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RESUMEN

Este estudio esta basado en la determinacion de la prevalencia de neosporosis en bovinos del
Canton Latacunga en la parroquia Ignacio Flores en donde se ha visto que existe factores que
estan vinculados con la presencia de Neospora caninum pero hay falta de datos estadisticos
que demuestren la existencia de este pardsito ya que existe un déficit de informacion en
diferentes provincias del pais pues siendo una enfermedad de importancia mundial que
produce abortos, baja produccion de leche, un alargado intervalo entre partos que afecta al
productor econdmicamente y al animal en su bienestar. El estudio se realizé con 50 animales
(vacas) seleccionados de diferentes sectores que estdn administrados bajo sistemas extensivos
a los que se recolecto la muestra de 5 a 8 ml de sangre de la vena yugular en tubos vacutainer
sin anticoagulante, preservandolas a una temperatura de 4 a 8 °C en el Cooler, se las llevo al
laboratorio a centrifugar a 2500 rpm durante 10 minutos para la separacion del suero
sanguineo, para la deteccion de anticuerpos especificos de Neospora caninum con la prueba
de ELISA indirecta realizado con el kit CIVTEST BOVIS NEOSPORA, los resultados se
clasificaron en negativos, positivos y sospechosos. La seroprevalencia generada es del 12 %,
con 6 casos positivos, los resultados de la prevalencia segin la edad es del 4% en animales de
2 y 6 afios, por la presencia de perros se encontrod 5 casos positivos como prevalencia del 10%
ya que los perros son la principal fuente de transmisién horizontal, utilizando el disefio
estadistico (chi cuadrado) se identifico que la hipotesis del proyecto es nula ya que no influye
los factores epidemiologicos para que exista la presencia de Neospora caninum, concluyendo
que en cualquier edad, raza de bovinos y con la presencia o ausencia de perros pueden ser

animales positivos a neosporosis..

Palabras claves: Prevalencia, Neospora caninum, neosporosis, abortos, bovinos lecheros.
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ABSTRACT
The research work was based on the prevalence determination of neosporosis in cattle in the
Latacunga Canton, Ignacio Flores Parish where it has been seen that there are factors that are
linked to the presence of Neospora caninum. Hovewer, there is a lack of statistical data that
demonstrate the existence of this parasite due to there is a deficit of information in different
provinces of the country. This is because, it is a disease of global importance that produces
abortions, low milk production, an extended interval between births that affects the producer
in the economic way and animal’ welfare. In this study 50 animals (cows) were selected from
different sectors that are administered under extensive systems. For the sample, it was
collected 5 to 8 ml of jugular vein blood in vacutainer tubes without anticoagulant, preserving
them at a temperature of 4 at 8 ° C in the Cooler. They were taken to the laboratory to
centrifuge at 2500 rpm during 10 minutes for blood serum separation. It helped to detect
specific antibodies of Neospora caninum with the indirect ELISA test performed with the
CIVTEST BOVIS NEOSPORA kit. The results were classified as negative, positive and
suspicious. The seroprevalence generated is 12%, with 6 positive cases, the results of the
prevalence according to age is 4% in animals of 2 and 6 years, due to the presence of dogs, 5
positive cases were found as a prevalence of 10% since Dogs are the main source of
horizontal transmission, using the statistical design (chi-square) Itallowed to identify that the
project hypothesis is null since it does not influence epidemiological factors so that there is
the presence of Neospora caninum. It was concluded that at any age, breed of cattle and with

the presence or absence of dogs can be positive animals to neosporosis.

Keywords: Prevalence, Neospora caninum, neosporosis, abortions, dairy cattle.
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1. INFORMACION GENERAL
Titulo del Proyecto:

PREVALENCIA DE NEOSPOROSIS EN BOVINO EN EL CANTON LATACUNGA
PARROQUIA IGNACIO FLORES

Fecha de inicio: Abril 2019

Fecha de finalizacién: Febrero 2020

Lugar de ejecucion:

Parroquia Ignacio Flores, canton Latacunga, provincia de Cotopaxi, Ecuador
Facultad que auspicia: Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales
Carrera que auspicia: Carrera de Medicina Veterinaria

Equipo de Trabajo:

Dr. Mg. Xavier Cristobal Quishpe Mendoza

Paola Cristina Iza Yugcha

Area de Conocimiento: Agricultura

Linea de investigacion: Salud animal

Sub lineas de investigacion de la Carrera:

1. Microbiologia, Parasitologia, Inmunologia y Sanidad Animal.

» Deteccion de enfermedades emergentes en rumiantes.

2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La importancia de la presente investigacion tiene como finalidad la determinacion de la
presencia de Neospora caninum en el ganado bovino ya que es un problema emergente y de
importancia mundial que si no es detectada a tiempo afecta a la productividad del rebaiio
porque los animales crénicamente infectados son un foco de diseminacion dentro del rebafio
lo que conlleva a que exista repercusion en los costos del productor. Fuente obtenida de
Agrocalidad distrital tipo B (E) Cotopaxi informo que el nimero de cabezas de ganado

. , . r 1. <y 1
existente es de 1846 vacas segun los registros de la ultima fase de vacunacion .



La neosporosis bovina afecta a animales de cualquier edad y si no es detectada a tiempo
afecta la reproductividad de los animales siendo una de las principales causas de aborto y
vinculandose con otros problemas como la baja produccion de leche, un alargado intervalo
entre partos, una tasa de sacrifico elevado, el nacimiento de becerros clinicamente sanos pero

, . . .. L1 . . , . . 2
crénicamente infectados, el nacimiento de becerros débiles y con signos clinicos nerviosos”.

En el pais se han encontrado resultados de animales positivos a Neospora caninum en un 42%
en la sierra norte y el 22.31 % en la sierra sur’, pero lamentablemente en la sierra centro no
existen estudios realizados, por ello se pretende diagnosticar la presencia de animales
positivos a neosporosis en los hatos ganaderos mediante una prueba serologica (ELISA)
indirecta en 50 vacas con el fin de difundir los resultados de la presencia del parasito y de esta
manera colaborar con los productores a que no utilicen estos animales para su reproduccion
evitando la transmision vertical, también se determinara estrategias de control y prevencion de

la enfermedad en la parroquia Ignacio Flores.

4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

4.1. Beneficiarios directos
» Pequeiios productores de ganado bovino de la parroquia Ignacio Flores (Latacunga).
» Estudiante investigadora del proyecto, requisito previo para la obtencion del Titulo

Médico Veterinario y Zootecnista.

4.2. Beneficiarios indirectos
» Medianos y grandes productores de bovinos de la provincia de Cotopaxi.

» Carrera de Medicina Veterinaria.

5. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

La presencia de enfermedades reproductivas en los hatos de ganado bovino ha sido una causa
de preocupacion para los productores por los problemas que esta acarrea como es la presencia
de abortos, muertes fetales, momificaciones y baja produccion de leche afectando no solo al
ingreso de recurso econdomicos sino al bienestar del animal. Una de las enfermedades que
pueden producir estos sintomas es la neosporosis bovina ya que es una enfermedad de
distribucion mundial, asintomatica pues no produce signos clinicos visibles con excepcion del
aborto causando asi que los animales infectados sean nucleos de diseminacion dentro del

rebafio infectando a los animales sanos.



La neosporosis bovina fue asociada con el aborto por primera vez en 1987 en Nuevo
. 4 . ., . , .
Mexico .En Argentina se realizé un estudio en el cual se concluyd que Neospora caninum es

88,8 %]la causa de abortos en rebafios lecheros’.

En Ecuador sobre todo en las provincias de la Region Sierra, centro - norte del pais se han
encontrado resultados de seropositividad del 42 % y en 22.31 % segun estudios realizados de
la prevalencia de Neospora caninum en bovinos’. Un factor que predispone para que exista la
presencia del parasito y se facilite su ciclo es la presencia de perros no desparasitados y por la
ingesta de desechos de fetos y placentas de los abortos de los bovinos que no han sido
manipulados y eliminados correctamente, esto se debe a que existe un déficit de
conocimientos de los productores de como realizar este control’. Sin embrago a nivel
provincial y cantonal ain no se han realizado investigaciones que determinen la presencia de

Neospora caninum en hatos ganaderos.

6. OBJETIVOS

6.1. General
Determinar la prevalencia de neosporosis en bovinos del canton Latacunga parroquia Ignacio

Flores para evitar su facil propagacion en el hato ganadero.

6.2. Especificos
» Diagnosticar la prevalencia de neosporosis en bovinos productores de leche en la
parroquia Ignacio Flores mediante la prueba de ELISA indirecta
» ldentificar factores epidemioldgicos que coincidan con la presencia de Neospora
caninum en bovinos lecheros.
» Socializar a los productores sobre la neosporosis y el impacto en la respuesta
productiva y reproductiva de sus rebafios lecheros asi como las acciones para impedir

la transmision de la enfermedad de manera vertical y horizontal.

7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA
7.1. Neospora caninum

7.1.1. Etiologia
El Neospora caninum es el agente etioldgico causante de abortos y morbilidad neonatal en

vacunos, tiene como hospedador definitivo al perro siendo hospedadores intermediarios los



animales domésticos y salvajes, felinos, bovinos, ovinos, caprinos, bufalos, ciervos y

.6
equinos’.

