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RESUMEN

La Neosporosis es una enfermedad que afecta directamente al ganado bovino pero con la
utilizacion de un huésped definitivo para su propagacion que en este caso es el perro; por lo que
es de vital importancia realizar una deteccion de este parasito en dichos huéspedes que estén
relacionados directamente con ganado bovino, por ello se vio la importancia de realizar un
estudio de prevalencia de Neospora caninum en caninos para asi determinar si presentan
anticuerpos a cuyos pacientes que no han presentado sintomas clinicos en las parroquias rurales
de Azogues como son: Guapéan, Cojitambo y San Marcos/Luis Cordero. Para esta investigacion
se ha determinado realizar el estudio en 100 pacientes los cuales han sido separados de acuerdo
con la zona, edad y sexo del animal, las muestras se procesaron mediante la técnica de ELISA
competitivo con la utilizacion del “Kit de ELISA ID Screen Neospora caninum Competition —
NCC”. Dando como resultado, una prevalencia baja, ya que, se obtuvo 2 de muestras positivas
las cuales pertenecian a la parroquia San Marcos las cuales generan una prevalencia de 5,88%
de las muestras pertenecientes a dicha parroquia lo que quiere decir que es una prevalencia

general de 2% de las muestras recogidas para la realizacion de este trabajo.

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

Neosporosis is a disease that directly affects cattle but with the use of a definitive host for
its spread, which in this case is the dog; Therefore, it is vitally important to detect this parasite
in these hosts that are directly related to cattle, which is why it was important to carry out a
study of the prevalence of Neospora caninum in canines in order to determine if they present
antibodies to whose patients. who have not presented clinical symptoms in the rural parishes of
Azogues such as: Guapan, Cojitambo and San Marcos/Luis Cordero. For this research, it has
been determined to carry out the study in 100 patients who have been separated according to
the area, age and sex of the animal, the samples were processed using the competitive ELISA
technique with the use of the “Elisa Kit ID Screen Neospora caninum Competition — NCC”.
Resulting in a low prevalence, since 2 positive samples were obtained which belonged to the
San Marcos parish, which generates a prevalence of 5.88% of the samples belonging to said
parish, which means that it is a prevalence general of 2% of the samples collected to carry out

this work.

Key words: Neospora caninum, ELISA, prevalence, canines.
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1. INTRODUCCION

Para generar una produccién ganadera adecuada, debemos mantener a nuestros animales en
condiciones 6ptimas de salud, para ello se debe estar pendiente sobre cada una de las
enfermedades que afectan, una de las enfermedades que més afectan es la neosporosis cuya

enfermedad afecta al sistema reproductor del ganado bovino provocando lo que son abortos.

N. caninum, un protozoo relacionado con Toxoplasma gondii, fue inicialmente identificado
en Noruega en 1984 por Bjerkas y colegas. Este hallazgo surgid de la observacion de quistes
similares a los de T. gondii en perros afectados por trastornos neurologicos graves, como
meningoencefalomielitis y miositis. La descripcion inicial de esta especie marcd un hito
importante en la comprension de las enfermedades parasitarias en animales, especialmente en

perros. (Arraz, 2016)

Cabe destacar que la transmision de este parasito es de forma horizontal utilizando como
hospedero definitivo al canino, ya que, mediante este de liberan los ooquistes para continuar
con la propagacién, asi mismo tiene una transmision vertical lo que provoca es que la

enfermedad se transmita de madre — hijo durante la gestacion.

Entre los dafios mas importantes generados por este parasito es afecciones al sistema

nervioso que en algunos casos pueden ser irreversibles.

Sin duda alguna, esta enfermedad ha despertado el interés de los veterinarios, debido a su
afeccion, dado que hoy en dia se han realizado numerosas investigaciones sobre este parasito
como las afecciones que provoca, su epidemiologia y como control esta enfermedad. (Arraz,

2016)
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1.1  Problema

Neospora caninum es un parasito que ocasiona enfermedades tanto a caninos como ha
herbivoros, es una enfermedad de propagacion rapida debido a que los huéspedes son animales
silvestres o animales que no poseen un cuidado adecuado. Dado a que el incremento de caninos
callejeros es acelerado también existe la posibilidad de que este parasito se propague con mayor

facilidad y por ello genere problemas a un mayor grupo de animales susceptibles a este parasito.

Este trabajo tiene como finalidad de conocer la presencia de este parasito en perros de habitan
las zonas establecidas para esta investigacion y asi mismo dar a conocer a sus duefios las

afecciones que provoca esta enfermedad y las consecuencias econdémicas que ocasiona.

1.2 Delimitacion
1.2.1 Espacial
La siguiente investigacion se realizd a partir de muestras recolectadas en parroguias rurales

del cantdn Azogues las cuales fueron: Guapéan, Cojitambo y Luis Cordero.

Guapan se encuentra ubicado norte S 2° 36' 49.50" W 78° 49' 20.60", sur S 2° 43' 43.90" W
78°50'55.79", este S 2°41' 46.61" W 78° 50' 20.02", oeste S 2°40' 21.01" W 78° 51' 50.50",
neutral S 2°42' 42.86" W 78°50' 51.13", con un clima frio, a una altitud de 2580msnm, a una

distancia de 4km de la ciudad de Azogues (Google Earth, 2021).

Cojitambo se encuentra ubicado Norte S 2° 43" 55.87" W 78° 52' 7.83" Sur S 2° 46' 46.49"
W 78°52' 54 50" Este S 2° 45' 22.28" W 78° 52' 2.28" Oeste S 2° 45' 35.85" W 78° 54' 19.75"
Neutral S 2° 45' 31.69" W 78° 53' 3.44", con un clima frio, a una altitud de 3000 msnm, a una

distancia de 10km de la ciudad de Azogues. (Google Earth, 2021)

Luis Cordero se encuentra ubicado en los puntos mas extremos Norte S 2° 42' 35.72" W

78°48' 25.93" Sur S 2° 45' 48.69" W 78° 48' 45.99" Este S 2° 44' 23.48" W 78° 47' 36.40"
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Oeste S 2°44'21.58" W 78° 50" 11.68" Neutral S 2° 44' 15.50" W 78° 49' 2.16" con un clima
frio, con una altitud de 2862msnm, a una distancia de 5km de la ciudad de Azogues. (Google

Earth, 2021)

1.2.2 Temporal
Este trabajo investigativo tuvo una duracion de 400 horas, que estaban divididas en el trabajo

experimental y la elaboracion del informe final.

1.2.3 Académica
Este trabajo experimental esta orientado a la sanidad animal fortaleciendo los conocimientos
adquiridos en la rama de la Parasitologia que posteriormente nos puede ayudar a un mejor

diagndstico y tratamiento 6ptimo y oportuno.

