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RESUMEN

La presente investigacion se realizd para estudiar la seroepidemiologia de la Neospora
caninum en Latacunga, La Mana y Salcedo, cantones que pertenecen a la provincia de
Cotopaxi para determinar su prevalencia y los factores de riesgo asociados para lo cual se
realizd una encuesta epidemioldgica que se valord la edad, raza, abortos u otros sintomas
presentes en las bovinas hembras, tiempo de desparasitacion y primordialmente la presencia
de caninos era indispensable para la toma de muestra. Para dicho estudio se tomaron 276
sueros sanguineos de bovinas hembras de traspatio, las cuales fueron procesadas con la
técnica de cCELISA en el laboratorio de Parasitologia de la clinica Veterinaria de la
Universidad Técnica de Cotopaxi. El total de animales con presencia de anticuerpos contra
Neospora caninum fue 71 positivos, que equivale a una prevalencia del 25.7 %, considerando
que no hubo una correlacion entre la seropositividad y los factores de riesgo, por lo tanto, se
concluye que el canton con mayor prevalencia corresponde al canton Salcedo con una
prevalencia del 81%, sin asociarse a los factores que se analizaron por medio la encuesta
epidemioldgica. Esta enfermedad parasitaria tiene un gran impacto en el sector ganadero por
sus principales sintomas que son el aborto, momificaciones, nacimientos de fetos débiles y
sobre todo la baja produccién de leche y a no existir una vacuna para su prevencién se debe
tomar medidas de prevencidn y monitoreo para evitar la propagacion del parasito Neospora

caninum.

Palabras clave: Neospora caninum, prevalencia, bovinas hembras, CELISA.
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BACKYARD CATTLE IN THE CANTONS OF LATACUNGA, LA MANA AND
SALCEDO OF THE PROVINCE OF COTOPAXI.

AUTHORS: Toaquiza Enriquez Sandy Lizbeth
Valencia Menéndez Carmen Emperatriz

ABSTRACT

The current research was carried out to study about seroepidemiology of the Neospora
caninum in Latacunga, La Mana and Salcedo, cantons which are part of Cotopaxi province
to establish its prevalence and the associated risks factors, for that reason an epidemiology
survey was carried out which valued the age, breed, abortions and another existence
symptoms in the female bovines, time of deworming and essentially the existence of canines
were indispensable to take the sample. For this research 276 blood serum of female bovine
of traspatio were taken, which were processed with CELISA technique in the parasitology
laboratory of veterinarian clinic of Cotopaxi Technical University. The total of animals with
the antibodies existence against Neospora caninum were 71 positives, which represent a
prevalence of 25.7 % taking in account that there was not correlation between the
seropositivity and risk factors, therefore that is concluded that the Canton with most
prevalence corresponds to Salcedo Canton with a prevalence of 81%, without associate to the
factors which were analyzed through the epidemiology survey. This parasitical sickness has
a great impact in the livestock field by its main symptoms such as abortion, mummification,
birth of weak fetus and over all the low milk production and the no-existence of a vaccine for
its prevention, measures of prevention and monitoring should be taken in order to avoid the

spread of the Neospora caninum parasite.

Keywords: Neospora caninum, prevalence, female bovines, CELISA.
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El presente proyecto de investigacion se ejecutd para conocer el estado sanitario actual de
Neospora caninum en los cantones de Latacunga, La Mana y Salcedo de la provincia de
Cotopaxi, debido a que es uno de los problemas mundiales de gran impacto econémico, ya que

ocasiona infertilidad, abortos, nacimiento de crias débiles y baja produccion de leche.

Uno de los factores predisponentes es la presencia de perros en las producciones ganaderas,
siendo ellos los hospedadores definitivos del agente estudiado, por lo que afecta principalmente
a hembras bovinas dejando un alto indice de pérdidas econdmicas al pequefio productor. La
aplicacion de la prueba de ELISA-c permitié detectar anticuerpos contra Neospora caninum,
técnica que tiene una alta sensibilidad y especificidad por la presencia de anticuerpos
monoclonales, siendo un protocolo simple y rapido, ademas de permitir procesar un gran

nimero de muestras sanguineas simultdneamente.

Una vez que se obtuvieron los datos a través de las encuestas epidemiolégicas, se determinaron
los factores asociados a Neospora caninum, generando informacion util para la toma de

decisiones con el fin de prevenir y controlar la propagacion de esta enfermedad en la provincia.

3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

3.1. Directos

o Propietarios de los bovinos de traspatio de los cantones de Latacunga, La Mana y
Salcedo.
e Medicos Veterinarios

3.2. Indirectos

o Comunidades de otras provincias

e Consumidores de productos carnicos y lacteos
4. PROBLEMATICA DEL PROYECTO

La Neospora caninum al ser una enfermedad emergente a nivel mundial sean realizado un
sinnumero de estudios en diversos paises del mundo, en américa del sur, han demostrado la
existencia de la enfermedad en ganado con las siguientes prevalencias. Segun investigaciones
realizadas en Per(, Fernandez menciona que existen 5.2 millones de cabezas de ganado siendo

el 63,9% de bovino criollo lo cual se muestreo aleatoriamente, varias zonas ganaderas del pais



dando como resultado una prevalencia relativamente alta del 19.7 + 7.5% distrito de
Coracora.(1). Asi como en Venezuela ha reportado una prevalencia de 21% de Neospora

caninum en hatos ganaderos del pais.(2)

Por otro lado, en Ecuador segun el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INEC), la
produccion lechera representa una fuente de ingresos para casi 1,2 millones de personas,
debido a que hay una produccién aproximadamente 6,15 millones de litros diarios de leche

cruda en el Ecuador(3).