7.1.2. Clasificacion taxonomica de la Neospora caninum

Tabla 1. Taxonomia de Neospora caninum

REINO Protista
SUBREINO Protozoo
PHYLUM Apicomplexa
CLASE Sporozoasida
SUBCLASE Coccidiasina
ORDEN Eucoccidia
SUBORDEN Eimeriorina
FAMILIA Sarcocystidae
GENERO Neospora
ESPECIE Caninum
Fuente’

7.1.3. Clasificacion de la Neospora caninum

> De acuerdo al ciclo de vida: Es heterogéneo parasita al perro, vacunos, ovinos,
caprinos.

» De acuerdo al rango del hospedero: Es eurigeno, parasita al perro como a vacunos,
ovinos, caprinos.

> De acuerdo a su comportamiento: Es periodico ya que el hospedero definitivo
(perro) expulsa en las heces ooquistes inmaduros y estos maduran en el ambiente en
un periodo de 1 a 3 dias.

» De acuerdo al tipo de reproduccion: Es heterogéneo realizando un ciclo de
reproduccion asexual en el huésped intermediario y un ciclo sexual en el huésped

definitivo®.

7.1.4. Ciclo biologico
El perro es hospedador definitivo del parédsito cuando ingieren tejidos con quistes de
Neospora caninum y solo unos pocos seran eliminados en las heces a partir del dia 8 siguiente

a la infeccién por un corto periodo de tiempo’.



Los hospedadores susceptibles se infectan ingiriendo forraje y agua contaminada con heces
que contienen ooquistes de Neopora caninum. Seguidamente a la ingestion los esporozoitos
son liberados en el tracto intestinal. Estos se dividen rapidamente, causando dafio tisular y

diseminando la infeccion a otros tejidos del hospedador™.

Los esporozoitos liberados en el aparato gastrointestinal del hospedador intermediario son
capaces de alcanzar las vias sanguinea y linfatica accediendo a todos los tejidos, al sistema

nervioso central (SNC) y el tejido muscular''.

“Los quistes se encuentran solamente en el cerebro, médula espinal y retina. Los bradizoitos y

. . . . , . . 9
quistes tisulares son resistentes a las soluciones acidas de pepsina™”.

» Fase sexual: En el tracto gastrointestinal del perro liberan ooquistes esporulados que
miden 10 a 11 micras.

» Fase asexual: (taquizoito) forma infectiva y (bradizoitos) de forma latente. Estan
ubicados en el intestino, el higado, pulmoén, cerebro, placenta y musculos de los

. . 12
perros, vacunos, ovinos, €quinos, cabras
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Figura 1. Ciclo biologico de la neospora

FUENTE"

7.1.4.1. Estadios parasitarios

Los taquizoitos y quistes tisulares que se encuentran en los hospedadores intermediarios

. . . 11
mientras que los ooquistes se eliminan en las heces del perro



a) Taquizoitos
Se dividen por endodiogénesis en forma rapida. Miden aproximadamente de 3- 7 um de
longitud, tiene entre 6 -16 roptries localizados en la parte posterior del nicleo. Son de forma

. . 8
ovoide, semilunar o globosa’.

Es uno de los tres estados infecciosos que se encuentra en el hospedador intermediario, en
forma intracelular a nivel citoplasmatico, en la vacuola parasitofaga de la célula hospedador
pueden parasitar a un gran numero de células como neuronas, macrofagos, fibroblastos,

células endoteliales, miocitos, hepatocitosm.

b) Bradizoitos

Se dividen por endodiogenesis, en forma lenta, miden de 7- 8 um, con los mismos organelos
que el taquizoito, presentan un numero menor de roptries. Morfolégicamente son similares a

los taquizoitos' .

¢) Quistes

Es un estado en el hospedero intermediario, son ovalados o redondos y miden hasta 107 um

de diametro, se encuentran primariamente en el sistema nervioso central®.

d) Ooquistes

» No esporulados: Son los eliminados en las heces del hospedador definitivo son
esféricos o subesféricos, miden 10 a 11 um'”.

» Esporulados: son los que después de tres dias en el medio ambiente contienen 2
esporoquistes con 4esporozoitos cada uno, son morfologicamente similar a los

ooquistes de T.gondii y Hammondia en el perro’.

7.2. Neosporosis bovina

7.2.1. Definicion
La Neosporosis bovina es una enfermedad parasitaria producida por Neospora caninum que
causa abortos y nacimiento de terneros con sintomatologia neuromuscular o clinicamente

. : 2
sanos, pero cronicamente infectados”.

Enfermedad parasitaria es de caracter reproductivo y es muy comun dentro de la ganaderia
bovina ya que afecta principalmente a hembras gestantes y a terneras recién nacidas, es

. . . . . 2
conocida como Neospora bovina, Neosporosis fetal y Neosporosis abortiva®. “En las terneras



recién nacidas presentan signos clinicos de ataxia neuromuscular, contractura articular y en

las hembras gestantes, muerte fetal acompafiada de retencion placentaria o aborto™'®.

El aborto se puede dar entre los 5 a 6 meses de gestacion hasta su término. En cuanto al feto,
¢éste puede morir en el Utero, ser reabsorbido, momificado, sufrir autolisis, nacer vivo y morir

inmediatamente o nacer clinicamente normal pero congénitamente infectado'”.

7.2.2. Epidemiologia
Inicialmente la Neosporosis fue descrita en 1988 como una enfermedad neuromuscular grave
en el perro, el descubrimiento de Neospora caninum como agente causal de aborto en ganado
bovino de leche y carne llevo a la realizacion de diferentes estudios sobre la enfermedad en
esta especieM, es asi que se ha determinado que los problemas reproductivos en el ganado
bovino producidos por Neospora caninum han sido reportados alrededor del mundo, en los
Estados Unidos de Norteamérica se ha reportado que es la que mayor causa de aborto en

ganado lechero con prevalencias que van desde 2,17 % a 38%".
7.2.2.1. El Parasito

El Neospora caninum es un protozoario que puede ser confundido por su similitud con
Toxoplasma gondii siendo estos dos géneros diferentes y antigénicamente distintos. “La
adquisicion de infeccion congénita puede persistir en terneras o vaquillas clinicamente sanas
pero portadoras de por vida, pudiendo transmitirse la infeccion transplacentaria de generacion

., . ) . I8
en generacion a su descendencia aun sin la presencia del hospedero definitivo” ".

7.2.2.2 Hospedador

El perro es el hospedero definitivo del paréasito convirtiéndose en un diseminador de la
infeccion tanto en el ganado vacuno como en otras especies mediante la dispersion de los
ooquistes sin esporular en las heces, siendo su contaminacién mayor en explotaciones donde

convive con el ganado vacuno®.
7.2.2.3. Medio Ambiente

Estos salen a través de las heces de los perros y esporulan en el medio ambiente 24 horas
después de ser eliminados, en ese momento presentan dos esporoquistes cada uno con cuatro
esporozoitos, contaminando los campos de pastoreo, la comida y el agua que consumen, en
ese momento la transmision via oral dependera de la viabilidad de los ooquistes en el medio

ambiente”'®,



7.2.2.4. Factores de riesgo

» Presencia del hospedador definitivo
Representa gran importancia en la transmision horizontal ya que puede eliminar mas de
500,00000quistes después de consumir €l tejido infectado pudiendo infectar a cientos o miles

de vacas lo que indica que existen hatos con problemas de aborto por la presencia de perros'’.

> Sexo
Las hembras son mas importantes ya que es mas frecuente la presencia de Neospora caninum
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por Su via de transmision congemta .

» Edad de la madre
Es més evidente en novillas que en vacas, lo que sugiere que la inmunidad protectiva maternal

incrementa con la edad®’.

> Aborto

Causa mortalidad fetal y neonatal aproximadamente a los5 o 6 meses de gestacion'.

» Gestacion
La infeccion es facilmente adquirida debido a que la regulacion inmune esta suprimida, por
. ., .. . . . 21
ello se asume que la infeccion es adquirida posterior a la parasitemia maternal” .
» Transmision lactogénica

Estudios experimentales han demostrado que terneros neonatales pueden infectarse por la
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ingestion de leche con contenido de taquizoitos™.

7.2.3. Transmision
Se realiza mediante dos formas: la transmision vertical (endogena), de una madre infectada a
su feto y la transmision horizontal (exdgena), en la cual el bovino ingiere alimento o agua

. : - 23
contaminados con ooquistes esporulados del parasito presentes en las heces del perro™.

“Estudios han demostrado que este protozoo puede ser eliminado a través del semen en toros
ya que su ADN ha sido detectado en muestras de semen congelado siendo hospedadores
intermediarios pero es poco probable la transmision venérea, que aun no ha sido

investigada” .



