmintosis y algunas parasitosis

sistémicas entre las que caber citar las piroplasmosis. (Mafies y Rojo, 2013, p. 145).

2.18 Incidencia en Bovinos.

La seropositividad en los rebafios puede ser elevada, aunque varia ampliamente y en un
estudio se ha demostrado una seroprevalencia en los rebafios del 7 al 70%. Dentro de los rebafios
es mayor la tasa de seropositividad en las vacas que abortan que en las que no presentan esta

complicacion. El aborto puede ser epizootico o esporadico. En el aborto epizodtico, el nimero
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de vacas que lo sufren es variable. Generalmente, la proporcion oscila entre el 5y el 10%,
aungue pueden abortar hasta el 33% de las vacas en un corto periodo de tiempo. La duracion
del periodo de aborto puede ser una de las pocas semanas 0 varios meses. No existe una
incidencia estacional importante, y el aborto tiene lugar en las vacas de carne y de leche.

(Radostits, Gay, Blood, y Hinchcliff, 2002, p. 1553).

2.19 Transmision en Bovinos
La tasa de transmision vertical varia de unos rebafios a otros, con cifras que oscilan entre el
37% y el 62%. Una de las formas de medir la infeccién congénita es el analisis del suero
precalostral. En ausencia de una infeccion activa los anticuerpos adquiridos a través del calostro

descienden con el tiempo dependiendo del titulo en el calostro.

Por otra parte, los valores de seroprevalencia aumentan con la edad de los animales, desde
cifras del 10% en animales de 1-2 afios hasta el 25% en vacas de 3 o mas afios, con

independencia de la aptitud de los rebafios. (Mafies y Rojo, 2013, p. 152).

2.20 Patogenia en Bovinos
El microorganismo tiene predileccién por el epitelio corial fetal y por los vasos sanguineos de
la placenta, causando vasculitis fetal e inflamacion y degeneracion del corion con necrosis
difusa del lecho placentario. Los taquizoitos se introducen en las células del huésped y quedan
localizados en una vacuola parasitaria. Se pueden observar en macréfagos, monocitos, células
cerebrales de los animales infectados. En los casos de afectacion neuromuscular las neuronas
cerebrales y medulares estan infectadas. La muerte celular se debe a la multiplicacion activa de

los taquizoitos. (Radostits et al., 2002, p. 1554).
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2.21 Sintomas en Bovinos

La presencia de taquizoitos es mas frecuente en abortos de poca edad mientras que los quistes
suelen encontrarse en mayor numero en los terneros nacidos muertos o en animales sacrificados
antes de los 7 dias de vida. Se ha observado que Neospora puede ocasionar muerte y retencion
0 reabsorcion fetal y, en determinadas circunstancias, solo el esqueleto o el feto momificado es
abortado o retenido hasta el final de la gestacién. La momificacion es uno de los hallazgos
clinicos que suele observarse con alguna frecuencia en los abortos debidos a Neospora. En
terneros afectados que nacen vivos, las principales manifestaciones son de tipo neuromuscular.
Los primeros signos clinicos se observan entre los 3-5 dias después del parto, aunque pueden
aparecer incluso transcurridas dos semanas. Los terneros pueden con poco peso, debiles e

incapaces de levantarse por la rigidez de las extremidades. (Marfies y Rojo, 2013, p. 146).

Las vacas infectadas muestran una disminucion en la produccion de leche durante la primera
lactancia, produciendo aproximadamente 1 litro menos de leche/vaca/dia que las vacas no

infectadas, ademas de que pueden presentar aborto precoz.

En las vacas de carne la enfermedad se asocia a partos prematuros de terneras vivas y con
bajo peso al nacer. Segun el grado de prematuridad, estas terneras pueden mantenerse con vida

si se aplican medidas intensivas de soporte.

La infeccion congénita también se pude manifestar ocasionalmente mediante ataxia, pérdida
de la propiocepcion consciente, paralisis y otros déficits neurologicos en las terneras recién
nacidas, aunque la mayor parte de las terneras con infeccion congénita son clinicamente

normales; ademas, de manera sorprendente, en los estudios epidemioldgicos se ha sugerido que



36

la infeccion congénita no necesariamente produce un efecto perjudicial sobre la salud de la

ternera o sobre su supervivencia. (Radostitset al., 2002, p. 1554)

2.22 Diagnostico en Bovinos

El diagndstico de la neosporosis congénita en terneros con signos neurologicos requiere un
enfoque completo, puesto que los métodos de diagndstico disponibles actualmente tienen un
valor limitado. Estos casos clinicos son muy infrecuentes ya que la gran mayoria de los terneros

infectados congénitamente nacen normales.

No es facil establecer una relacion causa-efecto entre abortos y la infeccion por N. caninum
porque las infecciones congénitas asintomaticas son frecuentes y constatar la presencia del

parasito o ADN del paréasito no significa que N. caninum sea responsable del aborto.

El estudio post mortem y de cortes histoldgicos de cerebro, corazén e higado, fijados con
formol y procesados para pruebas histopatoldgicas e inmunohistoquimica rutinarias, constituyen

métodos idoneos para el diagnostico.

Para la deteccion de anticuerpos en el suero se puede recurrir a la inmunofluorescencia
indirecta para ello se utilizan taquizoitos de N. caninum en cultivos celulares en un medio
enriquecido con suero equino. Se considera que el suero es positivo si todo el cuerpo de los

taquizoitos presenta fluorescencia.

Para estimar la prevalencia de las infecciones en un rebafio se puede realizar serologia en
tanques de leche, pero, aunque es un procedimiento econdémico, no es tan adecuado como para

la deteccidn de anticuerpos en el suero.
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Es conveniente tener en cuenta que los anticuerpos y el recuento de glébulos blancos pueden
oscilar durante la gestacion, incluso en animales que no han abortado, y algunos pueden ser
negativos serolégicamente. El tipo de anticuerpos que detectan puede variar con la situacion
clinica, en la mayoria de los animales abortados predominan las 1IgG2 mientras que es lo no que

no abortan pueden predominar tanto las IgG: como las 1gGo.

Para la diferenciacion entre vacas que han abortado y las que han parido normalmente se ha
demostrado la utilidad de la técnica de ELISA basada en la utilizacion de la proteina NcGRA?.

(Mafies y Rojo, 2013, pp. 150, 151).

2.23 Factores de riesgo en Bovinos

A menudo los brotes de aborto parecen deberse a infecciones puntuales, aunque los factores
de riesgo son desconocidos. En los casos de sospecha de infeccion puntual, en los rebarios de
vacuno de leche la enfermedad parece a menudo de manera epizoo6tica, con abortos maltiples
en un periodo de 1-2 meses. En la mayor parte de los casos los fetos con autolisis intensa son
abortados al 5° - 7° mes de gestacion, aunque en algunas ocasiones el aborto tiene lugar antes y
el microorganismo se ha asociado a brotes en los que la edad del aborto ha oscilado entre 3y
8.5 meses. Las vacas mas jovenes pueden presentar un aborto mas precoz durante el embarazo

que las vacas de mayor edad.

El aborto endémico se asocia con mayor frecuencia a la presencia de vacas con infeccion
congénita en el rebafo; estas vacas muestran un riesgo elevado de aborto, sobre todo durante la
gestacion inicial y en la gestacion que tiene lugar durante la primera lactancia. Las vacas que

han abortado presentan un riesgo mayor de aborto en las gestaciones posteriores, pero este riesgo
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disminuye con cada gestacion. La verdadera frecuencia de los abortos repetidos es desconocida

debido a que las vacas pueden ser eliminadas del rebafio. (Radostits et al., 2002, p. 1554).

2.24 Pérdidas ocasionadas por la neosporosis en Bovinos

La infeccion por N. caninum produce trastornos graves tanto en los bovinos como en el perro
y en otras especies animales. La infeccion es frecuente pero no suele haber manifestaciones
clinicas, aunque depende de la cepa de N. caninum. Los aislados procedentes de distintos
hospedadores son similares, aunque muchas cepas tienen caracteristicas propias, segin se
desprende de estudios moleculares. Esas particularidades tienen importancia epidemioldgica,

como se ha constatado en diversos estudios de algunos paises europeos.

Sin embargo, no se conoce bien la variabilidad de las cepas en relacion con su virulencia.
Experimentalmente, se ha comprobado que el comportamiento in vitro de algunas cepas es
diferente y que unas son mas virulentas para el ratén que otras, aunque se desconoce si esas

diferencias se repiten en otras especies de hospedadores.

También de forma experimental se han efectuado infecciones en vacas con cepas de distinta
procedencia. En alguno de esos estudios, se ha comprobado que ciertos aislados no producen
lesiones en el feto a pesar de que las vacas se infectaron al comienzo de la gestacion; sin
embargo, en bovinos de carne, la infeccion a los tres meses y medio de gestacion puede producir

muerte fetal.