1.3 Explicacién del problema

Al ser una enfermedad de caracter mundial se ha determinado que ha generado grandes
afecciones en el campo productivo ocasionando abortos y disminucidon en la produccion lechera
y por ende disminucién en los ingresos econémicos del productor lechero, el impacto radica en
la relacion que existe entre las especies como son bovinos y caninos, porque esta enfermedad

requiere de las dos especies para completar su ciclo bioldgico.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Determinar la prevalencia de Neospora caninum en poblaciones caninas mediante el método

de ELISA competitivo en parroquias rurales del canton Azogues.
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1.4.2 Objetivo especifico

Identificar la presencia de Neospora caninum en caninos mediante la prueba de ELISA

competitivo.
Calcular la prevalencia del Neospora caninum en parroquias rurales del canton Azogues.
1.5 Hipotesis

1.5.1 Hipétesis nula

Mediante la presente investigacion se evidenciard una baja prevalencia de Neospora

caninum en caninos en el canton Azogues.
1.5.2 Hipdtesis alternativa

Mediante la presente investigacion se evidenciara una alta prevalencia de Neospora

caninum en caninos en el canton Azogues.
1.6 Fundamentacion Teorica

Este trabajo experimental servird como herramienta para comprobar si hay existencia de este
parasito en las poblaciones en la que se va a realizar, con la finalidad de poder tomar medidas
cautelares para prevenir futuros problemas que puede provocar este parasito, asi como también
garantizar que no existan pérdidas econdémicas para las personas que se dedican a la produccion

lactea.
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2. REVISION Y ANALISIS BIBLIOGRAFICO

2.1 Generalidades

Neospora caninum, es un parasito intracelular obligado que produce vacuolas. Se forma una
cavidad tisular, que dura largo tiempo (Alvarez, et 4l., 2016) (p. €j., microgranulos, lofiria y
granulos gruesos), que se identifican mediante microscopios electronicos. La N. caninum tiene
semejanza a Toxoplasma gondii y puede ser dafiino para el ganado vacuno, animales de

compafiia y los animales silvestres (Alvarez, et al., 2016).
2.2 Etiologia y Taxonomia

“Neospora caninum es un parasito protozoario que pertenece al género Apicomplexa y de
la familia Sarcocystidae que infecta a un gran nimero de mamiferos. Se han identificado perros
y coyotes como los portadores definitivos del parasito, pero también hay estudios que los

relacionan con otros animales silvestres.

La enfermedad se le denomina neosporosis, que ha sido estudiada en caninos y bovinos”

(Retamal et al., 2011).

N. caninum pertenece al phylum Apicomplexa, clase Sporozopea, subclase Coccidia, orden
Eucoccidia, suborden Eimetiina y familia Sarcocystidae, y al género Toxoplasma, géneros
Sarcocysts, Hammendia y Besnoitia. Los pertenecientes de la familia Sarcocystidae poseen
diferentes ciclos de vida y creacién de quistes en los huéspedes intermediarios. Todos utilizan
a los herbivoros como huéspedes intermediarios y especies carnivoras como huéspedes
permanentes. Los huéspedes definitivos eliminan en las heces los ooquistes no fértiles; después
de la esporulacion en el medio donde se encuentran, presenta dos esporoquistes con cuatro

esporozoitos cada uno. Cabe destacar cuatro especies que estan relacionadas: N. caninum, T.
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Gandi, H. Hammendi y H. Heydorni, que presentan ooquistes similares, sin embargo, pero

presentan diferencias en sus estructuras como en sus biologias. (Alvarez, 2018, pp. 3-4).
2.3 Morfologia

El ciclo de vida de N. caninum posee tres etapas diferentes: los taquizoitos, histocistos que
contienen bradizoitos y ooquistes. Los taquizoitos miden de 3- 7 um y 1-5 um de ancho, y su
morfologia es ovoide, cilindrica o semilunar, sobre todo depende de la etapa en la que se

encuentren (Dubey & Lindsay, 1996).

Estructuralmente, los taquizoitos que se observan en un cultivo celular son iguales a los
observados in vivo (Speer y Dubey, 1989; Lindsay et al., 1993), con una membrana compuesta
por una membrana intesta y una plasmalema, un complejo apical constituido por: 22
microtUbulos subpeliculares, un conoide, un anillo polar y dos anillos apicales; organulos
secretores que constan de: 8-24 roptrias, micronemas, y granulos densos; mitocondrias, ndcleo,
nucleolo, aparato de Golgi, ribosomas, polisomas, granulos de amilopectina, cuerpos lipidicos,
vesiculas, reticulo endoplasmico rugoso y poros posteriores (Speer y Dubey, 1989; Lindsay et
al., 1993; Speer et al, 1999) y Los quiste poseen un tamafio aproximadamente 100 pm de
didmetro, estos son esféricos u ovalados y pueden poseer hasta 200 bradizoitos. La pared del
quiste (que puede contener mas de 4 um de tamafio) esta integrada por dos membranas, una
estructura interna méas gruesa, granular con estructuras tubulares y membrana Unica externa
densa en electrones (Pefiata y Diaz, 2020; Dubey y Lindsay, 1996). Los bradizoitos poseen mas
granulos de amilopectina (Speer y Dubey, 1989). Miden de 6- 8 um de largo por 1-1,8 um las
mismas organelas que los taquizoitos, aunque en los bradizoitos contienen menos cilios y los
ooquistes de N. caninum son anatomicamente iguales a los de T. gondii y H. heydorni; tienen
forma redonde o semi redonda y tienen un tamafio de 11,7 um de longitud y 11,3 um de anchura.

La pared del ooquiste es llana, de 0,6-0,8 um de espesor y no posee micropilo. En su interior se
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localizan dos esporoquistes elipsoidales (8,4 um de largo por 6,1 um de ancho) cada uno tiene

4 esporozoitos alargados (6,5 um de largo por 2,0 um de ancho) y un cuerpo de esporoquiste

residual (Torrel, el al., 2022).
2.4 Epidemiologia

La Neospora fue relacionada en el afio 1984 por Bjerkas en Noruega como causa del

sindrome neuromuscular en los caninos, ya que es un parasito intracelular obligado.

En el afio de 1988, se aislé un microorganismo llamado Neospora caninum de la misma especie

en los Estados Unidos (Dubey et al., 2004).

Hasta ese momento la enfermedad se confundia con la toxoplasmosis y N. caninum fue
analizada por primera vez como una enfermedad de interés mundial (Lindsay et al., 1999),

porque se encontrd que una de las principales causas es el de abortos en las vacas.

Diversos estudios también confirman que la patologia perjudica a la produccion de la leche;

con una reduccion de leche de animales enfermos (Pabdn, 2007).

Transmision Horizontal: se crea por la deglucion de tejido infectado que tiene taquizoitos o
quistes tisulares o por la ingesta de agua o alimentos infectados con ooquistes esporulados.
Durante la fase aguda de la enfermedad, los taquizoitos se localizan en todos los tejidos y
liquidos del huésped, también en la placenta y el liquido amniético de las vacas prefiadas. Una
vez se localicen en el tejido cerebral, los bradizoitos pueden diferenciarse en bradizoitos, debido
a la respuesta inmune antiprotozoaria, o que conlleva a la creacion de quistes tisulares (Almeria

y Lopez, 2013, p.2).

Transmision Vertical/congénita: Un acto atrayente del ciclo de vida de este parasito es su
eficacia en la transmision vertical, que se da en la prefiez, de la madre a cria. Mediante se

informa que eficacia de la transmision es elevada entre un 90- 100% (Reichel et al., 2014).
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2.5 Ciclo bioldgico

El ciclo completo de este parasito no esta determinado. Mediante la cual, como todos los
Coccidios, tienen un ciclo de vida heteroxo con 2 huespedes; la hipotesis que se plante y se ha
confirmado cientificamente que los caninos son los hospedadores definitivos intermediarios.
En los humanos no han sido identificado casos de Neospora caninum, pero, se han infectado
primates cientificamente, lo que puede ser una posible causa de zoonosis potencial (Vargas y

Cortés, 2001).

El ciclo biologico posee 3 fases: 1) Fase reproductiva rapida en la que se crean los
taquizoides, 2) Fase reproductiva lenta en la que se forman los bradizoitos y 3) Fase sexual en

la que se desechan los ooquistes.