7.2.3.1 Transmision vertical, endogena o congénita

Es la principal forma de transmision y es el responsable de la prevalencia de neosporosis en
un hato ganadero®®. La transmisién de la infeccion al feto durante la gestacion sucede debido
a la inmunodepresion generada por la gestacion, permitiendo que las formas infectantes del
parasito invadan la placenta y diferentes tejidos fetales. En estos casos la cria nace infectada

, . e 2
pero clinicamente sana, aunque el aborto también puede presentarse™.

7.2.3.2 Transmision horizontal o exégena

El hospedador definitivo elimina ooquistes mediante las heces fecales contaminando praderas,
alimentos o agua y de esta manera, via ingestion, los hospederos intermediarios adquieren el
parasito, otra posible via de transmision horizontal es en terneros recién nacidos a través del

: o 25
consumo de leche o calostro con conteniendo de taquizoitos presentes en este”™.

df 5

Parro Infaotado
@XE)
TRANSMISION HORIZONTAL -

Placentas v (olos Coquisies presanias
oon quistos an las haces de parmo

LY

e -
Vaca Infeciada - ITHAMNSFERENCIA
14000 LAgampana - PE EMBRICNES

Abortos TRANSMISION b

: VERTICAL

" Crins infaciadas Crina libres do
won Neasporosis Noosporosis

Obtenidas por Inseminacién Obtenidas por Transferencia
Artificial de ambriones

Figura 2. Transmision de neosporosis.

FUENTE?®®
7.2.4. Patogenia
Es muy compleja en la que influyen multiples factores dependientes del hospedador y el
parasito tanto en infecciones naturales como experimentales en la especie bovina las cuales

pueden ser:

8.2.4.1. Patogenia de la Infeccion Aguda
Depende del equilibrio entre la capacidad del taquizoitos para penetrar y multiplicarse dentro

las células y la habilidad del hospedador para combatir la proliferacion del parasito'’. Los
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taquizoitos son la forma de multiplicaciéon rapida intracelular del parasito mediante
endodiogenia produce destruccion celular y la aparicion de focos de necrosis ocasionando una
reaccion inflamatoria en muchos tipos de células, teniendo mayor tropismo por las del SNC,
de la placenta, células musculares cardiacas, esqueléticas y células endoteliales siendo los

responsables de la fase aguda de la infeccion'.

En los bovinos adultos, el aborto es el tinico signo clinico observado en las vacas gestantes en
la fase aguda de la infeccion. La muerte del feto podria producirse como consecuencia de las

lesiones placentarias o fetales”.
7.2.4.1. Patogenia en la fase de parasitemia

Los taquizoitos llegan a la placenta causando la destruccion, necrosis e inflamacion del tejido
colonizando el feto en el cual se ha observado la presencia de lesiones, principalmente en el
cerebro, corazén e higado y con menor frecuencia en los pulmones, rifiones y membranas

fetales'.

En los terneros congénitamente infectados presentan lesiones en musculos y en el SNC siendo
los responsables de los signos neuromusculares y nerviosos. En el animal adulto se ha
observado aumento de la temperatura y del tamafio de los ganglios linfaticos como respuesta a

. ., fie 27
la inoculacion del parasito™.

7.2.5. Signos clinicos
> En los perros
“Se presenta contracturas musculares de tipo ascendente con hiperextension y paralisis de una
o ambas extremidades posteriores, dolores cervicales, reflejos musculares disminuidos,
pérdida de reflejos oculares, midriasis y nistagmos, en cuadros avanzados hay incoordinacion
muscular e hiperexitabilidad al medio externo”"’. En perros adultos el parasito produce signos
neurolédgicos, lesiones necrdticas visibles en pocos dias y dermatitis piogranulomatosa en

. s 26
perros de mas de diez afios™ .

» En vaquillas y vacas
Las vaquillas seroldgicamente positivas son clinicamente inaparentes pero tienen el doble de

. . . . . 11
riesgo de aborto que las vacas seronegativas, pudiendo incluso abortar varias veces .

Las vacas infectadas muestran una disminucion en la produccion de leche durante la primera

lactancia de aproximadamente 1 litro menos de leche/vaca/dia que las vacas no infectadas,
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tienen tendencia al aborto y presentan una posibilidad mayor de ser eliminadas del rebafio a

24
una edad menor~".

Histopatoldgicamente en el feto abortado se puede observar una encefalomielitis protozoaria
multifocal, que puede estar ubicada en la materia gris del cordén espinal; una encefalitis focal,
caracterizada por necrosis e inflamacién no supurativa; una miocarditis no supurativa y una
hepatitis, la cual se observa mas comunmente en los abortos epidémicos que en los

fqi 28
esporadicos”™.

> En terneros menores de 2 meses
“Muestran baja de peso o incapacidad para aumentar de peso. Y pueden evidenciarse signos
neuroldgicos como ataxia, disminucion del reflejo palpebral, pérdida de la propiocepcion y
flexion o hiperextension de miembros anteriores y posteriores. En algunos casos puede

observarse exoftalmia o asimetria en los 0jos™”.

7.2.6. Sintomas reproductivos
Las consecuencias reproductivas de la infeccion en un animal gestante pueden ser:

» Los abortos que se presentan entre los 90 y 240 dias de gestacion, aunque la mayor
presentacion (78%) se puede concentrar entre los 4-6 meses, ya sea de manera
esporadica o en forma de brotes.

Muerte fetal y aborto
Momificacion fetal

Nacimiento de terneros débiles y muerte neonatal.

v V V Vv

.. , . , . . 2
Nacimiento de terneros clinicamente sanos, pero congénitamente infectados’.

7.2.7. Lesiones
“Se observa inflamacion del SNC, cerebro y médula espinal. En el cerebro la inflamacion se
distribuye multifocalmente, con zonas de necrosis y atrofia, observando ademas una
meningitis, meningo encefalomielitis no supurativa multifocal, ademas de gliosis focal

. . . . 30
asociado a cuadros de malacia alrededor de los quistes tisulares™".

Las lesiones observadas en bovinos y caninos incluyen:

» Miositis necrotizante multifocal del musculo cardiaco, ademas la lesion miocardial

puede presentar autolisis.
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» Lesiones hepaticas que consisten en un edema portal con degeneracion hidrépica,
infiltrado de células mononucleares a nivel periportal, ademas de focos de necrosis
hepatocelular™.

» A nivel pulmonar se observa necrosis focal con exudado fibrinoso e infiltracion de
células inflamatorias ademas de hiperplasia epitelial alveolar.

» Otras lesiones observadas son nefritis intersticial focal, pancreatitis necrotizante
multifocal y una severa dermatitis con presencia de ulceras cutineas donde se

. , . . 31
observan taquizoitos ademas de necrosis que es reportada s6lo en perros” .
En terneros, puede observarse:

» Zonas palidas a oscuras con focos de necrosis en el cerebro, que consisten en
encefalomielitis no supurativa multifocal o difusa a nivel de meninges y a veces con
calcificacion.

» En fetos se observa procesos inflamatorios en corazon, cerebro, rifion, musculo,

higado™.

7.2.8. Diagnéstico
El diagndstico se basa en la historia clinica, signos clinicos, epidemiologia, lesiones, ademas

de pruebas complementarias: serologicas y no serologicas.
7.2.8.1. Diagnéstico serologico

Para la identificacion de anticuerpos de Neospora caninum en un animal se utilizan diversas

pruebas seroldgicas tales como:

» Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)
Contreras, determino la seroprevalencia de anticuerpos para Neospora caninum en vacunos
de leche en el distrito de Inclan del Valle de Sama en Tacna Perti, mediante esta técnica se

determind 4,82% de seroprevalencia.

“Fue la primera técnica usada para la deteccion de anticuerpos de Neospora caninum en el
suero de animales infectados ya que detecta anticuerpos séricos que se unen a los antigenos
que se encuentran fijados a las células presentes en las placas de reaccion™’. Se considera un
resultado positivo cuando se observa fluorescencia en toda la superficie celular teniendo en
cuenta la intensidad de la fluorescencia emitida y al nimero de células fluorescentes. Una

., . . . . .33
coloracion apical o la ausencia de fluorescencia se consideran como negativo™.
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También se la usado como prueba de referencia para el desarrollo de otras técnicas y es
considera adecuada para detectar infeccion en especies animales como: perro, zorro, gato,
bovinos, ovinos, caprinos, bufalos de agua, equinos, roedores y primates. Esta prueba posee

una especificidad del 99 % y una sensibilidad del 98 %™.

» Prueba de Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA)
Cuenca’, utilizo esta prueba para la determinacién de la prevalencia de neosporosis bovina en
el canton de Loja trabajo con 650 muestras de suero bovino, de las cuales diagnostico 145
casos positivos que corresponde a una prevalencia del 22,31%, esta prueba es la mas utiliza
para detectar o cuantificar tanto antigenos como anticuerpos en diversos fluidos como leche u
orina en pequefios volimenes de muestra, su sencillez, rapidez de realizacion, la facil
interpretacion de resultados y el bajo costo econdmico son ventajas que se consideran al

realizar andlisis y con un nimero elevado de muestras.

“Cuanto menor sea la intensidad del color generado (menor absorbencia) mayor sera la
concentracion de Ag en la muestra problema. Los valores se calculan a partir de una curva

, . . . 29
patron construida con concentraciones conocidas de Ag””.