Las repercusiones mas importantes de la neosporosis son directas y se deben a fallos
reproductivos, a lo que hay que afiadir los costes debido a la atencién veterinaria y los gastos
relacionados con el diagnostico, descenso de la produccion de leche y los ocasionados por la

reposicion de las vacas que han abortado y son eliminadas del rebafio.
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El diagnostico de la neosporosis es dificil y caro. No es fécil cuantificar las pérdidas
posnatales por neosporosis que, excluidas las pérdidas por muerte fetal, no hay otros efectos
patoldgicos. Aunque, en rebafios lecheros, la eliminacion de animales constituye un importante
capitulo de pérdidas econdmicas por la dificultad de controlar la expulsion de fetos en el primer

trimestre de gestacion.

Las medidas paliativas para reducir las consecuencias de la infeccion por N. caninum en los

bovinos consisten en:

- Transferencia embrionaria.
- Inseminacion artificial de vacas seropositivas con semen de aptitud carnica.
- Eliminacién de animales.

- Quimioterapia y vacunacion. (Mafes y Rojo, 2013, pp. 152, 153).

2.25 Hallazgos de necropsias

Radostits, Gay, Blood, y Hinchcliff (2002) afirman que: “La principal alteracion
macroscopica es la autolisis. Las lesiones histopatologicas son encefalitis multifocal,
miocarditis y hepatitis periportal. Las lesiones hepaticas pueden ser mas prominentes en los

abortos epizooticos” (p. 1555).

2.26 Extraccién de sangre

Los andlisis hematoldgicos suele ser imprescindible para llegar a un diagnéstico o para la
monitorizacion de los pacientes. La recogida, la conservacion y el envio se deben hacer
correctamente, de otro modo los resultados seran imprecisos y no fiables. (Juste de Santa-Ana

y Carreton, 2015, p. 21).
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La sangre se obtiene usualmente por venopuncion. En el perro se utilizan la vena safena,
cefélica y yugular. En el gato es mas abordable la vena femoral. Excepcionalmente (animales
muy pequefios) puede intentarse la via intracardiaca. En roedores se recomienda la via
retroorbitaria. Para la obtencion de sangre arterial deberd punzarse la arteria femoral. Para
algunas determinaciones exigen escasa cantidad de muestra (hematocrito, frotis), la sangre

puede obtenerse a partir de una incision en la piel (sangre capilar). (Coppo, 2015, p. 46).

Usar una aguja del calibre més grande posible para que la sangre fluya mejor y reducir la
hemolisis. El tamafio de la jeringa depende de la cantidad de sangre requerida para el analisis.
La aguja y la jeringa deben ser estériles y estar secas; si estan sucias contaminaran la muestra;

si estan mojadas producirdn hemolisis.

Conectar la jeringa y la aguja asépticamente. El bisel de la aguja debe quedar hacia arriba,
en linea con la graduacidn de la jeringa, para poder ver la cantidad de sangre obtenida. Para el

gato el calibre de la aguja debe ser 21G y para el perro de 20G 6 21G.

La yugular es la mejor opcion en perros y gatos, pero también se puede utilizar la ceféalicay
la safena lateral. En general, la calidad de las muestras obtenidas de venas mayores es mejor. La
vena cefélica esta indicada para muestras pequefias de pacientes grandes. El clinico debera ver
la vena bajo la piel, o sentirla claramente, y estabilizarla antes de introducir la aguja. Con la
practica. Si no aparece sangre en el primer intento, la aguja debe dejarse inmovil en la fascia

subcutanea, y, después de redifinir la situacion de la vena, introducirla directamente en ella.

La congelacion se utiliza para algunas pruebas sanguineas no rutinarias como la
determinacion de los niveles de hormonas. A -10°C las muestras se conservagn durante una

semana pero a temperaturas mas bajas (-15°C hasta -20°C) se conservan indefinidamente .
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La obtencion y manipulacion descuidada o incorrecta de la muestra de sangre puede dafiar
las membranas celulares, causando una hemolisis de los globulos rojos y una ruptura y
deformacion de los glébulos blancos, que hard la muestra inservible. (Juste de Santa-Ana y

Carreton, 2015, pp. 23, 24).

2.27 ELISA

2.27.1 Principio de Elisa

- Se adhieren anticuerpos contra el antigeno especifico que se quiere detectar a una
membrana o pocillo.

- Se afiade sangre al pocillo y todo el antigeno presente en la misma se unird a los
anticuerpos.

- Lasangre se retira, excepto el antigeno, que se ha unido permanentemente.

- Se afiade un conjugado (anticuerpo anti-antigeno unido a una enzima) que se une al
antigeno que se encuentra en el pocillo.

- Después de lavar por segunda vez, el conjugado queda fijo al antigeno del pocillo.

- Por ultimo, se afiade un sustrato que cambia de color cuando entra encontacto con la

enzima del conjugado. (Juste de Santa-Anay Carretdn, 2015, p. 242).

2.27.2 Tipos de ELISA

ELISA directo: Permite la deteccion de antigenos especificos en una muestra. ES poco
utilizado en el laboratorio clinico porque ha sido superado por ELISA de sandwich. En esta
prueba se agrega la muestra del paciente directamente al soporte y permite que el antigeno
buscado, si esta presente en la muestra, se adsorba a dicho soporte (pocillo). Luego se hace un
lavado para eliminar todo lo que no se haya unido al soporte. Posteriormente, se agrega el

anticuerpo especifico conjugado con la enzima, el cual se unira al antigeno si éste se adsorbid
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al soporte en el paso anterior. Luego de una segunda fase de lavado, en la que se elimina todo
el conjugado que no se unio, se agrega el sustrato incoloro y éste es transformado en un producto

detectable, si el conjugado todavia estaba presente (figura 2A).

ELISA indirecto: Favorece la deteccion de anticuerpos. En esta prueba, el soporte tiene
unido el antigeno especifico contra el que va dirigido el anticuerpo que se esta buscando en la
muestra. En el primer paso, se agrega la muestra del paciente, y si el anticuerpo esta presente,
se unird al antigeno que ya estaba adherido al soporte. Luego se hace un lavado para eliminar
todo lo que no se haya unido al antigeno y, posteriormente, se agrega un anticuerpo
antiinmunoglobulina humana conjugado con una enzima, el cual se unira al anticuerpo, solo si
estd presente en la muestra del paciente. Luego de una segunda fase de lavado, en la que se
elimina todo el conjugado que no se unid, se agrega el sustrato incoloro y éste es transformado

en un producto detectable, si el conjugado todavia estaba presente (figura 2B).

ELISA de sandwich: Esta es la forma mas utilizada para la deteccion de antigenos. En
esta prueba, el soporte tiene unido un anticuerpo especifico contra el antigeno que se esta
buscando en la muestra. En el primer paso, se agrega la muestra del paciente y, si el antigeno
estd presente, se unird al anticuerpo que estaba adherido al soporte. Luego se hace un lavado
para eliminar todo lo que no se haya unido al anticuerpo. Posteriormente se agrega un segundo
anticuerpo conjugado con una enzima, que se une especificamente al antigeno de interés, pero
en un epitopo distinto al que se unié el anticuerpo que estuvo unido al soporte (primer
anticuerpo). Luego de una segunda fase de lavado, en la que se elimina todo el conjugado que
no se unio, se agrega el sustrato incoloro y éste se transforma en un producto detectable si el
conjugado todavia estaba presente (figura 2C). A esta forma descrita también se le conoce como

ELISA de sandwich directo. Existe otra variante de la técnica, conocida como ELISA de
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sdndwich indirecto. En la variante indirecta se utilizan tres anticuerpos, debido a que el segundo
anticuerpo especifico contra el antigeno no esté directamente conjugado a la enzima, sino que
se utiliza un tercer anticuerpo antiinmunoglobulina humana, que si esta conjugado con la enzima
para que se una al segundo anticuerpo. Es decir, lo que en el ELISA de sandwich directo es
logrado mediante el segundo anticuerpo, en el ELISA de sandwich indirecto se logra por medio
del segundo y del tercer anticuerpo (figura 2D). EI ELISA de sandwich indirecto tiene la ventaja
de usar un mismo conjugado (anticuerpo antiinmunoglobulina humana conjugado con una
enzima) para todas las pruebas de deteccidon en las que se aplique la metodologia, debido a que
el anticuerpo con especificidad por el antigeno buscado en la prueba no es el que esta unido a la
enzima. De esta manera, se evita el costoso proceso de tener que conjugar a la enzima con cada
anticuerpo especifico, segun el antigeno que se esté buscando en la prueba. (Rios, Mercadillo,

Yuil, y Castro, 2012, p. 213, 214).

Figura 2: Tipos de ELISA.
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A) ELISA Directo, B) ELISA Indirecto, C) ELISA de sandwich directo, D) ELISA de

sandwich indirecto. Fuente (ELISA and its applications in Dermatology, 2012).
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Elisa Directa:

- Se afiade el antigeno a la fase solida y se absorbe pasivamente en incubacion.