“En las distintas especies, cuando un patdgeno se establece a una poblacion, la principal via
de trasmision y mantenimiento de la infeccion es mediante la placenta, y la enfermedad no se
riega entre adultos. Cuando el ganado se infecta al consumir pastos o raciones contaminados,
es probable que permanezca con los sintomas de infeccion de por vida, pero puede transmitir
la infeccion a través de la placenta a sus sucesivas crias. Hasta el momento no se ha reportado

transmision a través del semen o embriones” (Sanchez, et al., 2021).
2.6 Hospedadores

El N. caninum tiene un alto margen de huéspedes domeésticos y salvajes. Se ha evidenciado
que causa infeccion, en perros, vacas, cabras, ovejas, caballos, bafalos de agua, camellos, la
liebre parda europea y los camelidos sudamericanos. Los animales silvestres, donde se
desarrolla la enfermedad son: ciervos, antilopes, mapaches, coyotes, zorros, dingos, felinos
salvajes y rinocerontes. No se llega a un estudio definitivo el papel de desarrollo que cumplen

estas especies en el parasito (Pérez y Rojas, 2021).
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2.7 Transmision

Se tiene conocimiento de dos maneras de transmision de N. caninum en los bovinos:
horizontal y vertical. La transmisidn horizontal o postnatal, se desarrolla por la ingesta de agua
o alimentos con ooquistes eliminados por el hospedador definitivo. La transmision vertical o
transplacentaria se da cuando en una hembra gestante los taquizoitos penetran la placenta e
infectan al feto, este modo de transmision es la mas eficaz, ya que, los margenes estan entre los
40 al 95% de eficacia de transmision. (Dubey et al., 2007), lo que lleva a una rapida propagacion
y persistencia de la enfermedad en el rebafio. Ademas, una hembra infectada congénitamente
puede transmitir la enfermedad a otros animales, muchas veces durante diferentes gestaciones

(Boulton et al., 1995; Wouda et al.,1998b; Guy et al., 2001).
2.8 Signos clinicos

En esta especie animal, los sintomas clinicos de este parasito son similares a los de otra
especie de enfermedad protozoaria, la toxoplasmosis. Sin embargo, en la neosporosis se han
describe anomalias neuroldgicas y musculares predominantes con presentaciones no comunes,
como dermatitis. Los cachorros y los perros mayores pueden infectarse, sin embargo, un gran
namero de casos clinicos, que presentan mayor gravedad, corresponden a perros jovenes
infectados congénitamente. Por ejemplo, se han encontrado sintoma multifocales del SNC,
polimiositis, miocarditis y dermatitis, en perros mayores, mientras que se han informado casos
que presentan paralisis ascendente en perros jovenes o cachorros, donde las extremidades
traseras presentan una mayor afeccion. Otras anomalias descubiertas en perros jovenes incluyen
debilidad muscular, parélisis de la mandibula, disfagia, atrofia muscular e incluso insuficiencia
cardiaca. En relacion con las lesiones, se puede observar mineralizacion en los musculos y focos
multifocales de necrosis, especialmente en el diafragma. El sistema nervioso central, también

presenta signos de neumonia, hepatomegalia y malestar (Retamal et al., 2011).
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Signos clinicos en cachorros (dependen de los 6rganos atrofiados).

- Paresia que progresa a paralisis en el tercio posterior (hiperexténsion de las extremidades

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

- Los casos mas graves se evidencian en los cachorros con infeccion congénita. (Doug &

Mir6, 2013)
2.9 Diagnostico

El diagnostico ante mortem se direcciona principalmente en la historia clinica y los
resultados seroldgicos (Dubey et al., 2007). Debido a que el aislamiento del parasito a partir de
liquidos y tejidos y su deteccion mediante microscopia son dificiles, la serologia es la prueba

mas utilizada (Sykes, 2014).

Cuando se realiza un perfil bioquimico completo, los resultados pueden ser variables y no
se pueden diagnosticar en algunas ocasiones (Dubey y Lappin., 2008; Sykes, 2014). Los
pardmetros hematoldgicos, en algunos casos muestran una anemia baja no regenerativa (Sykes,
2014). La mayoria de los pacientes puede tener proliferacion de célula mononucleares
(linfocitos y monocitosmacrdfagos) (Dubey et al., 2017) y en ocasiones eosinofilia leve (Sykes,

2014).

Los caracteres bioquimicos dependen del sistema de organos al que infecta; cuando el
musculo esta deteriorado, se evidencia un aumento de la creatina cinasa (CPK) y el aspartato
aminotransferasa (AST). Y en el dafio hepatico se incrementan los margenes de alanina
aminotransferasa (ALT) y fosfatasa alcalina (FA) (Dubey y Lappin., 2008). También se estudia
el liquido cefalorraquideo (LCR), mostrando un aumento leve de proteinas (20 a 150 mg/dl) y

un aumento pequefio de las células nucleadas (10-100 celulas/dl) (Dubey y Lappin., 2008),
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aunque en algunos pacientes el analisis de LCR esta en parametros normales (Dubey y Lappin.,

2008; Dubey et al. 2017).
2.10 Tratamiento

El uso de sulfadiazina, pirimetamina y clindamicina, solas o combinadas, ha sido hasta
ahora, una de las alternativas mas utilizadas para el tratamiento para la neosporosis (Dubey y

Lappin, 2008; Sykes, 2014; Dubey et al., 2017).

Los pacientes mayores a 16 meses que presenten paralisis aguda de la neurona motora
inferior responden mejor a la terapia, porque tienen menos contracciones causadas por la
fibrosis. (Gomez y Guida, 2010), ya que, para el éxito de la terapia dependera del estado de la

enfermedad, en la que se encuentre el perro (Dubey y Lindsay., 1996).

La clindamicina no es eficaz contra los bradizoitos, pero ayuda a la prevencion del
crecimiento y la propagacion de taquizoitos (Dubey y Lappin., 2008). Puede administrarse por
via parenteral u oral en dosis de 7,5 a 22 mg/kg y es el farmaco de la neosporosis clinica en

perros (Espinoza, et al., 2022).

“Por otro lado, una combinacién de trimetoprima y sulfadiazina en una dosis combinada de
15 mg/kg dos veces al dia y pirimetamina a 1 mg/kg al dia durante cuatro semanas tuvo éxito
en aquellos caninos con paralisis asociada con N. caninum. Otra combinacién eficaz es
clindamicina 10 mg/kg, tres veces al dia y trimetoprima y sulfonamida 15 mg/kg, dos veces al
dia” (Dubey y Lindsay., 1996). La duracion del tratamiento es de 4 a 8 semanas (Dubey y
Lappin., 2008).

Todos los cachorros de una camada deben ser tratados tan pronto como se les diagnostique
la enfermedad para, lograr una buena respuesta al tratamiento (Dubey y Lappin., 2008, Sykes.,

2014; Dubey et al., 2017).
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Hasta la fecha, no se ha elaborado ningun tratamiento para eludir que una hembra gestante

transmita N. caninum a sus cachorros (Dubey y Lindsay., 1996).

2.11 Prueba de ELISA

La prueba ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), segun Coello (2010), es un
método de laboratorio utilizado en identificacion y cuantificacion de la presencia de antigenos
por medio de los anticuerpos las cuales generan una reaccion de las enzimas que posteriormente
van a ser medibles. Esta prueba ha sido ampliamente utilizada en investigaciones de tipo
biomédica. Vale la pena mencionar, que existen diversas variedades de inmunoensayos, entre
las més destacadas se tiene a ELISA, mientras que el RIA es utilizado para la deteccion de
micotoxinas de forma sensible y especifica . Los anticuerpos monoclonales son una herramienta

clave para estos analisis.

Para la implementacion de la prueba ELISA, se parte con la muestra, la cual se aplica en un
soporte solido, conocido con el nombre de microplaca de 96 pozos, el cual es un dispositivo
utilizado para la valoracion de los antigenos o anticuerpos. En este dispositivo, se pretende que
los elementos se adhieren de manera inespecifica a la superficie de los pozos durante un tiempo
de incubacion determinado. Posteriormente, se realiza un lavado riguroso para eliminar
cualquier material no adsorbido, asegurando que sélo los antigenos o anticuerpos inmovilizados

permanezcan en la superficie del soporte.