Siendo la industria lactea representada con alrededor del 4% del PIB Agroalimentario del pais,

teniendo un gran impacto econdémico y un alto potencial de exportacion.(4)

Al considerarse Neospora caninum como una infeccién que ocasiona grandes pérdidas
econdmica se ha tomado en cuenta para estudios a nivel nacional, en el cual la seroprevalencia
global realizada en la sierra sur fue de 23,4% teniendo asociacion significativa entre aborto y
seropositividad (p < 0,05), determinando que en Ecuador relativamente es alta la presencia de
Neospora caninum perjudicando asi la produccion lechera del pais.(5)

Segun estudios realizados en la provincia de Cotopaxi la seroprevalencia de Neospora caninum
generada en el 2017 fue del 33,3%(6). La presencia de este parasito se debe a que no existe
ninguna vacuna para su control, es por ello que se debe realizar una prevencién y un monitoreo
sobre la propagacion de este protozoario en explotaciones ganaderas para evitar pérdidas
econdmicas. Una de las pruebas para monitoreo tenemos la prueba de ELISA es un método de
prueba con muchas ventajas: permite realizar analisis cuantitativos rapidos y especificos,
procesando un alto nimero de muestras en una sola corrida, a la vez que posee una alta

sensibilidad y especificidad.
5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

e Estudiar la seroepidemiologia de Neospora caninum mediante la técnica de ELIZA-
c para determinar la prevalencia en los Cantones de Latacunga, La Mana y Salcedo

de la provincia de Cotopaxi.

5.2. Objetivos Especificos

e Establecer la prevalencia de Neospora caninum mediante la técnica de ELISA-c

e Correlacionar los casos seropositivos con los factores de riesgo.



6. ACTIVIDADESY SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS
PLANTEADOS

Objetivo Actividad Resultado de la | Medios de
actividad Verificacion

Establecer la | Se corrieron 276 | Porcentaje de | Resultado contra

prevalencia de | muestras del | seroprevalencia que Neospora

Neospora caninum | canton Latacunga, | corresponde a 71 )

mediante la técnica | La Mana vy | hembras bovinas | cannum

de ELISA-c Salcedo positivas a Neospora

caninum que equivale
al 25.6% total de los
tres cantones.

Objetivo Actividad Resultado de la | Medios de

actividad Verificacion

Correlacionar  los | Valoracion de | Segunelrango de edad | Encuesta
casos seropositivos | factores de riesgo | se obtuvo la siguiente

_ epidemioldgica a
con los factores de | tales como edad, | prevalencia de 2 a 4

riesgo. raza, abortos Yy |afios (31%), de 5 a 8 pequenos

métodos de | afios (24%) productores de los
reproduccion y de 9 a 12 afos (5%) | 3 cantones.

La prevalencia en raza .

- Diseio

es la siguiente:

Brahaman (21%) experimental R

Brows Swiss (33%) software.

Holstein (26%)

Jersey (28%)

Normando (0%)

F1 (26%)

Segn el numero de
abortos relacionados
con Neospora
caninum tenemos una
prevalencia 26%

Por métodos de
reproduccion la
prevalencia:
Inseminacion
Artificial (22%) y por
Monta natural (28%)




7. FUNDAMENTACION CIENTIFICA
7.1. Neosporosis bovina

Es una enfermedad parasitaria, causada por el protozoo Neospora caninum, el cual provoca
abortos, a partir del tercer mes de gestacion hasta 5 0 6 mes, si la gestacion llega a término los
becerros nacen débiles o con problemas neuromusculares(7). Al ser una enfermedad
emergente, también puede provocar una subfertilidad en hembras productoras y en bovinos

macho suelen ser portadores de la enfermedad, debido a que no presentan sintomatologia(8)

Por otro lado, los animales adultos pueden reactivar la enfermedad cuando se encuentran en

un estado de inmunosupresion, en ellos se pueden presentar de manera sistémica(9)
7.2. Taxonomia

Neospora caninum es un protozoario intracelular obligado, pertenece al Phylum Apicomplexa,
familia Sarcocystidae, siendo similar al Toxoplasma gondii, que fue descartado ya que era una
especie distinta descubierta en 1988(10). A continuacion, en la “Tabla 1” se muestra la

taxonomia completa de Neospora caninum.

Tabla 1 Taxonomia de Neospora caninum

Reino: Protista
Subreino: Protozoa
Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoa
Orden Eucoccida
Familia: Sarcocystidae

Subfamilia:  Toxoplasmatinae
Género: Neospora

Especie: Neospora caninum

Fuente: Matias Mainato(11)

7.3. Estadios Parasitarios

7.3.1. Taquizoito

Es una de las formas mas rapidas de division, su apariencia en de media luna o globular, mide
aproximadamente entre 3 a 7 um se encuentra con mayor frecuencia en tejidos o células

hepaticas, renales, placenta, corazon, macrdfagos alveolares y células musculares (12).