- Después de la incubacion, cualquier antigeno no unido se elimina por lavado dejando la
fase solida recubierta.

- Los anticuerpos especificos para el antigeno se han marcado con una enzima
(conjugado) se agregan y se incuba.

- El conjugado se une con el antigeno en fase sélida. Cualquier conjugado no unido (libre)
se elimina por lavado.

- Una solucion de sustrato / cromdéforo se afiade y la enzima cataliza la reaccion para dar

un producto de color.

El antigeno se une a la fase sélida mediante absorcion pasiva. Después del lavado, es marcado
con la enzima y se afiaden anticuerpos. Después de un periodo de incubacion y el lavado, al
procedimiento se afiade el sustrato y permitiendo asi el desarrollo de color. El antigeno se diluye
en un tampodn (estadio 1), cominmente un pH alto (9,6) carbonato o bicarbonato de
amortiguacion o pH neutral; tampon de fosfato en solucion salina (PBS). La clave es que el
tampon no contenga otras proteinas que podrian competir con el antigeno diana para su union a
la fase sélida en el plastico. Los antigenos son principalmente proteinas en su naturaleza y se
adjuntara a la forma pasiva al plastico durante un periodo de incubacion. La temperatura y el
tiempo de incubacién no son tan importantes, pero la normalizacion de las condiciones es de
vital importancia, y el uso de las incubadoras a 37 °C es la éptima (ya que estd ampliamente
disponible en los laboratorios). Después de la incubacién, cualquier antigeno en exceso se
elimina, por un paso de lavado simple (fase II), llenando y vaciando los pozos, utilizando una

solucion tampon neutro (por ejemplo, PBS). Los anticuerpos conjugados con la enzima, se
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afiade (fase I1), y se dirigen especificamente contra sitios antigénicos en la fase obligada del
solido y reactivo. Los anticuerpos conjugados se diluyen en un tampon, el cual contiene una
sustancia que inhibe la absorcion pasiva de proteinas, pero que aun permite la union
inmunoldgica. En la incubacion, los anticuerpos se unen al antigeno. Una vez mas, un paso
simple lavado se utiliza para eliminar anticuerpos no unidos (estadio 1V). La V etapa consiste
en la adicién de un sustrato adecuado o sustrato/cromodgena combinacion de la enzima en
particular unido a los anticuerpos. El objetivo es permitir el desarrollo de una reaccion de color
a través de la catalisis enzimética. La reaccion permite el progreso por un periodo definido,
después del cual la reaccién se detiene (fase VI) mediante la alteracion del pH del sistema, o
mediante la adicion de un reactivo de la inhibicion. Por Gltimo, el color se cuantifica mediante
el uso de un espectrofotometro de lectura (etapa VII) en el momento adecuado longitud de onda

para el color producido.

ELISA Indirecta: Las etapas | y Il son similares a los del sistema directo. Fase 111 consiste en
la adicion de la marcacion de deteccion de anticuerpos, que se diluyen en un tampdn para
impedir la adhesion no especifica de las proteinas en el suero de la fase sélida (el amortiguador
de bloqueo). Esto es seguido por la incubacion y lavado del exceso (no ligado) a los anticuerpos,
para alcanzar determinados vinculantes (estadio V). Etapa V es la adicién del conjugado
(marcado con la enzima), especies de anticuerpos, diluido en tamp6n de bloqueo, una vez mas
seguido de la incubacién y el lavado. Después de lograr la unién del conjugado (fase VI). Se
afiade el Sustrato/cromoforo al conjugado unido (fase VII) y el color se desarrolla, luego se
realiza la parada (etapa VIII) y se lee (etapa IX) en un espectrofotometro. El sistema indirecto
es similar al sistema ELISA directa en que el antigeno esta conectado directamente a la fase

solida y es seguida por adicion de anticuerpos (deteccion de anticuerpos). Sin embargo, estos
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afiadidos anticuerpos no estdn marcados con la enzima, pero se estan conduciendo por los
anticuerpos relacionados con la enzima. Estos anticuerpos son producidos contra las
inmunoglobulinas de la especie en la que se detectan y se producen los anticuerpos, estos reciben
el nombre de conjugados de anti-especie. Por lo tanto, si la deteccion de anticuerpos se produce
en conejos, la enzima marcada con anticuerpos tendria que ser anti-conejo Igs en la naturaleza.
Esto permite una gran flexibilidad en el uso de especies anti-conjugados en que diferentes
especificidades de conjugado. Se puede utilizar en particular para detectar la union de
inmunoglobulina en el ensayo, y hay literalmente miles de conjugados disponibles
comercialmente. Por ejemplo, el conjugado anti-especie podria ser antilgM, anti-IgG 1, 1gG
anti-2, y asi sucesivamente. El sistema indirecto ofrece la ventaja de que cualquier nimero de
antisueros pueden ser examinadas por la union a un antigeno determinado, utilizando un solo
conjugado anti-especie. Estos sistemas han sido fuertemente explotados en aplicaciones de
diagndstico, sobre todo cuando se examina (cribado) un gran nimero de muestras. Uno de los
problemas que estos sistemas tienen es el mayor o menor grado de unién no especifica en sueros
individuales. Esto tiende a aumentar la dispersion (variabilidad) en los resultados del ensayo y,
por tanto, aumenta la necesidad de procesar muchos sueros para evaluar la confianza. (Maya,

2011, pp. 44, 45, 46).

ELISA sandwich:

Se puede dividir en dos sistemas, que han sido nombrado como ELISA sandwich directa y

ELISA sandwich indirecta.

ELISA sandwich directa: Implica la union pasiva de anticuerpos a la fase solida (estadios |

y II). Esta es una (captura de anticuerpos), entonces se unen al antigeno (S) que se agregan en la
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etapa lll. El antigeno (s) se diluyen en un tampon de bloqueo para evitar el apego inespecifico a
la fase sélida. En este caso, los componentes del tampdn de bloqueo no deben contener antigenos
que podrian unirse a los anticuerpos de captura. Después de la incubacién y el lavado, un
anticuerpo complejo se une con el antigeno en la fase sélida (etapa 1V). El antigeno capturado
(a veces conocido como atrapado) es detectado por la suma y la incubacion de la enzima
marcada y de los anticuerpos especificos en el tampdn de bloqueo (fase V). Por lo tanto, se trata
de conjugar la unidn directa con los objetivos antigénicos en la captura antigena. Este segundo
anticuerpo puede ser la misma que la utilizada para la captura, o ser diferentes en términos de
origen animal especifico o especies en las que se ha producido. Después de la incubacion y el
lavado (fase V1), la enzima ligada es desarrollada por la adicién de sustrato/cromégeno (fase
V1), luego se detuvo (etapa VIII), y finalmente lee mediante un espectrofotémetro (etapa 1X).
Este sistema explota a los anticuerpos unidos a una fase sélida a la captura de antigeno. El
antigeno es detectado utilizando suero especifico para el antigeno. El anticuerpo estd marcado
con enzima para su deteccién. El anticuerpo de captura y el anticuerpo de deteccion puede ser
el mismo suero o de diferentes animales de la misma especie o de diferentes las especies. El

antigeno debe tener al menos dos sitios antigenicos diferentes.

ELISA sandwich Indirecto: Las fases I-1V son muy similares a sandwich directo. Por lo tanto,
los anticuerpos son pasivamente unidos a la fase sélida y el antigeno (s) es capturado. Sin
embargo, la etapa v implica la adicion un detector de anticuerpos. En este caso, los anticuerpos
no estan marcados con la enzima. Después de la incubacion y el lavado (fase V1), la deteccion
de anticuerpos se realiza mediante la adicion y la incubacion con un conjugado enzimatico anti-
especies (fase VII). El conjugado unido luego es procesado como se describe en los otros

sistemas. La ventaja de este ensayo es que cualquier numero de diferentes fuentes de anticuerpos
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(muestras) se pueden afiadir al retrato del antigeno, una condicion en la que la especie en que se
ha producido no sea el mismo que el anticuerpo de captura. Mas especificamente, la enzima
conjugada anti-especie de anticuerpo no reacciona con los anticuerpos que utiliza para capturar
el antigeno. Es posible utilizar la misma especie de anticuerpos si las técnicas de inmunoquimica
se utilizan para seleccionar y producir formas particulares de anticuerpos y con la atencién y la
especificidad del conjugado de enzima utilizado. El antigeno es capturado por un anticuerpo en
fase sélida. El antigeno se detecta con el uso de anticuerpos de otra especie. Esto a su vez esta
requerido por un conjugado antiespecie. De este modo, la especie de suero para el recubrimiento
y la deteccion de anticuerpos deben ser diferentes; el conjugado antiespecie no puede reaccionar

con los anticuerpos de recubrimiento. (Maya, 2011, pP. 49, 50, 51, 52, 53, 54).