El siguiente paso implica la deteccién especifica del analito de interés. Para esto, se afiade un
anticuerpo o antigeno que reconoce especificamente al analito y que esta conjugado con una
enzima. Después de un nuevo lavado para eliminar cualquier exceso de reactivo no unido, se
afiade un sustrato especifico para la enzima conjugada. La reaccion entre la enzima y el sustrato
produce un cambio de color en el pozo. Este cambio de color es proporcional a la cantidad de

analito presente en la muestra y se mide utilizando un espectrofotometro. La intensidad del
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color es directamente cuantificable, permitiendo asi determinar la concentracion del antigeno o

anticuerpo en la muestra original. (FUJIFILMS, 2021).

2.12 Tipos de ELISA
Existen diversos tipos de ELISA, los cuales estan disefiados para condiciones y necesidades

especificas de los investigadores y son:

e ELISA directo
e ELISA indirecto
e ELISA tipo sdndwich

e ELISA competitivo.

2.13 ELISA Directo

El método ELISA Directo, es una técnica muy reconocida en la biologia molecular y la
inmunologia y utilizada para la deteccion y cuantificacion de sustancias; la cual fue descrita,
por primera vez por Perlmann y Engvall, asi como por Van Weemen y Schuurs en 1971, ofrece
una herramienta eficiente y directa para la identificacion de moléculas de interés, especialmente
en aplicaciones de diagnéstico y en investigacion cientifica. Para su procedimiento, se debe de
recubrir la placa, con el antigeno para su incubacién. Posteriormente, se realiza un lavado para
eliminar cualquier material no unido. A partir de ello, se introduce un anticuerpo especifico
conjugado con una enzima, como es el caso de la peroxidasa de rabano picante (HRP), debido
a su alta actividad y estabilidad. Este proceso se debe de realizar en dos ocasiones para

minimizando asi la posibilidad de sefiales falsas.

Se afiade un sustrato especifico para la enzima conjugada. La reaccidn enzimatica produce un
cambio de color en el pozo. La intensidad del color es directamente proporcional a la cantidad

de antigeno presente en la muestra original. La sefial generada, que suele ser un cambio de
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color, se mide utilizando un espectrofotdmetro. La intensidad de esta sefial se compara con una
curva de calibracion preestablecida, permitiendo la cuantificacion precisa de la concentracion
de antigeno en las muestras desconocidas. Este proceso tiene varias ventajas como es el caso
de la simplicidad y rapidez. A su vez, al utilizar solo un anticuerpo conjugado, se elimina la
posibilidad de reactividad cruzada del anticuerpo secundario, que puede ser un problema en

otros tipos de ELISA, como el ELISA indirecto (AllScience, 2019).

Anticuerpo conjugado a una enzima (*)
L Lavade

KXk 2 ke o o
< y 1. Lavade (l( . I ) 3 Incubacion (A' . ) laphca
[egdl — [oA%] — [e44 — 22

Placa recubierta con antigeno

Figura 1. ELISA Directo
2.14 ELISA Indirecto

A su vez, el “ELISA indirecto”, es un método de inmunoenzimatica utilizada para la
deteccion de anticuerpos especificos en muestras de suero basada en la formacion de complejos
antigeno-anticuerpo y su deteccion mediante una reaccion enzimética que produce un cambio
de color cuantificable. El procedimiento implica varios pasos, en primera instancia ser recubre
una placa de microtitulacion con un antigeno especifico. Luego, se bloquean los sitios no
especificos para evitar interferencias. La muestra de suero se afiade a los pocillos, y si contiene
anticuerpos especificos, estos se unirdn al antigeno. Se afiade un anticuerpo secundario
conjugado con una enzima que se une a los anticuerpos de la muestra. Esta enzima actda sobre
un sustrato afiadido posteriormente, produciendo un cambio de color cuya intensidad, medida
con un lector de microplacas, es proporcional a la cantidad de anticuerpo presente. Esta prueba
es altamente recomendada debido a su alta sensibilidad y especificidad permiten detectar

niveles bajos de anticuerpos, esencial para diagnosticos tempranos. Es una técnica versatil,
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aplicable a diversas enfermedades y condiciones. Ademas, proporciona resultados
cuantitativos, ofreciendo una medida exacta de la concentracion de anticuerpos (AllScience,

2019).

Anticuerpo secundatio
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Figura 2. ELISA Indirecto
2.15 ELISA Séndwich

El método de ELISA sandwich se caracteriza por utilizar a dos anticuerpos especificos para
capturar al antigeno entre sus paredes. el procedimiento comienza con el recubrimiento de una
placa de microtitulacion con un anticuerpo de captura especifico. Este anticuerpo se une
firmemente a la placa y esta disefiado para reconocer y unirse al antigeno objetivo. Una vez que
la placa esta recubierta y bloqueada para evitar la union inespecifica, se afiade la muestra que
puede contener el antigeno de interés. Si el antigeno estd presente en la muestra, se unira al
anticuerpo de captura. Después de este paso, se afiade un segundo anticuerpo, conocido como
anticuerpo detector, que se une a una epitopa diferente del antigeno. Este anticuerpo detector
esta conjugado con una enzima, que cataliza una reaccion que produce un cambio de color
cuando se afiade el sustrato adecuado. La intensidad del color producido es directamente
proporcional a la cantidad de antigeno presente en la muestra y se mide utilizando un lector de

microplacas.

Las caracteristicas principales del ELISA sandwich incluyen su alta sensibilidad vy
especificidad, lo que permite la deteccidn precisa de antigenos incluso en bajas concentraciones.

Ademas, el método es relativamente simple y puede ser automatizado, lo que lo hace adecuado
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para su uso en laboratorios clinicos y de investigacion. Su capacidad para proporcionar
resultados cuantitativos es otra ventaja significativa, ya que permite medir la concentracion

exacta de antigenos en la muestra.

El ELISA sandwich también es versatil y puede adaptarse para detectar una amplia variedad de
antigenos, lo que lo hace util en el diagnostico de diferentes enfermedades infecciosas, como
infecciones bacterianas, virales y parasitarias. Ademas, su uso en el control de calidad en la
industria farmacéutica asegura la pureza y eficacia de productos bioldgicos, como vacunas y

terapias con anticuerpos (AllScience, 2019).
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Figura 3. ELISA Sandwich
2.16 ELISA Competitivo

El ELISA competitivo mide la competencia entre el antigeno en la muestra y un antigeno
marcado, resultando en una sefial inversamente proporcional a la cantidad de antigeno en la
muestra. Esta metodologia es particularmente util cuando los niveles del analito son bajos o se
requiere una alta especificidad en la deteccion. El procedimiento del ELISA competitivo
comienza con la preparacion de una placa de microtitulacion recubierta con un anticuerpo

especifico para el antigeno de interes. Se afiade la muestra que contiene el antigeno desconocido
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y una cantidad fija de antigeno marcado con una enzima. Tanto el antigeno presente en la
muestra como el antigeno marcado competiran por los sitios de union del anticuerpo recubierto

en la placa.

Tras la incubacion, se realizan lavados para eliminar los antigenos no unidos. A continuacion,
se afiade un sustrato que la enzima unida al antigeno marcado puede convertir en un producto
detectable, generalmente manifestado como un cambio de color. La intensidad del color es
inversamente proporcional a la cantidad de antigeno en la muestra, es decir, a mayor cantidad
de antigeno en la muestra, menor serd la sefial debido a la menor cantidad de antigeno marcado

que puede unirse al anticuerpo.