7.3.2. Quistes Tisulares

Tienen forma ovoide o redondeada, su tamafio va a depender del numero de bradizoitos que
tengan contenidos en su interior, pero aproximadamente sus medidas van de 2.5 x 50 um hasta
107 um de diametro. Este estadio se encuentra por lo general en el cerebro, musculos, Utero y

medula espinal. Los bradizoitos estos son alargados y miden 6.5 x 1.5 um (13)

Los quiste tisulares pueden sobrevivir 14 dias a temperatura de 4°C y no llegan hacer infectivos
a-20°C(14)

7.3.3. Ooquistes

Estos pueden ser no esporulados y esporulados. Al hablar de los no esporulados, estos son
eliminados a través de las heces de los caninos infectados, llegando a medir entre 11.7 a 11.3
mm. En cuanto a los esporulados estos son infectivos a los tres dias en el medio ambiente,

contienen 8 esporozoitos los cuales infectaran a los hospedadores intermediarios.(15)

7.4.Ciclo Bioldgico

El contagio de Neospora caninum inicia cuando el hospedador definitivo el canino, contrae la
enfermedad al consumir viseras, placenta, fetos abortados o carne contaminada con los quistes
de Neospora, al ingresar por via oral estos llegan al tracto gastrointestinal del canino, la pared
de estos quistes se van a degradar por los jugos gastricos permitiendo la liberacion de las
formas parasitarias las cuales perforaran las mucosas géastricas y es ahi donde inician su
reproduccion asexual y sexual, al unir sus gametos formaran un cigoto el cual se convertira en

oocito sin esporular, saliendo a través de las heces del canino hacia el medio ambiente.(16,17)

La esporulacién de los ooquistes ocurre 3 dias después de ser expulsados en las heces, al ser
resistentes al medio ambiente estos permaneceran viables por un periodo largo de tiempo hasta
ser ingeridos por los hospedadores intermediarios, por medio de alimento y agua contaminada
con el protozoario de Neospora caninum(18). Una vez ingerido al tracto gastrointestinal del
bovino, la pared de los quistes va a destruirse con la acidez gastrica, liberando las formas
parasitarias (esporozoitos) en el intestino delgado, que penetran en el epitelio intestinal y a
diferentes células en donde posteriormente se dividiran de manera rapida mediante
endodiogenia convirtiendo en taquizoitos, los mismos que migraran a diferentes partes del
organismo Yy con el tiempo se formaran en quiste que contendran los bradizoitos. En hembras

gestantes el protozoario llegara al feto mediante la placenta.(14,19)



lHustracion 1 Ciclo de vida de Neospora caninum(9)

7.5.Vias de transmisién

La Neosporosis tiene dos formas de transmision denominada vertical o enddgena y horizontal

0 exdgena.

7.5.1. Transmision vertical

Es una de las vias mas frecuentes de contagio entre bovinos, debido a que la infeccion se
transite a través de la placenta por via sanguinea, accediendo con facilidad al feto debilitandolo

0 provocando su aborto.(20)

7.5.2. Transmision horizontal

La transmision horizontal se presenta cuando el alimento o agua es contaminado de ooquiste
esporulados de Neospora caninum, los mismos que son consumidos por bovinos, de esta

manera el protozoo ingresara por via oral al hospedador intermediario.(21)

7.6. Epidemiologia

La Neosporosis caninum fue descubierta en 1984, al encontrar meningoencefalitis en perros
recién nacidos, quienes padecian de paralisis congénita del tren posterior (10). En el afio de
1988 esta enfermedad fue hallada en un perro de Noruega, siendo confundida con la
sintomatologia de Toxoplasma gondii, a partir de entonces se clasificd en un nuevo género y
especie(22). Solo desde 1989 este protozoario fue reconocido como enfermedad emergente en

bovinos e iniciaron con nuevas investigaciones, adquiriendo gran importancia a nivel mundial.

(9)



Fue hasta 1991 que se produjo el primer aislamiento del parasito por Conrad y otros
colaboradores.(23) En 1998, en el laboratorio de enfermedades parasitarias de Estados Unidos
Dubey y sus colaboradores aislaron y clasificaron el parasito determinando su estructura y

caracteristicas antigénicas que permiten diferenciarlo claramente del Toxoplasma (11).

En 1999 se reconocio, el papel del perro como uno de los huéspedes definitivos en el ciclo

bioldgico de este paréasito (16).

Es de distribucion mundial, en la mayoria de los paises es la causa mas frecuente de abortos
en bovinos. Hasta ahora ha sido diagnosticada en América del Norte, Canada, Argentina, Chile,
México, Australia, Nueva Zelanda, Japén, Africa del Sur, Europa, Noruega, Suecia,
Dinamarca, Holanda, Suiza, Francia, Irlanda y Reino Unido. La diseminacion se debe al

comercio internacional de bovinos seropositivos a otros paises. (7)

Diversos estudios epidemioldgicos indican que Neospora caninum ocupa 50 % de abortos en
los rebafios lecheros cuyas causas se ha diagnosticado la presencia de este protozoario. Afecta
tanto a razas de leche como de carne, los estudios en sistemas productivos de carne son escasos

por lo tanto no se puede confirmar la predisposicion por el tipo de produccion Neospora (9)
7.7.Signos clinicos

7.7.1. Bovinos

La presencia de los parasitos en el torrente sanguineo ocasiona una infeccion primaria o
también se debe a una reactivacion de los quistes en el hospedador intermediario lo que llega

a causar los siguientes signos(24)