2.28 Resumen del estado del arte del estudio del problema.

La baja en la produccion en el sector ganadero, ha impulsado lineas de investigacion que se
enfoquen en detectar el factor que provoca la misma. Ante ello diferentes paises han
desarrollado politicas de Investigacion y desarrollo que se han centrado en descubrir la o las
causas, llegando a manifestar que una de esas “deficiencias” se debe a la existencia de parasitos

y bacterias.

Uno de ellos es el parasito conocido como “Neospora caninum”; el mismo que ha encontrado
un excelente huésped como lo es la raza canina sin excepcion. Este particular se convierte en un
serio problema para el sector ganadero de nuestro pais, debido que la gente que se dedica al
cuidado de los mismos tiene como cultura, el utilizar a razas caninas como apoyo para cumplir

con estas tareas.
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En las parroquias rurales del cantén Cuenca estos canes son llevados de la ciudad al campo
0 viceversa, lo que fomenta la propagacion del virus en un area urbana como rural. Por lo tanto,
es imprescindible realizar investigaciones puntuales que determinen la prevalencia del parésito
en las diferentes zonas del canton, ya que no existe un soporte histérico de la existencia del

mismo.

El desarrollo investigativo del presente trabajo consistira en establecer la prevalencia del
virus en diferentes parroquias del canton Cuenca a través de métodos de campo como la
recoleccion de muestras de sangre y la determinacion de la prevalencia mediante procesos de

laboratorio para lo cual emplearemos las instalaciones de la Universidad Politécnica Salesiana.



3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Materiales

3.1.1 Materiales de oficina

Tabla 1. Materiales de Oficina.

Descripcion Unidad Cantidad
Cuaderno u 1
Boligrafo u 2

Cémara digital u 1
Computadora u 1
Memoria USB u 1
Impresora u 1
Resma papel bond A4 u 1

Carpeta u 1




3.1.2 Materiales de campo

Tabla 2. Materiales de campo.

o1

Descripcion Unidad Cantidad

Caja mascarillas u 1
Mandil u 1
Caja de guantes de examinacion u 1
Caja de cofias u 1

Agujas Hipodérmicas amarillas u 300

Tubos al vacio sin anticoagulante u 300
Paquete de algodon u 1
Alcohol gl 1
Agua Oxigenada gl 1




3.1.3 Materiales de laboratorio

Tabla 3. Materiales de laboratorio.
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Descripcion Unidad Cantidad

Pipeta de 1000 pl u 1
Pipeta de 10 pl u 1

Puntas azules u 300

Puntas amarillas u 300

Viales eppendorf u 300
Gradillas u 3
Multicanal de 12 puntas de 300 pl u 1
Equipo Lector de ELISA u 1




3.1.4 Materiales quimicos

Tabla 4. Materiales quimicos.
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Descripcion Unidad Cantidad
Agua destilada ml 475
Solucién de Parada (0.5 M) ml 27.9
Solucién de Revelacion (TMB) ml 27.9
Control Positivo pl 20
Control Negativo pl 20
Solucién de Lavado Concentrado (20X) ml 25
Conjugado Concentrado (10X) ml 3
Microplacas sensibilizadas con extracto
Tira 35
purificado de Neospora caninum
Diluyente 14 ml 25.11
Diluyente 12 ml 27
3.1.5 Materiales Bioldgicos
Tabla 5. Materiales Biol6gicos.
Descripcion Unidad Cantidad
Caninos (Paciente) u 279
Suero Sanguineo ml 15
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3.2 Metodologia

El método empleado corresponde a un proceso epidemiolégico de tipo descriptivo,
prospectivo de corte transversal; el mismo que permitird determinar la presencia de anticuerpos
para el agente etioldgico y se calculard la prevalencia de la enfermedad en un momento

establecido.

3.3 Analisis Estadistico
Para cumplir con este propdsito se empled un procedimiento de tipo exploratorio, ya que no
existen censos de la poblacion canina a nivel de las parroquias del canton Cuenca; el método

consistio en hacer un muestreo no probabilistico.

3.4 Poblacion y Muestra

Para realizar el calculo de la muestra se utilizo la siguiente férmula:

Donde:

n = Tamafio de muestra buscado.

Z = Parametro estadistico que depende del nivel de confianza (95%).

p = Probabilidad de que ocurra el evento estudiado (éxito).

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

e = Error de estimacion maximo aceptado (5%). (Jaramillo y Martinez, 2010, p. 112).

De acuerdo a investigaciones realizadas previamente se tomaron las medias de prevalencia

Ilegando a concluir lo siguiente. De 7 estudios se obtuvo la prevalencia media de 23.71%.
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_ 1.96% % 0.2371 % (1 — 0.2371)
n= 0.052

n =278

3.4.1 Procedimiento de campo
Las muestras sanguineas fueron extraidas de la vena cefélica, mediante el uso de vacutainer,
manteniendo las medidas de asepsia correspondientes. Se obtuvo 4 ml de sangre y se preservo
en tubos de ensayo estériles sin anticoagulante, los cuales fueron rotulados previamente. Las

muestras se conservaron a una temperatura entre 4°C y 7°C.

Las muestras fueron llevadas al laboratorio para obtener su suero a través del método de
centrifugacion; se calibré la centrifugadora a 3500 rpm durante 5 minutos; se extrajo el suero
sanguineo de todas las muestras con una micropipeta rotulada de 1000ul con puntas azules en

viales eppendorf y se sometid a congelacidn para su preservacion

3.4.2 Procedimiento de laboratorio
Para los procesos internos de laboratorio se aplicarén las instrucciones que se adjuntan al
respecto; estas vienen en el Kit de ELISA ID Screen® Neospora caninum Competition — NCC

Ver 0616 ES (Anexo 1).

3.4.2.1 Preparacion de las muestras
Tomando las precauciones necesarias para evitar diferencias en los tiempos de incubacion
entre las muestras, se prepard 3 grupos; 1 para animales de clinicas, 1 para animales de fincas y
1 para animales de albergues del canton Cuenca, a cada grupo se le agreg6 100 pL de suero de

cada paciente para después correr la técnica de ELISA por incubacion corta.
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3.4.2.2 Preparacion de la solucion de lavado
Para este particular, se seguird las recomendaciones que esta adjunta al Kit. Se realizo el
proceso para la estabilizacion de la Solucién de Lavado Concentrada (20X) a temperatura
ambiente (21°C +5°C) y se agitd bien hasta que la Solucion Concentrada esté completamente

solubilizada.

De manera analoga se procede a preparar la Solucion de Lavado (1X) diluyendo 1:20 la

Solucion de Lavado Concentrado (20X) en agua destilada.

3.4.2.3 Procedimiento de ensayo con incubacion corta
Los reactivos estuvieron estabilizados dentro del rango recomendado (temperatura ambiente
21°C = 5 °C) antes del uso, paso seguido y mediante el uso de un “vortex” se procedié a su

homogenizacion.

A) Reactivos utilizados:

- 50 pl de Diluyente 14 a cada pocillo.

- 5 ul de Control Positivo a los pocillos Al y B1.

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

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

B) Se protege la placay se procede a su incubacién por un lapso de 45 min a una temperatura

de 21 °C.

C) A continuacion, se vacia los pocillos y se lavan cada uno con 300 pl de solucion de

lavado; se repite este paso por 3 veces.
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D) Se procede a preparar el Conjugado 1X haciendo una dilucién 1:10 del Conjugado

Concentrado 10X con el Diluyente 12.

E) 100 pl del Conjugado 1X es agregado a cada pocillo.

F) Se protege la placa y se procede a la incubacion por 30 min a una temperatura de 21°C

(£5°C).

G) Luego se vacian los pocillos y se lavan cada uno con 300 pul de solucion de lavado; se
repite este paso por 3 veces. Debe evitarse el secado de los pocillos durante el proceso de

lavados.

H) Se agrega 100 ul de la Solucién de Revelacion a cada pocillo.

I) Se protege la placay se procede a la incubacion por 15 min a 21°C (£5°C) en un entorno

libre de luz.

J) Se procede a distribuir 100 pl de Solucién de Parada a cada pocillo, para frenar la

reaccion.

K) A continuacidn, en el espectrofotdmetro se procede a leer los datos de la densidad 6ptica

(DO) de 450 nm.

Para la correcta interpretacion de los resultados obtenidos, se recomienda realizar una

revision del método empleado; de esa manera, se exponen los valores obtenidos:

- Validacioén:

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

DOy > 0.700
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La razon entre el valor medio de la D.O. del Control Positivo (DOcp) y el valor medio de la

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

DOcp
<03
DOcy

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

S DOMuestras
—% = ————= %100
N°= "Dog

Donde:
DO = Densidad optica.
cn = Control negativo
S/N% = Muestra al positivo.
Las muestras que presentan un S/N% (tomado del Anexo 3):
(< 6 =50%) se interpretan como positivas.
(>50y < 6 =60 %) se interpretan como dudosas.
(> 60%) se interpretan como negativas.