ELISA ha sido ampliamente utilizada en el diagndstico de la Neosporosis por su facilidad
para procesar un gran nimero de muestras, la obtencion de una sensibilidad y especificidad

superiores a las obtenidas con la IFI*.

» Microaglutinacion
Es una prueba serologica relevante en el diagnostico de la neosporosis ya que no requiere
conjugados de dificil adquisicién y permite analizar sueros de varias especies. Tiene alta
repetibilidad entre operarios, es barata, de facil lectura, utiliza poco equipamiento y
materiales. Aunque la técnica descripta por Romand destruye la IgM por utilizacion del 2 —
mercaptoetanol, la temprana aparicion de la IgG en la neosporosis bovina permite la
utilizacion de esta prueba en el diagnostico seroldgico. Comparandose la técnica de
microaglutinacion, la sensibilidad y la especificidad que se obtuvo fue 100% vs. 98% y 97%

vs. 99% respectivamente3 .

7.2.8.2. Diagndstico no Serologico
Este diagnostico se ha basado en la deteccion del parasito o las lesiones causadas por este en

los tejidos fetales mediante técnicas histologicas
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» Técnica de Faust
“Esta técnica es utilizada para deteccion de ooquistes de Neospora caninum en muestras
fecales de caninos. Es un método de sedimentacion y flotacion por centrifugacion con sulfato
de zinc al 33,3% y densidad 1,18. Se basa en que los quistes de los parasitos flotan en la
superficie por ser de menor densidad que el sulfato de zinc a 33,3%, cuya densidad es 1,18. Es

o , : . : 37
util para la busqueda de quistes de parasitos y excepcionalmente se observan larvas™'.

» Examen histopatolégico
Es una técnica de diagndstico relevante en las infecciones a Neospora caninum. Donde se
utiliza el cerebro, pulmoén, corazén, higado, bazo, rifion, musculos estriados o fetos abortados
que son fijados en formalina al 10%, para luego fijarse en parafina, tefiirse con hematoxilina-

. . . . 1
cosina (H-E) y ser vistas al microscopio >

» Inmunohistoquimica (IHQ)
Se realiza sobre tejidos fetales formolados con lesiones histopatologicas compatibles, la que
permite la identificacion de Neospora caninum. Aunque su sensibilidad es baja debido a los
escasos parasitos presentes en los tejidos para la que se utiliza el suero policlonal o un

anticuerpo monoclonal antiNeospora®*.

» Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
Se ha utilizado esta técnica para identificar el ADN de Neopora caninum en muestras de
tejido fetales, liquido amnidtico, ooquistes en heces de perros y coyotes, tejidos de
hospedadores intermediarios, sangre, leche y semen, el PCR ha permitido un gran avance en
el diagnostico de las enfermedades por ser extremadamente sensible y especifica®,
provocando un impacto ha sido notable permitiendo esclarecer ciertos aspectos
epidemioldgicos. En un estudio realizado sobre 83 fetos bovinos abortados, se encontré 24

cerebros positivos a NC por PCR siendo un porcentaje del 29 %",

7.2.8.3. Las muestras para el diagnostico de laboratorio
Cuando exista sospecha de abortos por Neospora caninum las muestras enviadas al

laboratorio de diagndstico deberan ser las siguientes:

» Suero de la madre
> Suero o exudados toracicos del feto

> Leche

» Suero sanguineo
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» Feto entero con su placenta, o en su lugar, muestras de cerebro, médula (a nivel del

cuello), corazon, higado, musculo esquelético y placenta fijados en formol al 10% o en

alcohol para su estudio histologico’.

7.2.8.4. Como conservarlas

Liquido fetal, sueros y tejidos para exdmenes histopatologico e inmunohistoquimico, PCR y

aislamiento deben estar congelados o refrigerados. Si s6lo se envian partes, agregar liquidos

fetales para el serologico'®.

7.2.9. Diagnéstico Diferencial

El diagnoéstico de las enfermedades relacionadas con aborto son multiples ya que pueden ser

causado por agentes bacterianos, virales, parasitarios, micdticos, hormonales, quimicos,

nutricionales y traumatismos externos, pero la etiologia del aborto so6lo se consigue

diagnosticar en el 20-50% de los casos ya que existen diferentes agentes etiologicos que

pueden confundirse entre si como son:

Tabla 2. Enfermedades que causan aborto"’.

Agentes causales Enfermedades abortivas Etiologia
Parasitaria Trichomoniasis Tritrichomonas foetus
Virica rinotraqueitis bovina infecciosa (IBR) herpes virus tipo 1

Diarrea virica bovina (BVD).
Bacteriana Brucella bovina o aborto enzodtico
Actinomicosis
Campilobacteriosis genital bovina
Clamidia
Salmonella
El antrax o carbunco bacteridiano

Listeriosis

Leptospirosis

Pestivirus

Brucella abortus
Actinomyces pyogenes
Campylobacter fetus venerealis
Campylobacter fetus fetus
Chlamydophila psitacci
C. abortus
Salmonella dublin
Salmonella typhimurium
Bacillus anthracis
Listeria monocytogenes

Leptospira
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7.2.9.1. Trichomoniasis

“Es una enfermedad de transmision venérea que afecta al tracto reproductor bovino
produciendo vaginitis, cervicitis, endometritis y placentitis, asociada a la pérdida del embrioén

.. . . . 39
o feto. En condiciones naturales, la vaca o vaquillona se infecta durante el coito™”".

7.2.9.2. Rinotraqueitis bovina infecciosa (IBR)

Es una enfermedad de distribucion mundial, infecciosa, muy contagiosa, de curso agudo, que
afecta al aparato reproductor ocasionando problemas de infertilidad, aborto que tienen lugar a
los 4- 9 meses de gestacion, malformaciones congénitas y reduccion de la produccion lactea.
El diagnostico se realiza mediante el aislamiento del virus, histopatologia del feto y

anticuerpos fluorescentes*’.
7.2.9.3. Diarrea viral bovina (VDVB)

Es una enfermedad infectocontagiosa caracterizada por ser de distribucion mundial y
endémica en los rebafios causando trastornos respiratorios, diarrea, tormenta de abortos, caida
brusca en la produccion de leche y muertes stibitas*, pero a diferencia de Neosporosis pueden
manifestar ligera depresion, fiebre y leucopenia con descarga 6culo-nasal y ocasionalmente
presentar erosiones en la cavidad bucal. Se diagnostica por el aislamiento del virus y el

. . ., . . . 41
control se realiza mediante la vacunacion con virus vivo momificado .

“Cuando una hembra prefiada se infecta con DVB puede ocurrir aborto, parto de terneros con
alteraciones congénitas como ceguera, defectos en piel, problemas de equilibrio y locomocion

.. . ., 5539
o el nacimiento de terneros de aspecto "normal" pero portadores de la infeccion™”.

7.2.9.4. Brucelosis bovina o aborto enzootico

Es una enfermedad infecciosa cronica de distribucion mundial, las caracteristicas mas
importantes de la enfermedad son el aborto, la epididimitis y vesiculitis, el nacimiento de
terneros débiles, la baja en la produccion de leche, la infertilidad en vacas y toros, la que

puede transmitirse al ser humano por consumir leche contaminada*’.

El diagndstico se realiza mediante pruebas de aglutinacidon en suero y en sangre, prueba de
anillo en leche, prueba de aglutinacion en placa de leche completa, suero lacteo, semen,
plasma y moco vaginal. La enfermedad puede ser controlada mediante vacunacion y a largo

. . . ., . . . . 43
plazo mediante la identificacion y sacrificio de los animales infectados™.
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7.2.9.5. Actinomicosis

Es un bacilo que estd presente en la mucosa nasal, conjuntival, vaginal y prepucial de
rumiantes, estd asociada a mastitis, abscesos mamarios, bronconeumonia, metritis y

. . , . 44
septicemia. No es comun encontrar a la bacteria en fetos abortados o en las placentas™ .

Al parecer, alcanza el utero por via hematdgena ocasionando una placentitis supurativa, a
nivel de la carincula. “La muerte fetal puede deberse a hipoxia e inanicion debido a la

destruccioén de la placenta”

. Los abortos pueden ocurrir en cualquier estadio de la gestacion.
Macroscopicamente se puede observarse placentitis purulenta y los fetos < 5 meses presentan

numerosos focos blanquecinos en los pulmones, constituidos por colonias de la bacteria™®.
7.2.9.6. Campilobacteriosis genital bovina

Caracterizada por infertilidad temporal, repeticion de celos, producir mortalidad embrionaria
y abortos esporadicos entre los 4 a 8 meses de gestacion. “La hembra se infecta durante la
monta en donde la bacteria es depositada en la vagina en forma conjunta con el semen
pudiendo quedar acantonada en el area cérvico-vaginal o colonizar en el ttero provocando

. . . 4
mortalidad embrionaria o aborto”*.

7.2.9.7. Chlamidiosis

Es una enfermedad de distribucion mundial que en los bovinos principalmente causa

abortos™®.
7.2.9.8. Salmonelosis

Enfermedad infecciosa de distribucion mundial siendo unos de los principales patdégenos
zoonoticos de origen alimentario es responsable de aproximadamente el 80% de los abortos

, , .y . 4
que se produce més cominmente sobre los 7 meses de gestacion aunque puede ser variable *'.