El principal signo es el aborto el cual manifiesta clinicamente en hembras bovinas que se
encuentran en su etapa reproductiva tanto en ganado de leche como de carne. Estos pueden
ocurrir a partir del tercer mes de gestacion e incluso hasta el quinto o sexto mes, disminuyendo
asi su produccion, Neospora también pueden ocasionar momificaciones fetales, ademas una
gestacion a término, los terneros naceran débiles con problemas neuroldgicos. Los becerros

pueden nacer clinicamente sanos, pero cronicamente infectados.(25)

7.7.2. Caninos

En los caninos se han presentado diversas sintomatologias, pero con las investigaciones se han
determinado las principales entre ellas se encuentran la pardlisis del tren posterior,

manifestaciones multifocales que alteran el sistema nervioso central, debilidad cervical,



miocarditis, atrofia muscular entre otros signos que pueden ocasionar la muerte subita del

animal ya que no pueden sobrevivir por mucho tiempo.(15)

7.8. Alteraciones post-mortem

En los hallazgos macroscopicos el feto se ha encontrado diversos signos entre ellos estan la
acumulacion de liquido en la cavidad toracica, al igual que en la abdominal, ademaés se hall6
focos pélidos y oscuros en el SNC.(26)

En la placenta presenta necrosis e inflamacion en areas adyacentes del tabique e inflamacion

en la base de la caruncula. (27)

Los hallazgos histopatoldgicos se encuentran en tejidos para diagndstico, se evidencian las
lesiones observadas en el cerebro y consisten en focos de infiltrado celular no supurativo,

ocasionalmente se pueden observar focos de necrosis.(28)

Otras lesiones histopatoldgicas consisten en pericarditis y miocarditis focal no supurativa,
miositis y hepatitis portal no supurativa, frecuentemente con focos de necrosis hepatica y

neumonia intersticial no supurativa (17).
7.9.Factores de riesgo

7.9.1. Presencia del hospedador definitivo

La presencia de caninos cerca de las explotaciones ganaderas puede ser uno de los factores
predisponentes para la presencia de la enfermedad debido a que es el vector principal de
transmision horizontal ya que este puede eliminar a través de las heces mas de 500,000

ooquistes pudiendo infectar miles de vacas.(29)

7.10.1. Edad

La enfermedad es mas evidente en novillas que en vacas, lo que sugiere que la inmunidad
protectora maternal incrementa con la edad. (30) Existen trabajos que evidencian que los
seropositivos a Neospora caninum no difieren en cuanto a la edad de los animales que la

presenten.(31)

7.10.2. Raza

En estudios realizados en Europa sobre la prevalencia entre razas por variaciones en
susceptibilidad han demostrado que en la raza Limusin va a poseer menor prevalencia a la

parasitosis por Neospora.(32)
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7.10.3. Presencia de Aborto

El aborto al ser un signo pato-neumonico de Neospora caninum, causante de la mortalidad

neonatal o fetal aproximadamente a partir de los 3 a 6 meses de gestacion (33)

7.10.4. Sexo

Este es un factor de riesgo importante debido a que esta enfermedad se presenta con mayor
frecuencia en hembras, ya que en ellas se aparece la sintomatologia, en cuanto los machos

pueden ser portadores de la enfermedad y contagiar a través del semen. (25)
7.11. Diagndstico

7.11.1. Diagnostico Clinico

Al realizar un diagndstico de Neospora bovina existen diversas pruebas diagndsticas entre ellos
tenemos: las directas que detectan la presencia del parasito en diversos tejidos o sangre y de
tipo indirecto o también denominadas seroldgicas, a través de estas se detectaran la presencia

de anticuerpos en sueros, plasma o leche.(34)

En el feto, se realiza diagnosticos a través del laboratorio con los tejidos y en los liquidos
fetales mediante técnicas que permiten la deteccion de lesiones, el aislamiento del parasito, su
identificacion para obtener evidencia de anticuerpos contra Neospora en fluidos fetales.(35)
Por lo que siempre debe remitirse al laboratorio el feto completo con la placenta y una muestra
de suero materno, si no es posible debe enviarse al menos la cabeza del feto, ya que el
taquizoitos o quistes se localizan preferentemente en el cerebro de los fetos abortados.(36)

En adultos el diagnostico se realiza mediante la deteccion de anticuerpos especificos en el
suero con la deteccion de anticuerpos especificos en calostro y leche de vacas infectadas, asi
como en fluidos vaginales y saliva, siendo el orden de frecuencia de deteccién de anticuerpos

suero, leche, fluidos vaginales y saliva.(37)

7.11.2. Diagnostico diferencial

Existen diversas enfermedades viricas, bacterianas y parasitarias que tienen como principal
signo clinico el aborto a medio término de la gestacion entre ellas tenemos: Rinotraqueitis

bovina infecciosa, Diarrea viral bovina, Brucelosis, Leptospirosis, Trichomoniasis.(29)
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7.11.2.1. Rinotraqueitis bovina infecciosa (IBR)

Es una enfermedad infectocontagiosa causada por herpes virus bovino tipo 1, el cual afecta al
aparato reproductor tanto masculino como femenino ocasionando lesiones posturales en las
mucosas genitales. En hembras suelen inducir abortos o nacimientos de terneros con problemas

neuroldgicos severos ocasionando alta mortalidad.(38)