Para el analisis de los datos se emplea el programa ID Soft™, a través del cual se obtienen

los diferentes parametros de criterios de evaluacion y valores S/P del kit.



3.5 Variables de estudio

3.5.1 Variables Independientes: Suero sanguineo de caninos

Tabla 6. Variables Independientes.
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Concepto Categoria Indicadores indice
_ Machos Numerico
Fisico
) ] Hembras Numérico
Unidad experimental
que nos facilitara los Cantidad de suero Mi
marcadores. — .
S Positivo Numerico
Bioldgico. _ _
Negativo Numérico

3.5.2 Variables Dependientes: ELISA competitivo para Neospora caninum

Tabla 7. Variables Dependientes.

Concepto Categoria Indicadores indice
Método analitico que . .
depende de la Bioldgico Cantidad de uniones Numeérico

reaccion Ag — Ac Ag-Ac

3.6 Consideraciones Eticas

Es importante tanto, la proteccion del paciente durante el proceso de toma de muestras; para

lo cual se regira pegado a la normativa que se demanda en el capitulo 111 de la ordenanza para

el Control y Manejo de la Fauna Urbana y la Proteccion Animal del GAD Municipal de Cuenca

(GAD Cantonal de Cuenca, 2016, p. 18), y reza:

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

animal; debiendo utilizarse y desarrollarse alternativas técnicas, cefiidas a la Bioética.
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Art. 44.- La Unidad de Gestion Animales (UGA), en coordinacién con las universidades
locales que cuenten con carreras de medicina humana, veterinaria y zootecnia, promoveran la

creacion de Comités de Bioética para controlar las précticas experimentales con animales.

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

en actividades y procesos industriales.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Prevalencia de Neospora caninum en caninos

Para la obtencion de los resultados, asi como para su validacion e interpretacion, se utilizo el
“Kit de ELISA” ID Screen®, Neospora caninum Competition; el mismo que contiene los
reactivos quimicos para la deteccion de la presencia del parasito en los pacientes a través de una

muestra de su sangre. Los resultados obtenidos en laboratorio y su validacion se indican en la

tabla 8.

Tabla 8. Prevalencia total: Albergues, Clinicas y Fincas del cantén Cuenca.

Cualidad Frecuencia Prevalencia LIl 95% LS 95%

DUDOSO 4 1,43 % 0,39 % 3,63 %
NEGATIVO 269 96,42 % 9351% 98,27 %
POSITIVO 6 2,15% 0,79 % 4,62 %

Total 279 100,00 %

A continuacion, se agruparan los datos en categorias como edad, procedencia, raza y sexo:
La edad se categoriz6 de la siguiente manera:

- Cachorros (animales que van desde el nacimiento hasta el afio de edad).
- Adultos (animales que van desde 1 afio con 1 mes hasta los 9 afos).

- Geriatrico (animales que van desde los 9 afios en adelante).



Tabla 9. Prevalencia por edad, “Dudoso”.

Edad Frecuencia Prevalencia LI 95% LS 95%

ADULTO 2 50,00 % 6,76% 93,24 %

CACHORRO 1 25,00 % 0,63% 80,59 %

GERIATRICO 1 25,00 % 063% 80,59 %
Total 4 100,00 %

Tabla 10. Prevalencia por edad, “Positivo”

Edad Frecuencia Prevalencia LI 95% LS 95%

ADULTO 6 100,00 % 54,07 % 100,00 %

CACHORRO 0 0,00 % 0,00% 4593%

GERIATRICO 0 0,00 % 0,00% 4593%
Total 6 100,00 %

Tabla 11. Prevalencia por procedencia, “Dudoso”.

Procedencia Frecuencia Prevalencia LI 95% LS 95%

ALBERGUE 1 25,00 % 063% 80,59 %
CLINICA 2 50,00 % 6,76 % 93,24 %
FINCA 1 25,00 % 063% 80,59 %

Total 4 100,00 %




Tabla 12. Prevalencia por procedencia, “Positivo”.

Procedencia Frecuencia Prevalencia LI 95% LS 95%

ALBERGUE 2 33,33 % 433% 77,72%

CLINICA 1 16,67 % 042% 64,12 %

FINCA 3 50,00%  11,81% 88,19 %
Total 6 100,00 %

Tabla 13. Prevalencia por raza, “Dudoso”.

Raza Frecuencia Prevalencia  LI195% LS 95%

FRENCH POODLE 1 25,00 % 0,63% 80,59 %

FRENCH TOY 1 25,00 % 0,63% 80,59 %

MESTIZO 2 50,00 % 6,76 % 93,24 %
Total 4 100,00 %

Tabla 14. Prevalencia por raza, “Positivo”.

Raza Frecuencia Prevalencia LI 95% LS 95%
FRENCH POODLE 1 16,67 % 0,42 % 64,12 %
MESTIZO 5 83,33 % 35,88% 99,58 %

Total 6 100,00 %
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Tabla 15. Prevalencia por sexo, “Dudoso”.

Sexo Frecuencia Prevalencia LI 95% LS 95%

HEMBRA 2 50,00 % 6,76 % 93,24 %
MACHO 2 50,00 % 6,76 % 93,24 %
Total 4 100,00 %

Tabla 16. Prevalencia por sexo, “Positivo”.

Sexo Frecuencia Prevalencia L1 95% LS 95%

HEMBRA 2 33,33 % 433% T77,712%
MACHO 4 66,67 % 22,28% 95,67 %
Total 6 100,00 %

Comparando esta realidad en cuanto a la prevalencia del parasito Neospora caninum, en la
Provincia del Azuay, se encuentra a niveles minimos; caracteristica que permite sugerir un

ambiente saludable para el sector ganadero de las zonas involucradas.

4.2 Discusion.

En un estudio realizado al suroriente del Estado de Mexico, 2021 en el cual se analizaron
146 sueros de zonas urbanas y rurales dieron como resultado que: 75 individuos mostraron
reaccion positiva a Neospora caninum, por lo que la identificacion de anticuerpos especificos
en los perros bajo estudio fue de 51.3%, la seroprevalencia en perros de la zona urbana fue del
48.6% (34/70) y para la zona rural del 53.9% (41/76), no encontrando diferencia estadistica

(p=0.314). Los titulos de anticuerpos anti-Neospora caninum fueron: 66.7% (50/75) con 1:50,
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10.7% (8/75) con 1:200, 9.3% (7/75) con 1:400 y 13.3% (10/75) con 1:800. A pesar de que se
identifico una mayor seroprevalencia en machos 55.9% (47/84) en comparacion con las hembras
45.1% (28/62), no hubo diferencia estadistica significativa entre los géneros de la zona urbana

y rural (p=0.131). (Garcia et al., 2022).

Dicho estudio se podria extrapolar al panorama de los “Albergues” ya que este seria un
intermedio entre animales urbanos y rurales, interpretandose que la prevalencia positiva es del
orden del 33,33% (2/6) por lo que su tendencia es menor; y este puede deberse a que de alguna
manera se aplica un plan de saneamiento para las mascotas caninas o que los animales rescatados

mantienen una prevalencia baja.

Otro estudio realizado en 2016, en la ciudad de Jodo Pessoa, Paraiba, noreste de Brasil en el
cual establecieron la presencia de N. caninum en muestras de sangre de 384 perros que fueron
atendidos en 34 clinicas veterinarias dieron como resultado que: Seis perros (1,6 %) fueron

positivos para N. caninum, con titulos de 50 a 200. (Brasil et al., 2018).

Resultados que varian a los obtenidos en esta investigacion ya que se obtuvo una prevalencia
del 16.67% (1/6), estos cambios pueden ocasionarse ya que la poblacién muestreada fue mayor

a la analizada; pero en ambos casos hay una prevalencia minima.

Con respecto a “Clinicas”, se puede afirmar que la probabilidad de propagacion y/o
contaminacion, esta minimizada debido a que son mascotas cuyos duefios si se sujetan a un plan

preventivo de salud animal.

Con el mismo énfasis se realiz6 otra investigacion en 2015, en fincas del canton Mejia,
Ecuador, en el cual comprobaron la presencia de N. caninum en relacion canino-bovino, se

muestrearon un total de 100 vacas y 40 perros pertenecientes a haciendas, dando como resultado:
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- EI 100% de los caninos muestreados eran mestizos.

- Del total de los 40 caninos muestreados, el 55% eran machos y el 45% eran hembras.
De este total el 20% eran cachorros y el 80% adultos.

- De los 40 caninos, el 7,5% eran hembras cachorras, el 12,5% eran machos cachorros, el
37,5% eran hembras adultas y el 42,5% eran machos adultos.