Presenta diarreas y muerte de terneros y abortos en hembras, las vacas infectadas pueden

eliminar por la leche y de esa manera transmitirla a los terneros*®.
7.2.9.9. El antrax o carbunco bacteriano

Enfermedad que estd presente en todos los continentes, con alta mortalidad en los rumiantes,
es frecuente encontrar rumiantes muertos sin que se hayan presentado ningin signo de

enfermedad pero en la forma aguda de la enfermedad puede haber fiebre alta, temblores
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musculares y dificultad para respirar justo antes del colapso y muerte del animal. La sangre
sin coagular puede exudar por los orificios corporales y no siempre se observa la rigidez post

4
mortem 9.

7.2.9.10. Leptospirosis

Es una enfermedad de distribucién mundial, con un alto impacto reproductivo y econémico,
que afecta al bienestar animal, ya que genera infertilidad, abortos durante el Gltimo trimestre
de la prefiez, muerte perinatal o nacimientos de terneros débiles o que mueren, como también,

el “sindrome de caida de la leche” o agalactia transitoria™.
7.2.9.12. Listeriosis

“Es una infecciéon que ocasiona encefalitis (inflamacion del cerebro), abortos entre 7 a 8
meses de gestacion, el feto presenta focos necrdticos en el higado y otros érganos o
intoxicacién de la sangre”46, los sintomas incluyen abatimiento, inapetencia, fiebre, falta de
coordinacion, salivacion, pardlisis facial, y marcha en circulos. La enfermedad es mas comun
en animales mas jovenes (de 1 a 3 afios). La infeccion también puede ocasionar mastitis en las

VacaSSO.

7.2.10. Tratamiento
No se conoce actualmente ningin tratamiento especifico de la enfermedad, debido a la
dificultad de eliminar los bradizoitos que se hallan en los quistes tisulares, pero existe
informacion acerca de la sensibilidad in vitro de Neospora caninum a ciertos antimicrobianos,
ocasionando una reduccion total del nimero de taquizoitos cultivados in vitro>, observando
que entre las drogas mas efectivas se encuentran la clindamicina, diclazuril, robenidina y
pirimetamina; sin embargo la eficacia de dichas drogas en bovinos no ha sido atn estudiada,
recientemente se ha informado que utilizando toltrazuril y ponazuril, los cuales son derivados
de una droga llamada triazinona utilizada en el tratamiento de las coccidiosis, se logro
disminuir las lesiones cerebrales de terneros inoculados experimentalmente, quedando
demostrado que actualmente no existe tratamiento en los bovinos que los libere de la

enfermedad’”.
7.2.10.1. Quimioterapia

La eliminacién del parasito en el bovino infectado a través de la quimioterapia o de la propia

respuesta inmune post-infeccion, se ve dificultada por la habilidad que tiene N. caninum para
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formar quistes en el tejido nervioso, lo cual le da proteccion y le permite persistir por tiempo
. . 1 .. , . . . . . .

indefinido'’. “Los quimioterapicos que son efectivos in vitro o parcialmente efectivos en la
especie canina, no serian Utiles para bovinos con quistes y agregarian el riesgo de contaminar

. o 28
la leche con residuos quimicos™"".

La quimioterapia podria ser un intento para controlar la infeccion si se contara con una droga
apropiada y de aplicacién estratégica. Lindsay probo la actividad de 43 agentes
quimioterdpicos sobre taquizoitos de Neospora caninum cultivados “in vitro”, incluyendo
sulfonamidas, dehidrofolatos, timidilatos e ionoforos, macroélidos y tetraciclinas, pero la

clindamicina demostr6 tener la mayor actividad®.

7.2.11. Control
La neosporosis se presenta como una causa mas de aborto y el control debe ir encaminado,
fundamentalmente, a reducir la prevalencia de la infeccion en las explotaciones con brotes
declarados y a prevenir su propagacion a otras evitando tanto la transmision horizontal como

la vertical®2.

7.2.11.1. Control de infecciones congénitas

» Realizar examenes serologicos a las hembras para reposicion, tanto las nacidas en el
hato, como las adquiridas de otras ganaderias

» Evitar el ingreso de ganado de reemplazo infectados al hato.

» Detectar pérdidas de prefies o fetos momificados, realizando el seguimiento del
desempefio reproductivo mediante tactos rectales.

» Se deben eliminar a las vacas infectadas ya que portan, la enfermedad de por vida.
Cuando no es posible eliminar todas las vacas seropositivas, se recomienda eliminar
solo las vacas que abortan

» Eliminar progresivamente animales infectados y su descendencia debido a la alta
probabilidad de ser congénitamente infectadas a Neospora caninum.

» En los hatos ganaderos donde se realiza transferencia de embriones, se debe
comprobar que las donantes y receptoras sean seronegativas

» En lo posible mantener separadas las vacas negativas de las positivas después del parto
durante algunos dias, para evitar una posible infeccion a través de los loquios.

» Hacer un seguimiento durante toda la gestacion en las vacas, mediante chequeos

periddicos para constatar su evolucion normal.
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Cuando hay abortos por segunda vez es preferible descartar al animal, ya que va a

presentar el problema durante toda su vida reproductiva49.

7.2.11.2. Control de posibles transmisiones post natales

>

Evitar el ingreso de perros u otro canidos a las instalaciones para evitar que
contaminen las pasturas, raciones o aguadas con sus heces

Eliminar las placentas, fetos abortados y terneros muertos (incinerar o enterrar) para
tratar de impedir que los perros ingieran estos residuos.

Tener control de las condiciones higiénicas dentro del hato y de los materiales.

Es necesario realizar desparasitaciones a todos los perros de la granja y también
realizar exdmenes seroldgicos 2 veces al aflo para asegurar la seronegatividad de la
neosporosis dentro de la granja.

Evitar estrés.

. . . 53
Control alimenticio™.

7.2.12. Prevencion

La prevencion de la enfermedad en los bovinos mediante el uso de vacunas inactivadas aun es

motivo de investigacion, pero se han utilizado vacunas a partir de taquizoitos inactivados de

N. caninum en combinacion con diferentes adyuvantes evaludndose la respuesta inmune

lograda™.

7.2.12.1. Vacunacion

Las vacunas disponibles comercialmente a nivel mundial comunmente han sido vacunas

muertas preparadas con células completas de N. caninum.

» BovilisNeoGuard (INTERVET).- contiene taquizoitos inactivado de N. caninum en

dosis de 5 ml (frasco de 50 ml), via subcutdnea, con adyuvante (SPUR), evita
reacciones locales y dolor, prolonga inmunidad, Mantener entre 2 a 7 °C que es
aplicada de los 2 a los 3 meses de gestacion y se debe aplicar una revacunacion a los
21 dias, esta vacunacion ayuda a disminuir los abortos dentro del hato. Sin embargo,
su eficacia en la prevencion de la infeccion congénita ha demostrado ser muy limitada
y por ellos su valor ha sido cuestionado por la comunidad cientifica **.

McAllister.- ha demostrado que con la infeccion natural se desarrolla un cierto grado
de proteccion contra los abortos. Bayer tiene en el mercado una vacuna inactivada

pero cuya efectividad atn no ha sido plenamente comprobada .
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Recientemente se han elaborado y estan investigando vacunas preparadas con taquizoitos
vivos atenuados, antigenos parasitarios completos o fracciones de ellos y antigenos
recombinantes que experimentalmente parecen ser prometedores y mas eficaces al estimula la
inmunidad celular en contra del parasito pero sin embargo ain no estan disponibles en el

55
mercado™.

7.2.13. Respuesta Inmune
La gestacion es un proceso que comprende diversos mecanismos de aceptacion y rechazo,
durante esta etapa la madre genera adaptaciones tanto a su metabolismo como al sistema
inmune con el fin de generar un ambiente nutritivo y de homeostasis para favorecer el

desarrollo del embrion y posteriormente del feto'.

La respuesta inmune generada en N. caninum estimulan una respuesta mediada por linfocitos
helper tipo 1(Thl) dominada por la produccion IL-12, interferon Gamma (IFN-y), factor de
necrosis tumoral alfa (FNT a) e IgG2, las cuales se encargan de activar vias que generan

radicales libres y 6xido nitrico (ON) siendo letales para estos parasitos’.

“Uno de los mecanismos mas importantes durante el proceso de rechazo fetal establece un
desequilibrio entre la respuesta Th1/Th2 a favor de la respuesta Thl alterando el trofoblasto,
por consiguiente se genera la produccion de IFN-y que es capaz de interferir sobre ese tejido
directamente causando abortos espontdneos, y otras citoquinas asociadas a este tipo de

respuesta”9.