El ELISA competitivo se caracteriza por su alta especificidad, dado que la competencia entre
el antigeno de la muestra y el antigeno marcado permite discriminar eficazmente entre el
antigeno objetivo y otras sustancias similares. También es altamente sensible, capaz de detectar
concentraciones muy bajas del analito gracias a la alta afinidad de los anticuerpos utilizados.
La naturaleza competitiva del ensayo reduce la variabilidad entre muestras, proporcionando
resultados consistentes y reproducibles. Esta técnica es ampliamente aplicada en la deteccién
de pequefias moléculas, toxinas, hormonas y drogas en muestras bioldgicas, ademas de ser util

en estudios de farmacocinética y toxicologia (AbYntek, 2019).

2.17 Resumen del estado del arte del estudio del problema.

Las enfermedades en los hatos lecheros son una causa fundamental en pérdidas econémicas
para el ganadero, por ello, las entidades gubernamentales invierten en lineas de investigacion
para detectar el causal que provoca cada enfermedad. Es por esto que se han empleado nuevas

tecnologias para realizar estas investigaciones.
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Una de las enfermedades que mas afectan es la “Neospora caninum”; dicho parasito tiene
como huésped a la especie canina sin excepcion alguna, debido a que estas dos especies estan
en estrecha relacion, ya que, los caninos son utilizados por los ganaderos como un animal de

apoyo para cuidar al ganado bovino, asi como también como animal de compafiia.

La propagacion de este parasito en las parroquias rurales de Azogues ha generado el interés
para realizar una investigacion sobre la presencia de este parasito, para ello, se realizard un
trabajo investigativo que se realiza a través de método de campo como la recoleccién de sangre
y determinar la prevalencia mediante procesos de laboratorio los cuales se empleara en la

Universidad Politécnica Salesiana.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Materiales de oficina

Tabla 1. Materiales de oficina.
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Descripcion Unidad Cantidad
Cuaderno u 1
Esferos u 2
Camara 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 laboratorio.
Tabla 2. Materiales de laboratorio.
Descripcion Unidades Cantidad
Pipeta de 1000 ul u 1
Pipeta de 10 ul u 1
Puntas azules u 100
Puntas amarillas u 100
Viales eppendorf u 100
Gradillas u 1




Multicanal de 12 puntas de 300 ul u 1

Equipo de lector de ELISA u 1

3.1.3 Materiales de campo.

Tabla 3. Materiales de campo.

Descripcion Unidad Cantidad
Caja de mascarillas u 1
Mandil u 1
Caja de guantes u 1
Agujas hipodérmicas u 100
Tubos al vacio sin
u 100
anticoagulante
Paquete de algodon u 1
Alcohol gl 1

3.1.4 Materiales Quimicos

Tabla 4. Materiales quimicos.

Descripcion Unidad Cantidad
Agua destilada ml 300
Solucion de Parada (0,5 M) ml 135
Solucion de Revelacion (TMB) ml 135
Control Positivo ul 1
Control Negativo ul 1

Solucién de lavado concentrado (20X) mi 20
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Conjugado concentrado (10X) ml 20
Microplacas sensibilizadas con extracto .
. . tira 100
purificado con Neospora caninum.
Diluyente 14 ml 20
Diluyente 12 ml 20

3.1.5 Materiales Biologicos

Tabla 5. Materiales bioldgicos.

Descripcion Unidad Cantidad
Canino u 100
Suero sanguineo ml 1.5

3.2 Metodologia
La presente investigacion corresponde a un estudio epidemioldgico de tipo descriptivo,
prospectivo de corte transversal. Se determinard la presencia de anticuerpo para el agente

etioldgico y se calculard la prevalencia de la enfermedad en un momento establecido.

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

descriptivo mediante un disefio de graficas.

3.4 Poblacion y muestra.

Para realizar el calculo de la muestra utilizamos la siguiente formula:

_ZZxpxq
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Donde:

n = Tamafio de muestra buscado.

Z = Pardmetro 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.

_196% % 0.07 * (1 —0.07)
- 0.052

n

n =100

3.5 Procedimiento de campo
La muestra que se aplicara en el presente trabajo sera de 100 sueros sanguineos que
provienen de los cuatro grupos a investigar se ha programado trabajar con este nimero divisible

para los cuatro grupos.

Las muestras sanguineas seran tomadas de la vena cefélica y yugular, mediante el uso de
vacutainer y con las medidas de asepsia que requiere cada una. Se obtendrd 5 ml de sangre y se
colocaré en los tubos de ensayo estériles previamente rotulados. Las muestras se mantendran a
una temperatura entre 4°C y 7°C. Posteriormente se centrifugara a 3000 rpm durante 5 minutos;
se extraerd el Suero de todas las muestras mediante una micropipeta en tubos estériles para

suero sanguineo con previa rotulacion.

3.6 Procedimiento de laboratorio.

3.6.1 Preparacion de las muestras.
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Para evitar diferencias en los tiempos de incubacion entre las muestras, se preparara 4 pool,
1 en relacion a cada canton rural que se va a analizar, a cada pool se agreg6 100 ul de suero de
cada individuo para después correr la técnica de ELISA por incubacién corta. Para la deteccion
de anticuerpos de la Neospora caninum se utilizard un Kit Id Screen ® Neospora caninum

Competition multi species ELISA Kit.

3.6.2 Preparacion de la solucion de lavado.
Se equilibrara 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.

Se preparara la Solucién de Lavado (1X) diluyendo 1:20 la Solucion de Lavado Concentrada

(20X) en agua destilada. (Diagnostics, 2022).

3.6.3 Procedimiento de ensayo de incubacion corta.
Los reactivos estaran equilibrados a temperatura ambiente 21°C+5°C antes de la utilizacién. Se

homogenizara por medio de la inversion utilizando un vortex. (Diagnostics, 2022)

1. Se afadira

- 50 pl de Diluyente 14 a cada pocillo.

- 5 ul de Control Positivo a los pocillos Al, B1y C1.

- 45 pl de Control Negativo a los pocillos D1, E1, F1.

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

2. Se cubrira la placa y se incubo por 45 min a 21°C.

3. Se vaciara los pocillos y se lavara cada pocillo 3 veces con 300 ul de Solucion de

Lavado.
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4. Se prepararé el Conjugado IX haciendo una dilucion 1:10 del Conjugado Concentrado

10X con el diluyente 12.
5. Se afnadira 100 pl del Conjugado IX a cada pocillo.
6. Se cubrira la placa y se incubara por 30 min a 21°C+5°C.

7. Se vaciara los pocillos y se lavara cada pocillo 3 veces en 300 ul de Solucion de Lavado.

Durante todos los procesos de lavados se evitara que los pocillos se sequen entre los lavados.
8. Se afadira 100 pl de la Solucion de Revelacién a cada pocillo.
9. Se cubrird la placa y se incubard por 15 min a 21°C+5°C en la obscuridad.

10.  Sedistribuira 100 pl de Solucién de Parada a cada pocillo, en el mismo orden que en el

paso 8, para detener la reaccion.

11.  Consecutivamente se leeran en el espectrofotdmetro la densidad 6ptica (DO) de 450nm.

(Diagnostics, 2022)

Una vez que se obtengan los resultados de los sueros analizados hacer una revision
de como fue el método para la interpretacion de los resultados obtenidos, los mismo quese

detallan a continuacion:

Validacion:
- El valor medio de la DO del control Negativo (DOcn) es mayor que 07.
DOcn>0.700
- La razon entre el valor de medio de la DO del Control Positivo (DOcp) y el
valor de medio de la DO del Control Negativo (DOcn) es menor que 0.3

DOcp / DOcn< 0.3
Interpretacion:



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

DO
N 0% = Muestras +100
n DOc¢n

Donde:

- DO = Densidad Optica.

- CN = Control negativo.