- El 100% de los caninos viven en la hacienda, conviven de cerca con los bovinos y
defecan en las pasturas o agua que consume el ganado.

- Del 100% de los caninos el 60% si ha consumido productos de aborto bovino y el 40%

no lo ha hecho.

Los resultados obtenidos en caninos por medio de la prueba IFI fueron los siguientes: 26
caninos resultaron positivos a Neospora caninum y 14 caninos resultaron negativos. Es decir

que el 65% resulto positivo y el 35% resulto negativo a Neospora caninum. (Yucaza, 2015).

Concordando con resultados obtenidos en los cuales las fincas muestreadas dieron el mayor
porcentaje de prevalencia positiva ante el parasito, en el orden de un 50% (3/6), asi mismo

siendo los més afectados los perros machos mestizos.

En el estudio publicado en el 2010 acerca de la Prevalencia de Neospora caninum en perros
pastores de una empresa ganadera de la sierra sur del Peru, se muestrearon 122 caninos, de los
cuales 102 era machos y 20 eran hembras de los cuales 16 machos y 2 hembras resultaron ser
positivos ante la presencia del paréasito, dando una prevalencia de 15.7% y 10% respectivamente.
(Vega, Chavez, Falcon, Casas y Puray, 2010). En los resultados obtenidos con relacién al sexo
de los caninos se determino que; el 66,67% (4/6) de los infectados eran machos y el 33,33%

eran hembras. Los resultados difieren ya que ese estudio fue realizado en una zona especifica
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como es una empresa, la cual debera de regirse por normas de salubridad adecuadas para reducir

al minimo las posibles pérdidas.

En un estudio realizado en la provincia de Buenos Aires, Argentina en el 2016, en el cual se
analizaron 987 muestras de suero canino provenientes de areas urbanas y sin signos clinicos
asociados, remitidos al Servicio de Diagnostico de Toxoplasmosis y Neosporosis del
Laboratorio de Inmunoparasitologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias se obtuvo los
siguientes resultados: Los porcentajes para el caso de la presencia de anticuerpos anti-N.
caninum fueron: menores de 1 afio 15,3% (28/183), entre 1 y 5 afios 22,4% (89/398) y en
mayores a 5 afios 30,5% (124/406). Segun el analisis de chi cuadrado, se encontraron diferencias

significativas entre los rangos de edad para ambas enfermedades. (Gos, 2016).

Los resultados obtenidos arrojan como resultado que el 100% (6/6) de los animales adultos
dieron positivo, resultado que puede variar puesto que esto se define por el criterio del

investigador al organizar los resultados en edades, en este estudio se clasifico como:

Por otro lado, en 2021 una investigacion realizada, en la Provincia del Azuay y en cantones
separados geograficamente, determina una prevalencia positiva del 4.54% en el cantén Sta.

Isabel en general. (Criollo, 2021).

En cuanto a la prevalencia positiva general obtenido en este estudio es del 2,15%, los cuales
difieren minimamente, estos ligeros cambios pueden deberse al clima, la ubicacion geogréfica

de ambos y el nivel de explotacion ganadera.
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5. Conclusiones y recomendaciones.

5.1 Conclusiones

Los resultados obtenidos a partir del suero sanguineo nos dieron como conclusion que solo
el 2.15% de los individuos muestreados dieron positivo a Neospora caninum, lo cual no es
representativo, por lo que se puede decir que el parasito no es aun un problema en el canton

Cuenca.

Con las diferentes tablas se puede observar que la mayor parte de los animales parasitados
son perros mestizos machos provenientes de fincas, los mismos considerados adultos, esta
tendencia se debe a que la mayor parte de los ganaderos tienden a dejar a los caninos en
compaiiia del ganado para que los “cuiden”, prefiriendo en especial a los machos por su

agresividad.

5.2 Recomendaciones
La carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Politécnica Salesiana,
debe informar a las autoridades locales a nivel de gobierno en cuanto al &mbito de Proteccion
del medio ambiente y desarrollo del agro; estas investigaciones con el objeto de desarrollar
politicas y planes de mitigacion que permitan minimizar los dafios que este parasito provoca;

asi como el impacto en el desarrollo socioecondémico del sector ganadero.

Asi también, se recomienda difundir esta informacion a los propietarios de Fincas; en
cuanto a la tenencia de animales caninos; en cuanto a la propagacion del parésito y sus

consecuencias.
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Se establezca un acuerdo con el sector ganadero para que por medio de los estudiantes de
la carrera apoyen a mitigar la propagacion de parasito en el sector con el fin de conseguir mejoras

en cuanto a la produccion y conservacion de una buena salud del ganado.

Para los resultados “dudosos” se sugiere realizar de nuevo el estudio mediante el Kit de

“ELISA”.

Mantener un adecuado manejo de las muestras manteniendo siempre la cadena de frio para

evitar alteraciones en los resultados.
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Anexo 2. Registro de muestras

Procedencia: ALBERGUES Pag. 1/1
MUESTRA NOMBRE RAZA SEXO EDAD PREVALENCIA
15 MATIAS GOLDEN MACHO GERIATRICO NEGATIVO 1
24 HOLLIE FRENCH POODLE HEMBRA ADULTO NEGATIVO 2
59 COCOo PITBULL MACHO ADULTO NEGATIVO 3
70 MIA FRENCH POODLE HEMBRA ADULTO NEGATIVO 4
85 PRINCIPE FRENCH POODLE MACHO ADULTO NEGATIVO 5
91 NEGRO SCHNAUZER MACHO ADULTO NEGATIVO 6
92 BLANCA FRENCH POODLE HEMBRA CACHORRO NEGATIVO 7
96 PACO FRENCH POODLE MACHO ADULTO POSITIVO 8
101 PEQUI FRENCH POODLE HEMBRA ADULTO NEGATIVO 9
103 LUKI FRENCH POODLE MACHO ADULTO NEGATIVO 10
110 CIELO FRENCH POODLE HEMBRA CACHORRO NEGATIVO 11
111 JACK NI PITBULL MACHO ADULTO NEGATIVO 12
112 YURI FRENCH POODLE HEMBRA GERIATRICO NEGATIVO 13
117 TONY SCHNAUZER MACHO ADULTO NEGATIVO 14
122 POPEYE PITBULL MACHO ADULTO NEGATIVO 15
126 LOBA HEMBRA ADULTO NEGATIVO 16
130 PELUCHE FRENCH POODLE MACHO ADULTO NEGATIVO 17
134 VALENTINA FRENCH POODLE HEMBRA ADULTO NEGATIVO 18
135 OSA FRENCH POODLE HEMBRA ADULTO NEGATIVO 19
137 MICKEY MACHO ADULTO NEGATIVO 20
139 COPO FRENCH POODLE MACHO ADULTO NEGATIVO 21
140 MAX IV MACHO CACHORRO NEGATIVO 22
141 JUANA GOLDEN HEMBRA ADULTO NEGATIVO 23
145 MAXI I MACHO ADULTO NEGATIVO 24
146 TINA HEMBRA ADULTO NEGATIVO 25
147 ANTONIO CASTELLANO MACHO ADULTO NEGATIVO 26
148 PIPON FRENCH POODLE MACHO ADULTO NEGATIVO 27
149 CUKY FRENCH POODLE MACHO ADULTO NEGATIVO 28
150 MURNECA FRENCH POODLE HEMBRA CACHORRO NEGATIVO 29
154 GARMY FRENCH POODLE MACHO ADULTO DUDOSO 30
155 LUCERO HEMBRA ADULTO NEGATIVO 31
159 LUCY HEMBRA CACHORRO NEGATIVO 32
161 PANCHO MACHO ADULTO NEGATIVO 33
164 HEIDY CASTELLANO HEMBRA ADULTO NEGATIVO 34
165 MAXI Il SCHNAUZER MACHO ADULTO NEGATIVO 35
169 HALLY HEMBRA CACHORRO NEGATIVO 36
170 LOGAN MACHO ADULTO NEGATIVO 37
171 SHIZUKA HEMBRA GERIATRICO NEGATIVO 38
181 CORTO MACHO ADULTO NEGATIVO 39
182 PELUCHIN II MACHO CACHORRO NEGATIVO 40
185 LUNA I CASTELLANO HEMBRA ADULTO NEGATIVO 41
186 JAGGO MACHO ADULTO POSITIVO 42
190 NACHO SCHNAUZER MACHO ADULTO NEGATIVO 43
191 NEGRO SCHNAUZER MACHO ADULTO NEGATIVO 44
192 LUCKY I FRENCH POODLE MACHO ADULTO NEGATIVO 45
193 PELIGROSO I FRENCH POODLE MACHO ADULTO NEGATIVO 46
195 SAMY llI FRENCH POODLE HEMBRA ADULTO NEGATIVO 47
196 DINA HEMBRA CACHORRO NEGATIVO 48
197 PELUSA Il HEMBRA ADULTO NEGATIVO 49
198 PAZ MACHO ADULTO NEGATIVO 50