En el primer trimestre de la gestacion el feto es incapaz de reconocer al patogeno, por lo cual
es vulnerable a la infeccion con N. caninum y es bastante improbable que sobreviva. En el
segundo tercio de la gestacion el feto ya es capaz de producir una respuesta inmune, la que se

. . . . 3.53
evidencia por presencia de anticuerpos en el suero de fetos abortados™

. Esta respuesta puede
no ser suficiente ya que la mayoria de los abortos ocurre en este periodo. Sin embargo, si la
infeccion ocurre en el ultimo tercio de la gestacion el feto es capaz de sobrevivir y nacer

infectado pero clinicamente sano"”.

En las hembras bovinas congénicamente infectadas decrece el riego de aborto en la prefiez

subsiguiente, contando con un cierto grado de proteccion fetal debido a la presencia de una

. . . 31
respuesta inmunitaria materna” .
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7.2.14. Importancia

7.2.14.1. Importancia Econémica

. .4 17 ,qe ;. . .
Como dice Echaide ', las pérdidas economicas producidas por la N. caninum en las
explotaciones de bovino son muy altas, pues el efecto mas importante en bovinos son los
abortos teniendo consecuencias que afectan a los productores teniendo un impacto real en la

economia que pueden ser:

Lento crecimiento del hato ganadero, por los abortos producidos.
Los costos de manejo reproductivo, tratamientos son muy altos.

Pérdida de una lactancia, cuando se presentan abortos seguidos.

YV V V V

Muerte fetal temprana con repeticion de celo, incremento del intervalo parto
concepcion o infertilidad.

» Incremento en el descarte de vacas. Las vacas infectadas tienen mas probabilidad de
ser descartadas por bajo desempefio reproductivo

» Baja produccion lactea y menor ganancia de peso48.
7.2.14.2. Importancia Sanitaria

“Hasta el momento, no se ha detectado aunla presencia de N. caninum en el hombre, pero su
estrecha relacion con T. gondii - patégeno importante en mujeres gestantes y en individuos
inmunodeprimidos y el hecho de que la infeccion haya sido establecida experimentalmente

apunta a la posibilidad de la infeccién humana”

. Estudios detectaron anticuerpos anti-N.
caninum en el suero de 69 de 1.029 (6,7%) mujeres con antecedentes de aborto mediante IFI y
Western blot. Aunque la tasa de seropositividad fue muy baja, estos resultados indican que
anticuerpos frente a N. caninum pueden estar presentes en el suero humano y no se debe

descartar la posibilidad de la infeccion por este parasito que afecte al hombre®.

7.2.15. Estudios relacionados

» Lozada (2004), realizo un trabajo sobre determinacion de la presencia de anticuerpos a
Neospora caninum en hatos lecheros de la sierra centro norte del Ecuador, por Prueba
Inmunoenzimatica, para diagnosticar neosporosis bovina, en el cual se tomaron
muestras de sangre a 395 bovinos y obtuvo una prevalencia del 42% de reactores
positivos®’.

» Cruz (2011), efectud un estudio sobre Identificacion del parasito “Neospora caninum”

en bovinos por medio del método de ELISA, en las haciendas ganaderas del canton
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Tulcan en la Provincia del Carchi, a 182 bovinos, obteniendo como resultados que la
prevalencia fue de 51,64% de reactores positivos™.

» Escobar y Vargas (2011), desarrollaron la investigacion sobre la “comparacion de
inmunofluorescencia indirecta y ELISA para la determinacién de anticuerpos contra
Neospora caninum en sueros bovinos recolectados en fincas de las provincias de
Pichincha, Bolivar y Santo Domingo de los Tsachilas”. Se evaluaron 343 sueros de
bovinos de diferentes haciendas de las zonas de Pintag (Prov. de Pichincha),
Alluriquin (Prov. de Santo Domingo de los Tsachilas) y Salinas (Prov. de Bolivar).
Las prevalencias encontradas para Neospora caninum fueron de 27,1 % mediante la
técnica de ELISA, y el 23% mediante la técnica de IFI>,

» Cajamarca y Reyes (2012), desarrollaron una investigacion sobre Determinacion de la
incidencia de Sarcocistosis Bovina en Animales Positivos a Neosporosis, en trece
haciendas ganaderas en Machachi, canton Mejia, en 145 bovinos, obteniendo como
resultado 18,6% de reactores positivos a neosporosis~.

» Cuenca (2014), realizo la investigacion sobre la “Determinacion de la prevalencia de
neosporosis bovina e identificacion de la presencia de caninos como factor de riesgo
en las ganaderias del canton Loja”, realizo la colecta e identificacion de 650 muestras
sanguineas de hembras bovinas mayores a un afio de edad en 141 fincas. Posterior a la
obtencion de sueros, se ejecutd el diagndstico seroldgico de Neosporosis bovina,
mediante ELISAc (Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas-Competitivo) con
cuyos datos se procedio al calculo de prevalencia de la enfermedad en un 22,31 %,

resultando afectadas el 45,39% de las ganaderias’.

8.VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS

8.1. Hipétesis nula
Ho= No Influyen los factores epidemioldgicos provocando la presencia de Neospora caninum

en los animales de la parroquia Ignacio Flores, en el canton Latacunga

8.2. Hipotesis alternativa
H1= Influye los factores epidemiologicos provocando la presencia de Neospora caninum en la

parroquia Ignacio Flores, en el canton Latacunga.
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9. METODOLOGIAS Y DISENO EXPERIMENTAL
9.1. Metodologia

9.1.1. Ubicacion
El presente proyecto de investigacion se realizé en hatos de ganado bovino lechero que son

administrados bajo métodos tradicionales de produccion ganadera.

9.1.1.1. Ubicacion Geografica

> Pais: Ecuador.

» Provincia: Cotopaxi

» Canton: Latacunga

» Parroquia: Ignacio Flores
» Longitud: -78.6

» Latitud: -0.933333

> Altitud: 2750 msnm
» Temperatura promedio: 12°C

Figura 3. Ubicacion Geografica
FUENTE®

9.1.2. Unidades en estudio
La poblacion de referencia utilizada fue de 50 bovinos hembras de diferente raza (Holstein,
Brown swiss y criolla), de entre 2 a 9 afios de edad pertenecientes a hatos de ganado bovino
que son administrados bajo sistemas extensivos y que se encuentran en contacto con perros

dentro del predio.


https://es.wikipedia.org/wiki/Altitud

9.1.3. Materiales

9.1.3.1. Material y equipos de Campo

Y

YV V.V V¥V V V V V V V V V V V V

Caja conservadora de temperatura (Cooler)
Conservador de muestras (gel refrigerante)
Gradillas

50 Registros de campo

50 Encuestas epidemioldgicas

50 jeringuillas de 10 ml

50 Tubos vacutainer de 10 ml sin anticoagulante
50 Agujas 18Gx1”

Guantes de examinacion

Mascarillas desechables

Overol

Botas

Material de sujecion (sogas)

Camara fotografica

Desinfectantes

Gasas

9.1.3.2. Material de laboratorio

>
>
>
>

Pipeta
Centrifugadora

50 tubos eppendorf
Kit CIVTEST BOVIS

9.1.3.3. Material de Oficina

>

YV V. V V V V V

Computadora
Calculadora
Esferograficos

Lapiz

Marcadores

Hojas de papel boom
Memoria flash

Impresora

25
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> Borrador

9.1.4. Variables de estudio
Para determinar el niimero de casos positivos a Neospora caninum en hembras bovinas se
estudiaron variables como la prevalencia de neosporosis segiin la edad (2 a 9 afos) del
animal, segun la raza de las vacas (Holstein, Brownswiss y criolla) y segun factores asociados

a que exista la presencia de la enfermedad en el hato.

9.1. 5. Aplicacion de la encuesta
A cada propietario de los animales se le aplicé la encuesta con preguntas de caracter cerrado
para conocer los datos de sistema de produccion, control sanitario y presencia de factores de

riesgo que estén asociados a Neospora caninum (Anexo N°3)

9.1.6. Técnicas
9.1.6. 1. Técnica de campo

1) A los propietarios de cada animal que fueron seleccionados se explico la importancia
del presente trabajo

2) A los animales seleccionados se les registraron los datos correspondientes en cada
ficha y con ayuda de los propietarios se llenaron las encuestas.

3) Se recolectaron 50 muestras una muestra por animal, con una previa desinfeccion del
lugar se extrajeron 5 a 8 ml de sangre de la vena yugular, con el sistema de tubos al
vacio y agujas de 18Gx1”, la sangre se colocd en tubos sin anticoagulante, las cuales
se codificaron y se registraron en la ficha de muestreo.

4) Preservando las muestras a una temperatura de 4 a 8 °C en una caja conservadora de
temperatura (Cooler) y con los geles refrigerantes, para luego llevarlas al a la Agencia

de regulacion y control fito y zoosanitario (Agrocalidad) Latacunga.

9.1.6.2. Técnica del laboratorio
A. Preparacion de las muestras
1) En el laboratorio de Agrocalidad Latacunga, las muestras fueron centrifugadas a 2500
rpm durante 10 minutos para la separacion del suero sanguineo, mediante el uso de la
pipeta el suero resultante fue transferido a tubos eppendorf que estaban debidamente
codificados.
2) El suero obtenido era libre de hemolisis y contaminacion para la deteccion de

anticuerpos especificos contra Neospora caninum en el ganado bovino.
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Se realizé la prueba de ELISA indirecta con el kit CIVTEST BOVIS NEOSPORA del
(laboratorio HIPRA S.A.) en el laboratorio de la direccion de diagndstico animal en

Agrocalidad de Tumbaco — Quito.