7.11.2.2. Diarrea viral bovina (DVB)

Es una enfermedad infecciosa causada por pestivirus, altamente mutante causante de
infertilidad, temporal y en caso de gestacion puede provocar abortos a partir de los 4 meses,
ademéas de llega a provocar trastornos respiratorios, diarrea, disminucion brusca de la

produccion de leche incluso puede causar muerte subita. (39)

7.11.2.3. Brucelosis

Es una enfermedad bacteriana infecciosa cronica causada por brucella abortus, agente que
provoca abortos en el ganado bovino, nacimiento de terneros debiles, baja produccion de leche
infertilidad tanto en vacas como toros, ademas de ser una enfermedad zoonotica.(40)

7.11.2.4. Leptospirosis

Es una enfermedad de alto impacto reproductivo, que afecta el bienestar animal, debido a que
genera infertilidad, abortos en el ltimo periodo de gestacion, muerte de terneros o nacimiento
de terneros débiles.(41)

7.11.2.5. Tricomoniasis

Es una enfermedad venéria causada por un agente protozoario denominado trichomonas foetus,
ocasionando lesiones genitales de machos y hembras al igual que abortos, normalmente esta

se transmite por inseminacion artificial o por semen. (42)
7.11.3. Técnicas de laboratorio diagnosticas

7.11.3.1. Inmunofluorescencia Indirecta

La técnica de IFI fue una de las primeras pruebas utilizadas en la deteccion de anticuerpos
especificos en sueros de animales infectados, estos se uniran a los antigenos de Neospora
caninum fijados en las placas de reaccion(43). Se observaron resultados positivos por la

fluorescencia en toda la superficie celular, ademéas se toma en cuenta la intensidad de la
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fluorescencia emitida y el nimero de células fluorescentes. La inmunofluorescencia indirecta
combina tanto la sensibilidad de la técnica histoldgica, como la especificidad de técnicas

inmunoenzimaticas.(34)

7.11.3.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La prueba PCR es una reaccion quimica, el cual detecta el ADN o ARN del agente patdgeno,
a través de muestras de tejidos fetales, liquido amniotico, ooquistes en heces de perros y tejidos
de hospedadores intermediarios ya sea sangre, leche y semen. El diagndstico por medio de esta

técnica molecular tiene altamente sensibles y especificos. (44)

7.11.3.3. Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Es un método o técnica utilizada para detectar un antigeno cuantitativamente en una muestra,
con esta prueba se puede analizar sustancias especificas de interés en lisados celulares,

alimentos, muestras sanguineas entre otros.(45)

7.11.3.4. ELISA Directo
Esta técnica se basa en recoger la muestra que se va a analizar, la cual contiene anticuerpos y
colocarla en un pocillo que esta con antigeno, se le afiade conjugado a su vez a una enzima

permitiendo su deteccion (11).

7.11.3.5. ELISA Indirecto

La base del pocillo esta cubierta de antigeno, ahi se le afiadira un anticuerpo del suero, es decir
antigeno y el conjugado. Este anticuerpo secundario se tendra que incubar y lavar en cada paso.
Si existen anticuerpos especificos, al afadir el sustrato este reaccionara liberando una

coloracion. (46)

7.11.3.6. ELISA Sandwich
Los pocillos son tapizados con anticuerpos y la muestra con anticuerpos que se fijaran al
pocillo, su deteccion se realizara con el conjugado anti-virus, produciendo mas color en los

pocillos que tengan mas virus (47)

7.11.3.7. ELISA competitiva

Es una técnica mas compleja, también se la conoce como ELISA de inhibicion debido a los
antigenos de referencia el cual competira con el antigeno de la muestra por unirse al anticuerpo
primario. Sin embargo, la deteccion de los inmunocomplejos incluye la adicion de un

anticuerpo secundario que se encuentra conjugado con la enzima catalizadora. (48)
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En el ELISA competitivo se va a unir en el fondo del pocillo un antigeno de referencia, es alli
donde se les afiadira la muestra mas el anticuerpo, al no unirse este se eliminara con los lavados
que se realizaran en cada reactivo colocado. Cuando haya mayor antigeno en la muestra menos

anticuerpo terminara en el fondo del pocillo(49).
La técnica competitiva tiene diversas ventajas entre ellas tenemos: (12,50)

o Alta flexibilidad: puede basarse en procedimientos directos, indirectos o sandwich
e Tiene una alta sensibilidad, robustez y consistencia.

e Permite la deteccion de antigenos de pequefio tamafio y en bajas concentraciones.

Procedimiento de prueba

1. Los controles positivos y negativos se colocaron con una pipeta ajustada a 50 pl, en la
placa recubierta de antigeno. Las muestras de suero también se deben colocar en la placa

recubierta de antigeno lo mas rapido posible.