80



Pag.2/1
MUESTRA |  NOMBRE RAZA SEXO EDAD PREVALENCIA
199 TOGO MACHO | CACHORRO NEGATIVO | 51
200 Wi HEMBRA | CACHORRO NEGATIVO | 52
201 MARQUITO MACHO ADULTO NEGATIVO | 53
202 oso i MACHO ADULTO NEGATIVO | 54
207 CHARLIE MACHO ADULTO NEGATIVO | 55
208 NEGRITO MACHO ADULTO NEGATIVO | 56
209 OZUNA MACHO ADULTO NEGATIVO | 57
210 CARAMELO Il MACHO ADULTO NEGATIVO | 58
211 SAMY IV HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 59
213 VALENTINA Il FRENCH POODLE HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 60
214 SEBASTIAN MACHO ADULTO NEGATIVO | 61
216 ZEUS MACHO ADULTO NEGATIVO | 62
218 AZABACHE MACHO ADULTO NEGATIVO | 63
221 CHARLOT CASTELLANO HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 64
222 JADYA HUSKY SIBERIANO HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 65
224 DANIEL MACHO ADULTO NEGATIVO | 66
226 MANCHAS MACHO ADULTO NEGATIVO | 67
227 scoT FRENCH POODLE MACHO ADULTO NEGATIVO | 68
228 CARLOS MACHO ADULTO NEGATIVO | 69
229 PANCHITO MACHO ADULTO NEGATIVO | 70
234 DEWY MACHO | CACHORRO NEGATIVO | 71
235 PANCHITO Il CASTELLANO MACHO ADULTO NEGATIVO [ 72
237 BOBY CASTELLANO MACHO ADULTO NEGATIVO [ 73
239 VENUS SCHNAUZER HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 74
242 ANTONIO II CASTELLANO MACHO ADULTO NEGATIVO | 75
243 ZEUS MACHO ADULTO NEGATIVO | 76
244 LUCKY IV MACHO ADULTO NEGATIVO | 77
246 PETUNIA FRENCH POODLE HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 78
254 BLANCO Il MACHO ADULTO NEGATIVO | 79
255 TITA HEMBRA | GERIATRICO | NEGATIVO | 80
256 DOCTOR MACHO ADULTO NEGATIVO | 81
257 FIRULAIS MACHO | CACHORRO NEGATIVO | 82
258 GISSELE HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 83
259 SR. BIGOTES MACHO ADULTO NEGATIVO | 84
264 PELUCHIN Ii FRENCH POODLE MACHO ADULTO NEGATIVO | 85
265 BICHO FRENCH POODLE MACHO ADULTO NEGATIVO | 86
266 PELUCHIN IV FRENCH POODLE MACHO ADULTO NEGATIVO | 87
272 CALLEJERA HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 88
273 MAXI IV MACHO ADULTO NEGATIVO | 89
274 NEGRO MACHO | GERIATRICO [ NEGATIVO [ 90
276 MARCO MACHO ADULTO NEGATIVO [ 91
277 LULITA FRENCH POODLE HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 92
279 NANTU CASTELLANO MACHO ADULTO NEGATIVO | 93
RESULTADOS

NEGATIVO 90

DUDOSO 1

TOTAL 93

81



Procedencia: CLINICAS Pag. 3/1
MUESTRA NOMBRE RAZA SEXO EDAD PREVALENCIA

2 POCHO SHIH TZU MACHO ADULTO NEGATIVO 1

3 LUCKY FRENCH POODLE MACHO ADULTO NEGATIVO 2
4 FEISAE GALGO AFGANO MACHO ADULTO NEGATIVO 3

7 CANGUIL FRENCH TOY MACHO | GERIATRICO | NEGATIVO 4
8 BIZCOCHO SHIH TZU MACHO ADULTO NEGATIVO 5
10 BEKY PEKINES HEMBRA ADULTO NEGATIVO 6
11 KIARA SHIH TZU HEMBRA ADULTO NEGATIVO 7
13 VALE SCHNAUZER HEMBRA | GERIATRICO | NEGATIVO 8
16 LALO SHIH TZU MACHO | CACHORRO NEGATIVO 9
20 KENIA AMERICAN BULLY HEMBRA | CACHORRO NEGATIVO | 10
21 NACHO SCHNAUZER MACHO | CACHORRO NEGATIVO | 11
22 PULGA CHIHUAHUA HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 12
23 BODKY BULLDOG MACHO | CACHORRO NEGATIVO | 13
25 PABLITO PASTOR ALEMAN MACHO ADULTO NEGATIVO | 14
26 PETUNIA FRENCH POODLE HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 15
30 PELUSA FRENCH POODLE HEMBRA | GERIATRICO | NEGATIVO | 16
31 SUSANA HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 17
33 MAX PEKINES MACHO ADULTO NEGATIVO | 18
34 WALKER GOLDEN MACHO | CACHORRO NEGATIVO | 19
41 BELLA HEMBRA | GERIATRICO | NEGATIVO | 20
43 PININA PEKINES HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 21
44 PUPIS CHIHUAHUA HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 22
47 PINKY FRENCH POODLE MACHO | GERIATRICO | NEGATIVO | 23
48 PETER BULLDOG FRANCES MACHO ADULTO NEGATIVO | 24
49 KIRA GOLDEN HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 25
50 VIOLETA SCHNAUZER HEMBRA | GERIATRICO | NEGATIVO | 26
51 CHUQUILLA SCHNAUZER HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 27
52 HANNAH SHAR PEI HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 28
56 KIARA Il SHIH TZU HEMBRA | CACHORRO NEGATIVO | 29
57 PERLITA FRENCH POODLE HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 30
60 LUDOVICO SHAR PEI MACHO ADULTO NEGATIVO | 31
61 DOKI DALMATA MACHO | GERIATRICO | NEGATIVO | 32
62 BABAHO FRENCH POODLE HEMBRA | GERIATRICO | NEGATIVO | 33
64 CHIQUITA HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 34
71 JACK I DALMATA MACHO ADULTO NEGATIVO | 35
73 KILIAN SCHNAUZER MACHO ADULTO NEGATIVO | 36
75 SAMY FRENCH POODLE HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 37
77 AVECILLA SCHNAUZER HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 38
78 SIMON I CASTELLANO MACHO ADULTO NEGATIVO | 39
79 KIKE MACHO ADULTO NEGATIVO | 40
84 OLIVIA SCHNAUZER HEMBRA | CACHORRO NEGATIVO | 41
86 CARAMELO HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 42
88 LUNA II HEMBRA | GERIATRICO | NEGATIVO | 43
89 MARTINA PEKINES HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 44
93 CUPER GOLDEN MACHO | GERIATRICO | NEGATIVO | 45
95 COQUI COCKER SPANIEL INGLES | MACHO ADULTO NEGATIVO | 46
97 SAMANTA SCHNAUZER HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 47
98 MILKA LABRADOR RETRIEVER | HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 48
104 NANI FOX TERRIER HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 49
107 SASHA BULLDOG HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 50
108 SANDY | COCKER SPANIEL INGLES | HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 51
109 PATO MACHO | CACHORRO DUDOSO 52
115 LAYLA PITBULL HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 53
119 PUG PUG MACHO ADULTO NEGATIVO | 54
120 ROCKY Il FOX TERRIER MACHO | GERIATRICO | NEGATIVO | 55
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Pag. 4/1
MUESTRA NOMBRE RAZA SEXO EDAD PREVALENCIA
125 TURNA FRENCH TOY HEMBRA ADULTO DUDOSO 56
127 SKY BEAGLE HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 57
132 SIMON Il SAN BERNARDO MACHO ADULTO NEGATIVO | 58
138 NAPO PUG MACHO ADULTO NEGATIVO | 59
142 cocolll GOLDEN MACHO ADULTO NEGATIVO | 60
143 CHELO SCHNAUZER MACHO ADULTO NEGATIVO | 61
156 MOLLY SHIH TZU MACHO | GERIATRICO | NEGATIVO | 62
158 JOSEJO SHIH TZU MACHO | GERIATRICO | NEGATIVO | 63
SENORA
162 FRANGISCA SCHNAUZER HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 64
163 DONA BELLA SCHNAUZER HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 65
166 AARON I BEAGLE MACHO | CACHORRO | NEGATIVO | 66
168 BENITO SHIH TZU MACHO ADULTO NEGATIVO | 67
173 NUTA SHIH TZU HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 68
175 CHIMUELO PITBULL MACHO | CACHORRO | NEGATIVO | 69
176 MOLLIE COCKER SPANIEL INGLES | HEMBRA | GERIATRICO | NEGATIVO | 70
178 TOMY POMERANIA MACHO ADULTO NEGATIVO | 71
179 EUGENIO SHIH TZU MACHO ADULTO NEGATIVO | 72
180 KELO BULL TERRIER FRANCES | MACHO ADULTO NEGATIVO | 73
184 JOAQUIN SHIH TZU MACHO ADULTO NEGATIVO | 74
203 EMILIA PEKINES HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 75
204 TORO PEKINES MACHO ADULTO NEGATIVO | 76
206 POLAR PEKINES MACHO ADULTO NEGATIVO | 77
212 CHISPITA PAPILLOM HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 78
215 LUNA IV PEKINES HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 79
217 BOMBON PEKINES MACHO ADULTO NEGATIVO | 80
223 RICO CHIHUAHUA MACHO ADULTO NEGATIVO | 81
225 TOBY Il BEAGLE MACHO | CACHORRO | NEGATIVO | 82
236 PEPITO BASSET HOUND MACHO ADULTO NEGATIVO | 83
241 BENITO Il CHIHUAHUA MACHO | CACHORRO | NEGATIVO | 84
248 SHARIK PEKINES MACHO ADULTO NEGATIVO | 85
249 PONCHITO PEKINES MACHO ADULTO NEGATIVO | 86
250 JASHIN SHIH TZU MACHO ADULTO NEGATIVO | 87
253 BRUNO SHIH TZU MACHO | CACHORRO | NEGATIVO | 88
260 TOBY IV TECKEL MACHO ADULTO NEGATIVO | 89
263 ROSE PITBULL HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 90
268 SAMBA SHIH TZU HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 91
269 LOLY HEMBRA ADULTO POSITIVO | 92
271 PRINCESA Il SHIH TZU HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 93