Procedimiento del ensayo de la prueba de ELISA

Preparacion de los reactivos

1)
2)

3)

Los reactivos se equilibraron a una temperatura ambiente antes de comenzar el ensayo.
Para reconstruir la solucion del lavado se afiadié 1 volumen de solucién de lavado
(10x) a 9 volimenes de agua destilada

Para reconstruir el diluyente de la muestra se afiadio un volumen de este diluyente

(3x) a 2 volumenes de agua destilada.

Preparacion de las muestras

1))

2)

Las muestras de suero individual se diluyeron a 1/100 en solucion diluyente de
muestras diluida.
Se transfirid 10 ul de esta dilucion 1/20 de la muestra a un pocillo de la placa de

ELISA que contiene 40 ul de solucion diluyente de muestra diluida.

Desarrollo del ensayo

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

Se dejo que todos los reactivos alcancen la temperatura ambiente y verificando que
estén bien mezclados se hace una inversion suave del frasco.

Se afiadi6 50 ul de las muestras diluidas 1/100 a los pocillos apropiados de la placa.

Se cubrié la placa con una cubierta adhesiva para incubar durante 60 minutos a una
temperatura +37 °C.

Retirando el adhesivo, se realizo3 lavados de cada pocillo con 300 ul de solucion de
lavado diluida, dando la vuelta a la placa se golpeo sobre el papel absorbente.

Se afiadio 50 ul de solucidon conjugado a cada pocillo volviendo a cubrir la placa para
la incubacién durante 60 minutos a +37°C.

Retirando el adhesivo, se realiz6 3 lavados de cada pocillo con 300 pl de solucion de
lavado diluida, dando la vuelta a la placa se golpe6 sobre el papel absorbente.

Se afadid en cada pocillo 50 ul de solucion de sustrato agitando suavemente la placa

durante 2 segundos.
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8) Se sello la placa con una tapa adhesiva para incubar a una temperatura ambiente de
+20 a +25 °C en la oscuridad durante 15 minutos.

9) Se quitd la tapa adhesiva y se afiadi6 a cada pocillo 50 ul de solucion de Paro,
golpeando ligeramente el flanco de la microplaca.

10) Limpiando la superficie inferior de la placa con el papel absorbente se procedio a leer
la placa utilizando un lector de ELISA equipado con un filtro de 405 nm.

11) Por ultimo se registrando los resultados

Tabla 3. Método de interpretacion de los resultados de ELISA segun el kit CIVTEST BOVIS

Valor Estado inmune frente a Neospora caninum
Menor o igual a 6.0 Negativo
Mayor de 6.0 e inferior o igual a 10.0 Sospechoso
Mayor de 10.0 Positivo
FUENTE"

9.2. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los resultados se utilizaron tablas de frecuencias y la prueba de
Chi — cuadrada realizada en el programa estadistico infostad. Se consideraron los resultados
de los casos positivos a Neospora caninum expresando los mismos en porcentaje. Para

estimar estos valores se utilizo6 la siguiente férmula:

Prevalencia a la prueba:

N° de muestras seropositivas
p= 0 x 100
N° total de muestras

_ % 100
P =75y

p=12%

10. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

10.2. Prevalencia de neosporosis bovina en el cantén Latacunga, parroquia Ignacio
Flores.

La neosporosis bovina es una enfermedad de importancia mundial por las pérdidas
econdmicas que esta afecta a los productores, en la tabla 4 se presentan los resultados de la

investigacion realizada en la parroquia Ignacio Flores en la cual se determiné que de 50
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animales muestreados, 6 bovinos son positivos que representa el 12 % de seroprevalencia de

la neosporosis, resultados que se obtuvieron mediante la técnica de ELISA indirecta.

Tabla 4. Prevalencia de Neosporosis bovina en el canton Latacunga, parroquia Ignacio
Flores por nimero de reactores positivos a ELISA indirecta

N° de muestras % de seroprevalencia
Casos negativos 43 86%
Casos positivos 6 12%
Casos sospechosos 1 2%
TOTAL 50 100%

En investigaciones previas en los que se han empleado métodos de diagnéstico similares
permiten pensar que la neosporosis se encuentra difundida en el pais en diferentes sectores de
la region Sierra, pues la presencia de anticuerpos de Neospora caninum en ganados lecheros
mediante pruebas serologicas se ha logrado detectar segun las investigaciones de Cajamarca y
Reyes (2012), en el canton Mejia — Quito, reportando una seroprevalencia del 18,6% de un
total de 145 muestras sanguineas; Lozada (2004) en la Sierra Centro Norte del Pais report6 de
un total de 395 muestras una seroprevalencia del 42%; Cruz (2011), efectu6 un estudio en las
haciendas ganaderas del canton Tulcén en la Provincia del Carchi, en donde muestreo 182
bovinos, obteniendo como resultados que la prevalencia fue de 51,64% de reactores
positivos™,Cuenca (2014), realizo la investigacién en las ganaderias del cantén Loja”, en un
total de 650 muestras sanguineas de hembras bovinas dando como resultado de prevalencia en
un 22,31 %. Sin embargo en nuestro sector el porcentaje de prevalencia es aun baja a

comparacion de otros sectores que ya han sido estudiados.

10.2. Prevalencia de neosporosis bovina segun la edad

En la Tabla 5 se observa que de un total de 50 animales muestreados, la prevalencia segun la
edad el porcentaje mas alto son los animales que tienen 2 y 6 afios con una prevalencia del 4
%, y los de menor prevalencia fueron animales de 4 y 7 afios presentando una prevalencia del
2%, de acuerdo a Chi cuadrado el resultado no es significativo pero los animales de 6 afios de
edad aporta en mayor medida teniendo en cuenta que la enfermedad se puede presentar a

cualquier edad.
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Tabla 5. Prevalencia de Neosporosis bovina segun la edad

edad del NEGATIVO POSITIVO SOSPECHOSOS TOTAL  Estadistico de

bovino N° % N° % N° % N° %, la prueba
(aiios)
2 11 22% 2 4% 0 0% 13 26% x’=16,2148
3 8 16% 0 0% 1 2% 9 18%
4 7 14% 1 2% 0 0% 8 16% v=14
5 7 14% 0 0% 0 0% 7 14%
6 1 2% 2 4% 0 0% 3 6% p=10,95
7 4 8% 1 2% 0 0% 5 10%
8 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% x“critico=
9 5 10% 0 0% 0 0% 5 10% 21.0261
TOTAL 43 86% 6 12% 1 2% 50 100%

Contreras en el afio 2009 realizo un estudio similar de 230 animales muestreados, observo la
mayor prevalencia en lo bovinos de 8 afios de un total de 9 bovinos muestreados de esa edad 6
resultaron positivos dando una prevalencia del 66,67%, esto resultados fueron sometidos a
una prueba estadistica donde se determind que existe homogeneidad entre los grupos de

edades es decir que se puede presentar indistintamente en cualquier edad la enfermedad.

Pena et al.de un total de 821 animales muestreados, se observo que los animales de 3 afos de
edad tienen mayor prevalencia con un 23.2% de un total de 138 bovinos muestreados de esta

edad. Corroborando con los datos obtenidos en el proyecto de investigacion realizada.

10.3. Prevalencia de neosporosis bovina segun la raza

En la tabla 6 se observa que de los 50 animales muestreados 3animales de raza Holstein son
positivas mostrando una prevalencia del 6% y un animal de la misma raza se presentd6 como
un caso sospechoso con un IRPC de 7,69, en los animales criollos hubo 3 casos positivos
presentando una prevalencia del 6% al igual que las de raza holstein pero teniendo en cuenta
que el numero animales muestreados fue mayor, de acuerdo a chi — cuadrado se determinando

que No es significativo por lo no influye la raza del animal para que presente neoporosis.
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Tabla 6. Prevalencia de Neosporosis bovina segun la raza

RAZA NEGATIVOS POSITIVOS SOSPECHOSO TOTAL Estadistico

N° % N° % N° % N° % de la prueba
Holstein 24  48% 3 6% 1 2% 28 56%  x’=3,563
Brown o o o o V=4
Suries 9 18% 0 0% 0 0% 9 18% P0.05
2 e
Criola 10 20% 3 6% 0 0% 13 26% X crtico=
0,488
TOTAL 43 86% 6 12% 1 2% 50  100%

Pefia et al. 2011 realizo un estudio sobre la presencia de Neospora caninum en vacunos
lecheros de acuerdo a la raza (Beefmaster, Cebu, Charolais, Cruza, Holstein, Simental y Suizo
pardo) en donde hubo una prevalencia del 0% de un total de 4 bovinos holstein muestreados,
con la investigacion realizada se puede ver que en lugar estudiado existen un mayor numero
de animales de esta raza a comparacion del estudio de Pefia et al. y no existen mas estudios

relacionados a la prevalencia segun la raza.