El volumen de la muestra en la placa de transferencia debe ser superior a 50 pl para
transferir 50 pl de él. Toca el lado de la placa recubierta de antigeno varias veces para
asegurarse de que la muestra cubra el fondo de los pozos. Se tuvo cuidado para no derramar
las muestras del pozo muy bien Incube la placa durante 1 hora a temperatura ambiente (23
+2°C).(51)

2. Se lavo los pocillos después de la incubacion de 1 hora, lavando la placa 3 veces llenando
los pocillos cada vez con solucion de lavado. Se vacio el contenido del pozo vy retiro el
sueros y controles restantes golpeando bruscamente el invirtiendo la placa 4 veces en una

toalla de papel limpia, golpeando un area limpia cada vez.(52)

3.Se agrego el conjugado a 50 ul de Anticuerpo-Peroxidasa diluido a cada pocillo. Incubar

durante 20 minutos mas a temperatura ambiente (23 + 2°C).
4.Se lavo los pozos después de la incubacidn de 20 minutos, lave la placa 3 veces como
en el Paso 2.

5. Luego se colocd la solucion de sustrato 50 pl. Se incubo por 20 minutos a temperatura
ambiente (23 £ 2°C).

6. Se agregd 50 pl de solucion de parada a cada pocillo para desactivar la accion del

reactivo.
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7. Luego se procedio a leer la placa en el espectrofotometro donde nos arrojé la lectura de
densidad déptica (OD) 650 nm, mediante el programa Gen5 software.(53)

7.12. Tratamiento

No existe tratamiento, ni inmundgeno capaz de prevenir la infeccion en los bovinos por lo cual
cualquier tipo de tratamiento puede parecer poco practico y demasiado costoso a nivel

productivo consecuentemente se recomienda el descarte del animal.(54)

En los perros se recomienda administrar sulfonamidas, pirimetamina y clindamicina. Cuando
se instaura un tratamiento con clindamicina la dosis es de 40 mg/kg de peso vivo/dia en dos
tomas. En cuanto al suministro de trimetoprim-sulfadiacina la dosis es de 25 mg/kg/12h y

suplementacion con acido félico.(55)

7.13. Control y prevencion.
La prevencion y control de la Neosporosis bovina se basa en: (56)

e Reducir la transmision horizontal (contaminacion ambiental).

e Eliminacién correcta de placenta y fetos de tal manera que los caninos no puedan
comerse el alimento contaminado.

e Evitar la contaminacion del alimento con heces de perro.

e Una estrategia de control seria eliminar el nimero de vacas infectadas para evitar el

contagio al resto de los animales.

Los primeros ensayos con vacunas inactivadas de taquizoitos de Neospora caninum con
adyacentes sintéticos, se aplicaban a vacas gestantes, por lo cual obtuvieron una buena
respuesta inmune sin embargo fallaron ya que no evitaron la infeccion fetal en el ganado
prefiado.(10)

8. VALIDACION DE HIPOTESIS

Ho: No existe la presencia de Neospora caninum en animales de traspatio en los cantones

Latacunga, La Mana y Salcedo de la provincia de Cotopaxi.

H1: Existe la presencia de Neospora caninum en animales de traspatio en los cantones

Latacunga, La Mana y Salcedo de la provincia de Cotopaxi.

En el presente proyecto de investigacion se valida la hipotesis alternativa debido a que, si existe

una prevalencia relativamente alta en los cantones Latacunga, La Mana y Salcedo.
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9. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL
9.1.Metodologia

9.1.1. Ubicacién Geografica

El estudio de la presente investigacion se realizo en los meses de junio y julio en la provincia

de Cotopaxi en los cantones de Latacunga, La Mana y Salcedo en bovinos de traspatio.

lHustracion 2 Ubicacion Geogréfica

9.1.2. Tipo de Investigacion

9.1.2.1.Investigacion Correlacional

En la presente investigacion se utiliz6 una serie de estrategias para obtener datos porcentuales
de prevalencia (seropositivos) y medir el grado de relacion existente entre dos 0 mas variables

por medio de una encuesta epidemioldgica.
9.2.Métodos de Investigacion

9.2.1. Métodos Descriptivo

Este tipo de método se usa en investigaciones para la evaluacién de algunas caracteristicas de
la investigacidn, ya sea numérica y/o grafica especifica y absoluta de la realidad que se estudia,
el método descriptivo indaga la realidad inicial que causa la observacion directa del
investigador y la informacion adquirida por el estudio que aporta, donde esta recoge, organiza,

resume, presenta, analiza, generaliza los resultados de la observacion(57).

El método descriptivo requiere interpretacion de informacion siguiendo requisitos del objeto
de estudio sobre el cual se esta llevando a cabo la investigacion(58)
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9.2.2. Método estadistico o Inferencia

El método estadistico consta en una secuencia de procedimientos para el manejo de los datos
cuantitativos dentro de la investigacion para describir la principal caracteristica. Por lo tanto,
se empled método porcentual para determinar el porcentaje de bovinos positivos o negativos

contra Neospora caninum por medio de un paquete estadistico R software(59).

9.2.3. Poblacién y muestra

El nimero de muestra para la presente investigacion fueron 276 bovinos de traspatio de los
cantones Latacunga, La Mana y Salcedo de la provincia de Cotopaxi. Para su identificacion se
enumerd a los animales muestreados segun la tabla de matriz, solo se muestreo bovinos

hembras productoras de leche, las cuales tienen un rango de edad entre 2 y 12 afios.
9.3. Técnicas de la investigacion

9.3.1. Recoleccion de Datos

Dicha informacion obtuvimos de los propietarios, mediante una encuesta epidemioldgica,
donde se valor6 factores tales como la edad, signos caracteristicos de la enfermedad la
presencia de perros era primordial para la toma de muestra de sangre, ademas de su respectiva

desparasitacion a caninos y bovinos.