| RESULTADOS |

NEGATIVO

90

DUDOSO

2

TOTAL

93
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Procedencia: FINCAS Pég.5/1
MUESTRA|  NOMBRE RAZA SEXO EDAD PREVALENCIA

1 TOMAS MACHO | CACHORRO | NEGATIVO | 1
5 LUCKY Il FRENCH POODLE MACHO ADULTO NEGATIVO | 2
6 JUE MACHO ADULTO NEGATIVO | 3
9 BLONDIE HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 4
12 PELUCHIN MACHO | CACHORRO | NEGATIVO | 5
14 SIMON MACHO | GERIATRICO | NEGATIVO | &
17 SHADOW GOLDEN MACHO | GERIATRICO | NEGATIVO | 7
18 SHERIFF MACHO | CACHORRO | NEGATIVO | 8
19 DULCE GOLDEN HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 9
27 ANNIE HUSKY SIBERIANO HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 10
28 0s0 MACHO ADULTO NEGATIVO | 11
29 CHIQUILIN MACHO ADULTO NEGATIVO | 12
32 BEKY Il HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 13
35 PELUSA Il HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 14
36 CHIKI HEMBRA ADULTO POSITIVO 15
37 DANGER DOBERMAN MACHO | CACHORRO | NEGATIVO | 16
38 BAMBI HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 17
39 BRUNO MACHO ADULTO NEGATIVO | 18
40 JACK AKITA MACHO ADULTO NEGATIVO | 19
42 NALA HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 20
45 TOMASA HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 21
46 ZIARA HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 22
53 LUU MACHO ADULTO NEGATIVO | 23
54 0S0 I MACHO ADULTO NEGATIVO | 24
55 ROCKY MACHO | CACHORRO | NEGATIVO | 25
58 SANSON PITBULL MACHO ADULTO NEGATIVO | 26
63 MAX II SCHNAUZER MACHO ADULTO NEGATIVO | 27
65 TIRION PASTOR ALEMAN MACHO ADULTO NEGATIVO | 28
66 LOGAN HUSKY SIBERIANO MACHO ADULTO NEGATIVO | 29
67 CECIL FRENCH POODLE HEMBRA | CACHORRO | NEGATIVO | 30
68 RAMON MACHO ADULTO NEGATIVO | 31
69 AARON ROTTWEILER MACHO | CACHORRO | NEGATIVO | 32
72 AMBAR CASTELLANO HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 33
74 LINDA HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 34
76 PELIGROSO CASTELLANO MACHO ADULTO NEGATIVO | 35
80 LUNA HEMBRA | CACHORRO | NEGATIVO | 36
81 NENA HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 37
82 RUSSO MACHO ADULTO NEGATIVO | 38
83 TOBY MACHO | GERIATRICO | NEGATIVO | 39
87 CHUKY SCHNAUZER MACHO ADULTO NEGATIVO | 40
EN) PRINCESA FRENCH POODLE HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 41
94 BOC MACHO ADULTO NEGATIVO | 42
99 ScoT MACHO | CACHORRO | NEGATIVO | 43
100 POLET HEMBRA | GERIATRICO | DUDOSO 44
102 SPIKE MACHO ADULTO POSITIVO | 45
105 PERLA HUSKY SIBERIANO HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 46
106 BLANCO MACHO ADULTO NEGATIVO | 47
113 SAMY I HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 48
114 APOLO MACHO ADULTO NEGATIVO | 49
116 SIMUR MACHO ADULTO NEGATIVO | 50
118 COPITO MACHO | GERIATRICO | NEGATIVO | s1
121 CHIQUI HEMBRA ADULTO NEGATIVO | 52
123 VICKY FRENCH POODLE HEMBRA | GERIATRICO | NEGATIVO | 53
124 MAX Il PASTOR ALEMAN MACHO | GERIATRICO | NEGATIVO | 54
128 RAMBO HUSKY SIBERIANO MACHO | CACHORRO | NEGATIVO | 55
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Anexo 3. Iméagenes del trabajo experimental.

Pag. 6/1
MUESTRA NOMBRE RAZA SEXO EDAD PREVALENCIA
129 KUMAI MACHO ADULTO NEGATIVO | 56
131 BINGO MACHO ADULTO NEGATIVO | 57
133 BENJI PITBULL MACHO ADULTO NEGATIVO | 58
136 MAXI PASTOR ALEMAN MACHO ADULTO NEGATIVO | 59
144 TOMAS I FRENCH POODLE MACHO ADULTO NEGATIVO | 60
151 NENA Il FRENCH POODLE HEMBRA |  ADULTO NEGATIVO | 61
152 LALA FRENCH POODLE HEMBRA | ADULTO NEGATIVO | 62
153 BUGABU MACHO ADULTO NEGATIVO | 63
157 CHICHI MACHO | GERIATRICO | NEGATIVO | 64
160 MANCHAS FRENCH POODLE MACHO ADULTO NEGATIVO | 65
167 RAMON || MACHO ADULTO NEGATIVO | 66
172 MAX V CASTELLANO MACHO ADULTO NEGATIVO | 67
174 SIMON IV MACHO ADULTO NEGATIVO | 68
177 MURECA II HEMBRA | ADULTO NEGATIVO | 69
183 GUSTAVO HUSKY SIBERIANO MACHO ADULTO NEGATIVO | 70
187 ZAMIRA WEIMARANER HEMBRA | ADULTO NEGATIVO | 71
188 TOBY |l MACHO | CACHORRO | NEGATIVO | 72
189 BETO CASTELLANO MACHO ADULTO NEGATIVO | 73
194 SHIZUKA DOBERMAN HEMBRA | CACHORRO | NEGATIVO | 74
205 MIA Il CASTELLANO HEMBRA | ADULTO NEGATIVO | 75
219 KLEIN HUSKY SIBERIANO MACHO ADULTO NEGATIVO | 76
220 COLE HUSKY SIBERIANO MACHO ADULTO NEGATIVO | 77
230 NICO FRENCH POODLE MACHO ADULTO NEGATIVO | 78
231 COFY CASTELLANO MACHO ADULTO NEGATIVO | 79
232 MONO GOLDEN MACHO | GERIATRICO | NEGATIVO | 80
233 BELLAII FRENCH POODLE HEMBRA | ADULTO NEGATIVO | 81
238 BLUE HUSKY SIBERIANO MACHO ADULTO NEGATIVO | 82
240 CHARLI HUSKY SIBERIANO MACHO ADULTO NEGATIVO | 83
245 BOMER GOLDEN MACHO | CACHORRO | NEGATIVO | 84
247 COFY I MACHO ADULTO NEGATIVO | 85
251 BODY MACHO ADULTO NEGATIVO | 86
252 TONY I FRENCH POODLE MACHO ADULTO NEGATIVO | 87
261 0S0 IV MACHO | GERIATRICO | NEGATIVO | 88
262 CHOCO FRENCH POODLE MACHO ADULTO NEGATIVO | 89
267 NICA BULLDOG HEMBRA | ADULTO NEGATIVO | 90
270 QUICO SCHNAUZER MACHO ADULTO NEGATIVO | 91
275 HAN MACHO ADULTO POSITIVO | 92
278 SUKA DOBERMAN HEMBRA | ADULTO NEGATIVO | 93
RESULTADOS

NEGATIVO 89

DUDOSO 1

TOTAL 93
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