- fv% = Muestra al positivo

Las que presenta un Isvi/o

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

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

- Mayor que 60% seran interpretados como negativas

El anélisis de datos se realizé con el programa ID soft™, que permite calcular

los diferentes parametros del Kit de criterios de validacion y valores S/P. (Diagnostics,

3.7 Operacionalizacion de variables:

3.7.1 Variables independientes: Suero sanguineo de caninos.

Tabla 6. Variables independientes

Concepto Categoria Indicadores indice
Fisico Machos Numérico
Unidad
experimental  que Hembras Numérico
nos facilitara los _
indicadores. Calidad de Mi
suero
Biologico Positivo Numérico

Negativo Numeérico

38
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3.7.2Variables dependientes: ELISA competitivo para Neospora caninum

Tabla 7. Variables dependientes.

Concepto Categoria Indicadores indice
Método N
analitico que L Cantidad de Numerico
Biologico

depende de la Ag-
Ac.

uniones Ag-Ac

3.8 Consideraciones éticas
El Codigo Sanitario para los Animales Terrestres establecido por la Organizacién Mundial
de Sanidad Animal (OIE) emite directrices, para la utilizacion de animales en la investigacion

y educacion.

Que, la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), reconoce la funcién esencial del
uso de animales vivos en la investigacion y la educacién. Las pautas de orientacion de la OIE
para el bienestar animal estipulan que dicho uso aporta una importante contribucion al bienestar

humano y animal y subraya la importancia de las Tres R;

Que, en la DECLARACION DE HELSINKI de la Asociacion Médica Mundial- Principios
béasicos para toda investigacion medica- en el punto 12 indica que “La investigacion médica en
seres humanos debe conformarse con los principios cientificos generalmente aceptados y debe
apoyarse en un profundo conocimiento de la bibliografia cientifica, en otras fuentes de
informacidn pertinentes, asi como en experimentos de laboratorio correctamente realizados y
en animales, cuando sea oportuno. Se debe cuidar también del bienestar de los animales

utilizados en los experimentos.
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Que, el articulo 244 del Reglamento General de la Ley Organica de Sanidad Agropecuaria,
publicada establece que “Para la regulacion de la utilizacién de animales para actividades de
investigacion, educacion, recreacion o actividades culturales, la Agencia tomara como base los
lineamientos internacionales que en la materia de bienestar animal ha establecido la

Organizacion Mundial de Sanidad Animal”.

Que, el articulo 247 del Reglamento General de la Ley Organica de Sanidad Agropecuaria,
establece que “Las instituciones de educacion superior y empresas que utilicen animales con
fines educativos o de investigacion deberan estructurar un comité de ética bajo los lineamientos
y requisitos establecidos por la Agencia. Para la utilizacion de animales con fines de
investigacion y educacién, se deberd contar con la aprobacion previa del proyecto de

investigacion por parte del comité de ética para la investigacion y educacion con animales”

(Mejia, 2021).
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Prevalencia total

Tabla 8 Cuadro de prevalencia total: Cojitambo, Guapan y Luis Cordero

Prevalencia Frecuencia  Porcentaje LI95% LS 95%

NEGATIVO 98 98,00 % 9296 % 99,76 %
POSITIVO 2 2,00 % 024% 7,04%
Total 100 100,00 %

En la tabla 8 se ve reflejado el total de caninos que fueron analizados (100) por medio de la
técnica de ELISA competitivo en la cual se observé un 2% (2/100) de casos es positivos lo que
representa 2 animales del total de los muestreados y se observé un 98% (98/100) de casos

negativos mismos que se encuentran sin la enfermedad.

Discusion

En el presente trabajo investigativo experimental se realiz6 con muestras serologicas tomadas
en caninos en la parroquia Chorocopte, provincia del Cafar, donde es una zona de explotacién
ganadera bastante alta. Las muestras analizadas mediante el Kit de ELISA competitivo frente a
Nespora caninum de 188 (100%) muestras en total, obteniendo los siguientes resultados: 8
animales sospechosos 0 positivos que representan el 4,25%, 180 animales negativos que serian

el 95,74%. Segun el sexo de los animales muestreados, del total de 8 casos dudosos o positivos,

6 (75%) fueron hembras y 2 (25%) machos. (Mayancela, 2022)

Dicho estudio se podria extrapolar al panorama de parroquias rurales, donde por su numero de
casos analizados nos genera muchos més casos positivos con relacion al estudio que se realizo,
pero mediante este quiere decir que en los sectores rurales hay prevalencias positivas para
Neospora caninum, donde se recalca que dicho parasito no tiene ningun tipo de relacién con el

sexo del animal al que infecta.
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En un trabajo realizado en diferentes lugares y las 3 regiones del Ecuador donde se obtuvieron
resultados positivos primero en la region costa se evidencia resultados positivos en los cantones
de Santo Domingo con una prevalencia del 12.5% (5/40) y Daule con una prevalencia del 8,1%
(3/37), seguido vemos que existe una prevalencia en la region sierra siendo Ibarra con una
prevalencia del 12.9% (4/31), seguido por Urcuqui con 12.2% (6/49) y Santa Isabel con 4,5%
(2/44) y por ultimo se evidencio una prevalencia en la region amazonica siento Tena con una

prevalencia del 7,7% (3/39) (Rodriguez, 2024).

Lo que nos quiere decir con relacion a nuestro trabajo es que las prevalencias no son muy altas,

pero, que si existe en diferentes sectores del Pais presencia del parasito de Neospora caninum.



4.1. Prevalencia por la Edad

Tabla 9. Prevalencia por edad.
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Negativos
EDAD Frecuencia  Porcentaje LI 95%
Adultos 84 85,71 % 77,19 %
Cachorros 7 7,14 % 2,92 %
Geriatrico 7 7,14 % 2,92 %
Total 98 100,00 %

LS 95%
91,96 %
14,16 %

14,16 %

Frecuencia

1

Positivos
Porcentaje LI 95% LS 95%
50,00 % 1,26 % 98,74 %
50,00 % 1,26 % 98,74 %
0,00 % 0,00 % 84,19 %

100,00 %

En la tabla 9 se observo que existen 84 caninos adultos, 7 cachorros y 7 geriatricos, lo que representa el 98% (98/100) de casos negativos de

los 100 analizados, se reflejaron los casos que nos dieron positivos a Neospora caninum siendo los resultados por edad los siguientes: 1

adulto y 1 cachorro lo que representa un 2% (2/100) del total de los casos analizados.
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Discusion

En un estudio realizado en la Universidad Estatal de Cuenca con base a la edad nos dice que la
frecuencia de anticuerpos especificos contra N. caninum en los machos fue de 22.4% vy en las
hembras 10.3%, mientras que en los cachorros fue del 7.7% y en los perros adultos del 21.4%,
no se encontrd una asociacion entre el sexo de los perros y su edad con el resultado positivo de
anticuerpos especificos contra N. caninum, en total la frecuencia encontrada fue del 22.4%
machos, 10.3% en hembras, 7.7% en cachorros y 21.4% en adultos, a pesar de que la proporcion
de adultos con anticuerpos especificos contra N. caninum fue superior. (Tigmasa & Romero,

2023)

Con relacion del trabajo realizado se evidencia que existe casos positivos en animales de
diferentes edades con lo cual, la enfermedad afecta tanto a cachorros, adultos y geriatricos,

pero, los indices poblacionales no son iguales, por ello, no es un factor la edad del animal.

En otro estudio realizado en la ciudad de Cuenca vemos evidenciado que la poblacién con
mayor afeccion pertenece animales adultos donde de los 279 animales analizados tenemos que

6 animales adultos dan positivo para Neospora caninum. (Luna, 2023)

Cabe recalcar que segun dicho estudio la poblacidon de animales adultos supera a la poblacion

de animales cachorros o geriatricos por ello no se puede tomar como un factor la edad.
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4.2 Prevalencia por el lugar de origen

Tabla 10. Prevalencia por el lugar de origen.