9.3.2. Obtencion de la Muestra

Se limpio y desinfecto la zona para la obtencion de muestra la cual se tom6 aproximadamente
de 7 a 10 ml de sangre por puncién de la vena coccigea en un tubo estéril VVacutainer.

9.3.3. Rotulacion y Transporte de la muestra

Se etiquetd por el nombre del animal y su propietario lo cual se transporté en una
hielera(Cooler) a 4 °C, hacia el laboratorio de microbiologia de la carrera de Medicina
Veterinaria de la facultad CAREN de la universidad Técnica de Cotopaxi

9.3.4. Centrifugacion y conservaciéon de muestras

Se centrifug6 cada muestra de 10 a 15 min / 5,5 mil revoluciones para lo cual se obtuvieron

los sueros que fueron alicuotados y almacenados a -20 °C hasta su analisis.
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9.3.5. Procesamiento de la muestra

El andlisis de las muestras séricas se lo realizo en el laboratorio de parasitologia de la Clinica
Veterinaria de la Universidad Técnica de Cotopaxi, utilizando el kit comercial NEOSPORA
CANINUM ANTIBODY TEST KIT, cELISA y el equipo que se empleo es el lector de
microplacas BIOTEK TS 800, siguiendo las instrucciones del fabricante La media de los
Controles Negativos > 0,30 y < 2,50. » La media de los controles positivos debe tener una
inhibicion > 30%.

9.3.6. Porcentaje de Inhibicion para obtencion de resultados

Para la obtencion del resultado del % de Inhibicion se utilizo la siguiente formula:

= 100[1 — (Muestra OD <~ NC 0OD)]

9.3.7. Analisis de los resultados

Para el analisis de los datos se utilizd el paquete estadistico R software. lo cual determind la
prevalencia con un intervalo de confianza del 95%, se hizo un estudio de correlacion entre los
factores de riesgo y la seropositividad.

9.3.8. Interpretacion P- valué en la prevalencia

Con ayuda del p valor refleja la probabilidad de tener un resultado sosteniendo en caso que la
hipdtesis nula sea cierta, es decir que valores altos de p- valué no rechacen la Ho, sin embargo,

a los valores bajos de p- valué rechaza a la Ho.(60)

10. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Prevalencia global de los 3 cantones muestreados

Prevalencia de los tres
Cantones

25.7%
74.3%

POSITIVO NEGATIVO

llustracién 3 Prevalencia de los tres cantones

Fuente. Sandy Toaquiza, Carmen Valencia 2022
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El total de animales con presencia de anticuerpos contra Neospora caninum en los tres cantones

fue 71, lo que corresponde a una prevalencia del 25,7 %.

Tabla 2 Prevalencia de Neospora caninum de acuerdo los Cantones de la provincia de Cotopaxi, 2022

CANTONES Negativo Positivo Prevalencia 1¢95% Intervalo P- valué

Salcedo 75 17 81 72 88 0,01
La Mana 70 20 77 67 85
Latacunga 60 34 63 53 73

Prevalencia por Cantones

Salcedo

La Mana

=]
=
=]

20 30 40 50 60 70 80 90

llustracion 4 Prevalencia de Neospora caninum por cantones.

Fuente. Sandy Toaquiza, Carmen Valencia 2022

Segln Samaniego (20), presenta una prevalencia de 26,88% del canton Salcedo y al comparar
con el presente difiere ya que se muestra una prevalencia del 81% siendo més alta. No se puede
comparar la prevalencia obtenida en la Mana con otras investigaciones debido a que no se ha
realizado otros estudios en dicho Canton, con relacién a la prevalencia del cantén Latacunga
que este estudio muestra un 63 %, es mucho mas alta que la que menciona Iza en el 2020 (29)

con un 12 % es importante indicar que el nimero muestreado en esta investigacion es mayor
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Tabla 3 Prevalencia de Neospora caninum segin rango de edades de los animales de los cantones de la provincia de
Cotopaxi, 2022

EDAD Negativo Positivo Prevalencia 1c95% Intervalo P-valué

2-4 73 33 31 22 40 0.07
5-8 116 37 24 17 31
9-12 16 1 5 0.3 30

Prevalencia de Edad

9a 12 afios

5 a 8afios

0 5 10 15 20 25 30 35

llustracion 5 Prevalencia de rango de Edad

Fuente. Sandy Toaquiza, Carmen Valencia 2022

En la Tabla 6: Muestra que la categoria de 2 a 4 afios tiene una prevalencia mayor del 31 %
con relacion al resto de categorias, el p-valué es de 0.07 por lo tanto no existe una asociacion
que predispone adquirir Neosporosis bovina. Coinciden con los resultados obtenidos por Iza
(17) que encuentro una prevalencia mayor del 4 % en animales que tiene de 2 a 6 afios, similar
a lo obtenido en esta investigacién, sin embargo, hay que tomar en cuenta lo que menciona
Thurmond ha demostrado que no existe predisposicion por edad asi mismo Escalona (12)
menciona que la edad no representa un factor de riesgo para que la enfermedad aparezca (p-
valué > 0.05)
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Tabla 4 Prevalencia de Neospora caninum segun la raza de los animales de los cantones de la provincia de Cotopaxi, 2022

RAZA Negativo Positivo Prevalencia 1c95%  Intervalo P-valué
Brahaman 40 11 21 11 35 0.96
Brown swiss 2 1 33 1 85