Negativo Positivo
Origen Frecuencia Prevalencia LI 95% LS 95% Frecuencia Prevalencia LI 95% LS 95%
Cojitambo 33 33,67% 24,44% 43,93% 0 0,00% 0,00% 84,19%
Guapan 33 33,67% 24,44% 43,93% 0 0,00% 0,00% 84,19%
Luis Cordero 32 32,65% 23,52% 42,87% 2 100% 15,81% 100%
Total 98 100% 2

En la tabla 10 se ve reflejados los datos por el lugar donde se extrajeron las muestras, siendo de la siguiente manera 33 en Cojitambo, 33
en la parroquia Guapan y 34 en la parroquia Luis Cordero/San Marcos, en la que, los resultados que se obtuvieron los siguientes resultados:
en la parroquia Cojitambo los 33 casos analizados nos dieron negativo lo que representa un 33,67% (33/100) del total de muestras analizadas,
en la parroquia Guapan asi mismo nos dieron los 33 casos negativos lo que representa un 33,67% (33/100) del total de caninos analizados,

pero en la parroquia Luis Cordero se obtuvieron 32 casos negativos lo que es un 32,65% del total de casos analizados y también se obtuvieron
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analizados y también se obtuvieron 2 casos positivos para Neospora caninum lo que representa

el 100% de casos positivos y el 2% (2/100) del total de muestras recogidas.



4.3 Prevalencia por raza

Tabla 11. Prevalencia por raza.

47

Raza
Bull frances
Cocker
spanier
French
poodle
Golden
Husky
Labrador
Mestizo
Pastor
aleméan

Pekines

Frecuencia

2

1

65

Negativos

Porcentaje

2,04 %

1,02 %

7,14 %

1,02 %
3,06 %

1,02 %

66,29 %

1,02 %

1,02 %

L1 95%

0,06 %

0,03 %

2,76 %

0,03 %
0,64 %

0,03 %

54,22 %

0,03 %

0,03 %

LS 95%

11,10 %

5,55 %

18,81 %

5,55 %
8,69 %
5,55 %

78,99 %

5,95 %

5,55 %

Frecuencia

0

Positivos
Porcentaje LI 95%
0,00 % 0,00 %
0,00 % 0,00 %
0,00 % 0,00 %
0,00 % 0,00 %
0,00 % 0,00 %
0,00 % 0,00 %
100,00 % 15,81 %
0,00 % 0,00 %
0,00 % 0,00 %

LS 95%

84,19 %

84,19 %

84,19 %

84,19 %
84,19 %
84,19 %

100,00 %

84,19 %

84,19 %
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Pitbull 1 1,02 % 0,03 % 5,55 % 0 0,00 % 0,00 % 84,19 %
Roffweiler 1 1,02 % 0,03 % 5,95 % 0 0,00 % 0,00 % 84,19 %
Schnauzer 4 4,08 % 1,12% 10,12 % 0 0,00 % 0,00 % 84,19 %

Shitzu 10 10,20 % 5,00 % 17,97 % 0 0,00 % 0,00 % 84,19 %

Total 98 100,00 % 2 100,00 %

En la tabla 11 observamos todas las razas que han sido evaluadas a lo largo de la investigacion siendo las mas relevantes con mayor
namero de individuos mestizo que se analizaron un total de 65 muestras, seguido por, shitzu con 10 muestras y French poodle con 7 muestras,
por ello, todos estos casos nos dieron negativo a Neospora caninum. Se evidencia que caninos mestizos arrojaron datos positivos para

Neospora caninum, existiendo 2 casos positivos con relacion a los 100 muestreados.

Discusion

Un estudio realizado en la ciudad de Cuenca donde se toma 279 muestras a caninos que se localicen en albergues, fincas y clinicas veterinarias,
donde se evidencia que existe una prevalencia segun las razas de los caninos donde los datos que se obtuvieron son 6 casos positivos donde,

1 pertenece a la raza french poodle y 5 caninos son mestizo, en dicho caso no existe una relacion entre la enfermedad con las razas de los

perros. (Luna, 2023)
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Conjuntamente con el trabajo investigado y el realizado se concuerda que no existe una
relevancia que conlleve una relacién que animales de alguna raza sea predisponentes a contraer
Neospora caninum, ya que, el factor principal es la zona en donde vivan los animales y la que

convivan con ganado bovino.
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4.4 Prevalencia por sexo

Tabla 12. Prevalencia por sexo.

Prevalencia = NEGATIVO Prevalencia = POSITIVO

Sexo  Frecuencia Porcentaje LI95% LS 95%  Frecuencia  Porcentaje LI95% LS 95%

Hembra 40 40,82% 30,99% 5121% 1 50,00 % 1,26 % 98,74 %
Macho 58 59,18%  48,79% 69,01 % 1 50,00 % 126% 98,74 %
Total 98 100,00 % 2 100,00 %

La tabla 12 nos refleja que, de los 100 casos muestreados, nos dieron positivos 1 machoy 1

hembra, dando como resultado que cada uno es el 50% de casos positivos.
Discusion
En una investigacion realizada en la ciudad de Cuenca, donde se analizaron 188 pacientes nos

da como resultado 6 hembras positivas lo que representa el 75% de casos positivos con relacion

a los machos que son 2 lo que representa el 25% de muestras positivas (Mayancela, 2022).

Una investigacion realizada en la Universidad Politécnica de Cuenca donde se analizaron 279
muestras con una obtencién de 6 casos positivos para Neospora caninum, donde, 2 casos
pertenecen a caninos hembra que representa un 33,34% de casos positivos con relacion a los
machos que son 4 casos positivos lo que representa el 66,67% del total de casos positivos (Luna,

2023).
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones
Con los datos obtenidos en este trabajo de investigacion utilizando la técnica de ELISA

competitivo se concluye que se observo una prevalencia del 2% de los 100 casos muestreados.

Se concluye que en las parroquias rurales del canton Azogues hay una prevalencia baja en
cuanto se refiere a Neospora caninum y que esta enfermedad esta relacionada estrechamente

con los hatos ganaderos.

Asi también se concluye con que no existe una relevancia en los factores de riesgo segun el
sexo, edad, raza o zona de procedencia de las muestras, pero se recalca que los datos obtenidos

positivos pertenecen a la parroquia Luis Cordero.

5.2 Recomendaciones
Considerando gque la Neospora caninum es un parasito que tiene un impacto econémico en
la produccion en los sectores rurales, por ello, se recomienda a realizar charlas informativas a
los propietarios de fincas que tengan caninos como mascotas, ya que, pueden ser un foco de

propagacion de la enfermedad.

Asi mismo como la neosporosis ataca animales que se encuentren inmuno deprimidos se
recomienda a los propietarios realizar analisis a sus mascotas con la finalidad que tenerles en

optimas condiciones de salud para que, la enfermedad no pueda infectar y no desarrollarse.
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7. ANEXOS

Figura 4. Toma de muestras.

Figura 5. Muestras sanguineas etiquetadas.
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IR

Figura 7. Kit de ELISA competitivo.
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Muestras obtenidas en Cojitambo

Muestra |Raza Edad EDAD Sexo | Prevalencia
C1l Mestiza 3 afios |Adulto H NEGATIVO
C2 French poodle |5afios |Adulto M NEGATIVO
C3 Mestiza 8 meses | Cachorro |H NEGATIVO
C4 Mestizo 2 afios | Adulto M NEGATIVO
C5 Mestizo 7 afos | Adulto M NEGATIVO
C6 Mestizo 3 afios | Adulto M NEGATIVO
C7 Mestizo 5 afios | Adulto H NEGATIVO
C8 Mestizo 2 afios | Adulto M NEGATIVO
C9 Cocker spanier |5 afos |Adulto H NEGATIVO
C10 French poodle |10 afos | Adulto H NEGATIVO
Cl1 French poodle |4 afios |Adulto H NEGATIVO
C12 Pekines 3 afios |Adulto H NEGATIVO
C13 Bull francés 4 afos |Adulto H NEGATIVO
Cl4 Husky 6 afios | Adulto H NEGATIVO
C15 Husky 3 afios |Adulto M NEGATIVO
C16 Golden 5 afios | Adulto H NEGATIVO
C17 Mestizo 2 afios | Adulto M NEGATIVO
C18 Husky 3 afios | Adulto M NEGATIVO
C19 Schnauzer 10 afios | Adulto M NEGATIVO
C20 Roffweiler 3 afios |Adulto M NEGATIVO
C21 Mestizo 9 afios | Adulto M NEGATIVO
C22 Mestizo 8 afios | Adulto M NEGATIVO
C23 Mestizo 7 afos | Adulto M NEGATIVO
C24 Mestizo 1 afios |Adulto H NEGATIVO
C25 Mestizo 3 afios |Adulto M NEGATIVO
C26 Mestizo 1 afio Adulto H NEGATIVO
C27 Mestizo 1 afo Adulto H NEGATIVO
C28 Mestizo 1 afo Adulto M NEGATIVO
C29 Mestizo 1 afo Adulto M NEGATIVO
C30 Mestizo 6 afos | Adulto M NEGATIVO
C31 Mestizo 4 afos | Adulto M NEGATIVO
C32 Mestizo 5 afios | Adulto M NEGATIVO
C33 Mestizo 1 afio Adulto H NEGATIVO

Figura 10. Registro de muestras Cojitambo.
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Muestras obtenidas de San Marcos/Luis Cordero

Muestra | Raza Edad EDAD Sexo | Prevalencia
SM1 Mestizo 5 afios | Adulto H NEGATIVO
SM2 Mestizo 6 afios | Adulto M NEGATIVO
SM3 Mestizo 2 afios | Adulto H NEGATIVO
SM4 Mestizo 3 afios | Adulto M NEGATIVO
SM5 French 4 afios | Adulto M NEGATIVO
SM6 Mestizo 1 afio Adulto H NEGATIVO
SM7 Mestizo 8 meses | Cachorro | M NEGATIVO
SM8 Mestizo 3 afios | Adulto M NEGATIVO
SM9 Mestizo 3 afios | Adulto H NEGATIVO
SM10 Mestizo 4 afios | Adulto M NEGATIVO
SM11 Mestizo 2 afios | Adulto M NEGATIVO
SM12 Mestizo 9 afios | Adulto M NEGATIVO
SM13 Pastor aleman |2 afios | Adulto M NEGATIVO
SM14 Schnauzer 6 afios | Adulto H NEGATIVO
SM15 Pitbull 2 afios | Adulto M NEGATIVO
SM16 Mestizo 8 meses | Cachorro | M NEGATIVO
SM17 Mestizo 8 meses | Cachorro |H NEGATIVO
SM18 Mestizo 8 meses | Cachorro | M POSITIVO
SM19 Mestizo 2 afios | Adulto H NEGATIVO
SM20 French 4 afios | Adulto H NEGATIVO
SM21 Mestizo 2 aflos | Adulto M NEGATIVO
SM22 Shitzu 4 afios | Adulto H NEGATIVO
SM23 Shitzu 5 afios | Adulto M NEGATIVO
SM24 French 8 afios | Adulto M NEGATIVO
SM25 French 7 afios | Adulto H NEGATIVO
SM26 Mestizo 5 afios | Adulto H POSITIVO
SM27 Mestizo 2 aflos | Adulto H NEGATIVO
SM28 Shitzu 6 afios | Adulto M NEGATIVO
SM29 Mestizo 3 afios | Adulto M NEGATIVO
SM30 Mestizo 9meses | Cachorro |H NEGATIVO
SM31 Mestizo 2 afios | Adulto H NEGATIVO
SM32 Mestizo 4 afios | Adulto M NEGATIVO
SM33 Mestizo 6 afios | Adulto M NEGATIVO
SM34 Mestizo 1 afio Adulto H NEGATIVO

Figura 11. Registro de muestras San Marcos/Luis Cordero.
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Muestra obtenida de Guapan

Muestra | Razo Edad EDAD Sexo | Prevalencia
Gl Mestizo 2 afios Adulto M NEGATIVO
G2 Bulldog F | 8meses Cachorro |M NEGATIVO
G3 Labrador 3 afos Adulto M NEGATIVO
G4 Mestizo 7 afios Adulto M NEGATIVO
G5 Mestizo 8 afos Adulto M NEGATIVO
G6 Mestizo 6 afios Adulto M NEGATIVO
G7 Mestizo 2 afos Adulto H NEGATIVO
G8 Mestizo 1 afio Adulto H NEGATIVO
G9 Mestizo 2 afios Adulto H NEGATIVO
G10 Mestizo 5 afios Adulto M NEGATIVO
G1l1 Schnauzer |5 afios Adulto H NEGATIVO
G12 Shitzu 7 afos Adulto M NEGATIVO
G13 Schnauzer |4 afios Adulto M NEGATIVO
Gl14 Shitzu 2 afios Adulto H NEGATIVO
G15 Shitzu 6 anos Adulto M NEGATIVO
G16 Shitzu 6 afios Adulto H NEGATIVO
G17 Shitzu 3 afos Adulto M NEGATIVO
G18 Shitzu 1 afo Adulto M NEGATIVO
G19 Shitzu 1 afio Adulto M NEGATIVO
G20 Mestizo 3 afios Adulto M NEGATIVO
G21 Mestizo 4 afos Adulto H NEGATIVO
G22 Mestizo 8 afios Adulto H NEGATIVO
G23 Mestizo 12 afos Adulto M NEGATIVO
G24 Mestizo 3 afios Adulto H NEGATIVO
G25 Mestizo 1 afo Adulto M NEGATIVO
G26 Mestizo 6 afos Adulto H NEGATIVO
G27 Mestizo 11 meses |Cachorro |H NEGATIVO
G28 Mestizo 1 afo Adulto H NEGATIVO
G29 Mestizo 7 afos Adulto M NEGATIVO
G30 Mestizo 3 afios Adulto M NEGATIVO
G31 Mestizo 2 afios Adulto M NEGATIVO
G32 Mestizo 5 afios Adulto M NEGATIVO
G33 Mestizo 6 afos Adulto M NEGATIVO

Figura 12. Registro de muestras Guapan.
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

-4,31 1,81 -5,98 -9,04 -2,36 -11,54 -9,04 -5,70 -10,15 37,69 -6,54

2,36 -5,42 -3,48 -9,87 -9,04 16,55 -9,32 -10,43 -5,15 -5,98 -12,10

2,09 -2,09 -0,42 -7,09 -10,43 -7,09 -5,42 -4,31 -7,65 -6,26 -4,03

-0,97 -3,20 -0,42 12,93 -10,43 4,03 -8,48 -9,60 -9,60 12,93 -1,81

-6,82 -0,42 1,25 10,99 10,43 -7,93 -12,10 6,82 -11,82 -1,81 -0,42 | #{VALOR!
-10,43 1,25 9,04 -2,92 -9,04 -2,92 9,87 36,02 6,54 -9,04 12,38 | #{VALOR!
3,76 10,71 8,76 11,82 9,60 4,03 62,17 68,01 33,52 10,99 25,17 | #{VALOR!

-3,20 1,53 0,97 8,21 2,64 -3,48 -0,14 -7,93 38,53 -4,59 -8,48 | #{VALOR!

Figura 10. Cuadro de resultados con el lector de ELISA.
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