Holstein 98 36 26 19 35

Friesian

Jersey 5 2 28 5 69

Normando 1 0 0 0 94

F1 59 21 26 17 37

Prevalencia por Raza

F1

Normando
Jersey

Holstein Friesian

Brown suiss

Brahaman

10 15 20 25 30 35

o
vl

llustracion 6 Prevalencia por Raza

Fuente. Sandy Toaquiza, Carmen Valencia 2022

Como indica la tabla # 7 la mayor prevalencia corresponde a la raza Brow suis con un 33% y
con cero prevalencias a la raza Normando. EI p- valué es de 0.96 por consiguiente no existe
una correlacion entre la raza y la seropositividad. Lopez menciona en su investigacion que con
34,6 % de prevalencia ha demostrado y concluido que no hay una relacion estrecha entre la
raza y la enfermedad. sin embargo, no valida dicha informacion de correlacion en su

prevalencia méas baja que es el 2 %
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Tabla 5 Prevalencia de Neospora caninum segln la presencia de abortos los animales de los cantones de la provincia de
Cotopaxi, 2022

Abortos  Negativo  Positivo  Prevalencia  1¢95%  Intervalo  P-valué

Si 25 9 26 13 44 1

No 180 62 25 20 31

Prevalencia por Abortos

24,4 24,6 24,8 25 25,2 25,4 25,6 25,8 26 26,2

llustracion 7 Prevalencia por presencia de abortos

Fuente. Sandy Toaquiza, Carmen Valencia 2022

De todos los animales que presentaron abortos, el 26 % fueron seropositivos a Neospora
caninum. Tomando como referencia al estudio de Baquero et al (21) demuestra que los abortos
fueron producidos en un 70,88% por Neospora caninum. estudio que se contrapone con la
prevalencia de esta investigacion. Por lo tanto, los abortos pueden estar ocasionados por otros

agentes tales como Brucella abortus, Leptospira sp, etc.

Tabla 6 Prevalencia de Neospora caninum segiin métodos de reproduccion ya sea por Natural / Artificial de la provincia de
Cotopaxi, 2022

Método  Negativo Positivo Prevalencia 1c95%  Intervalo P- value

Si 103 41 28 21 36 0.3

No 102 30 22 16 30
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Prevalencia por Método de Reproducciéon

0 5 10 15 20 25 30

lHustracién 8 Porcentaje de prevalencia de Métodos de reproduccion

Fuente. Sandy Toaquiza, Carmen Valencia 2022

En los métodos de reproduccién tampoco existe una relacion entre monta e inseminacion por

lo que la enfermedad estara presente lo cual no se a encontrado estudios con este tipo de factor.
11. IMPACTOS
11.1.-Impacto Social

Dentro del territorio ecuatoriano principalmente en la Sierra la produccion lechera es de suma
importancia sin embargo se ha visto afectada por varios factores de riego tales como las
enfermedades viricas, bacterianas y parasitarias que pueden afectar a la salud del animal tanto
reproductiva y productiva, al hablar de Neospora caninum se dice que es una enfermedad
parasitaria declarada emergente ya que no existe una vacuna para su prevencion por lo tanto

esto implicaria una pérdida econémica al pequefio productor y asi baja su calidad de vida.

11.2.-Impacto Ambiental

Neospora caninum es un protozoario de gran impacto por los problemas zoosanitarios que
provoca los fetos abortados y la placenta como desechos sanitarios cuando no son eliminados
correctamente provoca que animales carrofieros, perros siendo portadores y transmisores de

enfermedades en el ambienten su alrededor.
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11.3.-Impacto Econdémico

La produccion lechera es uno de los sectores mas importantes para los pequefios productores

ya que es su principal fuente de ingresos, de este modo logran solventar las necesidades de su

hogar.

12.

CONCLUSIONES

Se establecio la prevalencia total de los tres cantones analizados dando como resultado
el 25.7% que pertenecen a 71 hembras bovinas positivas contra Neospora caninum,
predominando el canton Salcedo con una prevalencia relativamente alta del 81%.

Los factores de riesgo y la enfermedad no presentan una relacién, asi como la presencia
de caninos no influyen en la prevalencia en la presencia de Neospora caninum en

hembras bovinas de traspatio.

13. RECOMENDACIONES

Realizar pruebas de deteccion antigeno-anticuerpo a los caninos de la provincia para
conocer la diseminacion de la enfermedad y poder mantener un control sobre la
contaminacion del alimento y agua, ademas de realizar una correcta eliminacion de
placenta y fetos abortados para que los caninos no lo consuman, evitando que se
propague esta enfermedad protozoaria, ya que no existe vacuna contra Neospora

caninum para prevencion del mismo.

Realizar estudios mas exhaustivos en todos los sistemas de produccion con otros tipos
de pruebas, para determinar la distribucién de la enfermedad Neospora caninum en la

provincia de Cotopaxi.
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Anexo 4: Matriz de Encuesta al propietario
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Anexo 5: Recopilacion de datos por medio de una encuesta
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Anexo 8: Rotulacion de muestras con el nombre del animal
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Anexo 10: Descongelacion de muestras a temperatura ambiente
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Anexo 13: Interpretacion de Resultados

Placa 1 Placa 2 Placa 3

Anexo 15: Lector