10.4. Prevalencia de Neosporosis segun la presencia de perros

El factor epidemioldgico mas comunes para que exista la presencia de neosporosis bovina es
el contacto directo con perros, en la tabla 7 se observa que la prevalencia de neosporosis
segun la presencia de perros en los predios fue del 10% con 5 casos positivos y segun la
ausencia hubo un caso positivo presentando también un caso sospechoso por la misma causa,
mediante la prueba estadistica chi-cuadrado se pudo determinar que la presencia de los perros

no influye para que exista neosporosis en bovinos.

Tabla 7. Prevalencia de Neosporosis bovina seglin la presencia de perros

Presencia NEGATIVOS POSITIVOS SOSPECHOSOS TOTAL Estadistico

de perros N© A N° A N° % Ne ¢, delaprueba
2_
Presencia 36 72% 5 10% 0 0% 41 02 XT4649
Yo v=2p
18 p=0.05
Ausencia 7 14% 1 2% 1 2% 9o Xcritico=
o 5,991

TOTAL 43 86% 6 12% 1 2% 50 100%
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Estudios realizados permitieron corroborar con los resultados obtenidos, Cuenca (2014)
evalu6 este problema obteniendo resultados del 42% de los hatos bovinos tienen contacto con
los perros, y en el estudio realizado le dio como resultado que el 92% de los predios tiene la
presencia de caninos lo que nos hace pensar que la presencia o ausencia de perros no influyen

cuando se presenta la enfermedad.

La baja y no significativa correlacion entre nimero de perros en el predio con la tasa de
prevalencia de neosporosis se encuentra acorde con otros resultados (Romero y Frankena,
2003, Ogawaet al. 2005, Bafaleset al. 2006, Escalonaet al. 2010), a pesar de la
identificacion del perro doméstico (Canis familiaris) como hospedero definitivo de Neospora
caninum. Esto sugiere que la principal forma de transmision de la neosporosis en los hatos

evaluados es de tipo vertical.

10.5. Analisis de los resultados de la encuesta epidemiologica

10.5.1. Movilidad de animales entre propiedades

En la tabla 8 de los 50 propietarios encuestados el 88% movilizan a los animales entre las
propiedades llevandoles aun potrero comun junto con animales vecinos, y el 12 % de los
propietarios no movilizan sus animales ya que ellos cuentan con alimentacion propia para sus

bovinos.

Tabla 8. ;Moviliza animales entre propiedades?

Respuestas N° de encuestados Porcentaje
SI 44 88%
NO 6 12%
TOTAL ENCUESTADOS 50 100%

10.5.2. Bebederos y pastizales comunes

Tabla 9 se observa que 48 productores contestaron que si utilizan los mismos bebederos para
todos los animales y que los pastizales compartian hasta con animales de otros vecinos,
mientras que el 4% de los propietarios dejan con bebederos para cada uno de sus animales
pues hay que tener en cuenta que la higiene inadecuada (limpieza y desinfeccion de ambientes

e implementos, eliminacion de excretas, uso de estercoleros, desratizaciones,
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desinsectaciones, etc.) fue un factor de riesgo en la presentacion de neosporosis segun Arauco
2015.

Tabla 9. ;Sus bovinos comparten bebederos y pastizales comunes?

Respuestas N° de encuestados Porcentaje
SI 48 96%
NO 2 4%
TOTAL ENCUESTADOS 50 100%

10.5.3. Procedencia de animales de remplazo

En la tabla 10 y figura 10 se pudo observar que los animales de remplazo que utilizan los
productores el 58% eran propios por lo que se puede decir que la transmision de neosporosis
es vertical en los casos positivos en animales de 2 afios, el 36 % de los animales de remplazo

son llevados de la feria y el 6% son adquiridos de haciendas o compran de animales vecinos.

Tabla 10. ;Cual es la procedencia de los animales de remplazo?

Respuestas N° de encuestados Porcentaje
Propios 29 58%
Feria 18 36%
Otros 3 6%
TOTAL ENCUESTADOS 50 100%

10.5.4. Destino del estiércol

Tabla 11 permitio observar cual es el destino del estiércol del bovino pues el 66 % lo usan
como abono para los cultivos y el 34 % lo dejan en los pastizales sin darles un tratamiento a

los mismos.

Tabla 11. ;Cual es el destino final del estiércol?

Respuestas N° de encuetados Porcentaje
acequia o rio 0 0%
Pastos 17 34%
Cultivos 33 66%

TOTAL ENCUESTADOS 50 100%
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10.5.4. Contacto directo de perros con bovinos
Tabla 12esta pregunta hacer referencia directamente si los bovinos conviven con los perros en
donde el 84 % de los encuestados respondieron que si que los perritos pasan por los pastizales

en donde se alimentan los bovinos, y el 16 % respondieron que no.

Tabla 12. ;Los perros pasan en contacto directo con los bovinos?

Respuestas N° de encuestados Porcentaje
Si 42 84%
No 8 16%
TOTAL ENCUESTADOS 50 100%

20.5.5. Frecuencia de desparasitaciones a los perros

Por ser una fuente de transmision de neosporosis los perros sin desparasitar en la tabla 13
observamos que de 50 personas encuestadas el 6% tienen animalitos que nunca han sido
desparasitados, el 44 % desparasita a sus perros cada afio, el 34% semestral y el 16 % con los

propietarios que si se preocupan en realizar sus desparasitaciones trimestralmente.

Tabla 13. ;Con que frecuencia desparasita a sus perros?

Respuestas N° de encuestados  Porcentaje
Trimestral 8 16%
Semestral 17 34%

Anual 22 44%
Nunca 3 6%
TOTAL ENCUESTADOS 50 100%

20.5.6. Signos de neosporosis en bovinos

En la tabla 14 se observa que existen signos de la Neosporosis, siendo el mas vidente por los
propietarios la repeticion del celo en un 38% y en un 34% el nacimiento de terneros débiles,

pero sin duda el porcentaje de la prevalencia encontrada es baja con el 14%.



35

Tabla 14. ;Han presentado o presentan los bovinos algunos de estos signos?

Respuestas N° de encuestados Porcentaje
Fiebre 11 22%
Mortinatos 0 0%
nacimiento de terneros débiles 17 34%
maceracion fetal 0 0%
repeticion de celos 19 38%
trastornos oculares 3 6%
TOTAL ENCUESTADOS 50 100%

10.5.7. Signos clinicos de neosporosis en terneros

Tabla 15 se observd que el 84 % de animales nacen con incardinacién muscular que duran
varios dias en recuperarse, el 12 % con paralisis muscular y el 4 % con orbitas salidas

presentado su muerte a los poco dias de haber nacido.

Tabla 15. ;Signos clinicos en terneros al nacer?

Respuestas N° de encuestados Porcentaje
incoordinacion muscular 42 84%
paralisis muscular 6 12%
orbitas oculares salidas 2 4%
TOTAL ENCUESTADOS 50 100%

10.5.8. Presencia de abortos en las vacas

El aborto es la causa mas importante de la neosporosis por ello en la tabla 16 se observé que
existe 34 % de vacas que han presentado aborto pero comparando con el 14% de prevalencia
a neosporosis se puede decir que el porcentaje de abortos es mas alta por lo que se puede

deber otras causas ajenas a Neospora caninum.
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Tabla 16. ;Ha tenido problemas de abortos con las vacas que ha tenido?

Respuestas N° de encuestados  Porcentajes
Si 17 34%
No 33 66%
TOTAL ENCUESTADOS 50 100%

La presencia de abortos es otro factor epidemioldgico que puede estar asociada a la presencia
de neosporosis en los bovinos, Contreras realizo un estudio con estas caracteristicas en el cual
observo la seroprevalencia de Neospora caninum, segin la, presencia de abortos con 51,68 %

de casos positivos.

10.5.9. Periodo de gestacion donde se ha presentado el aborto
En la tabla 17 se puede observar que de los animales que han presentado aborto lo han hecho
en el segundo tercio de gestacion las cuales estarian vinculadas a la neosporois segin las
caracteristicas que presenta la enfermedad, mientras tanto los animales que han presentado
aborto en el primer y tercer tercio de gestacion las causas pueden estar ajenas a la presencia de

Neosporosis.

Tabla 17. ;En qué periodo de gestacion han abortado las vacas?

Respuestas N° de encuestados  Porcentaje
no abortan 33 66%
primer tercio 6 12%
segundo tercio 8 16%
tercer tercio 3 6%
TOTAL ENCUESTADOS 50 100%

Contreras 2009 realizo un estudio teniendo en cuenta el periodo que se presenta el aborto en
los bovinos y observo de un total de 230 vacunos muestreados, segin el tercio en que se
presenta el aborto, resultando los mayores casos positivos en el primer tercio de gestacion,

con 53,41 % de prevalencia.

10.5.10. Destino de la placenta y fetos abortados
En la tabla 18, se observa que el 44% de fetos y placentas eliminadas de los bovinos se comen
los perros, ayudando que los animales positivos sean una fuente de transmision horizontal

porque el parasito sigue con su ciclo bioldgico debido al mal manejo de estos residuos.
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Tabla 18. ;Cual es el destino de los fetos y placentas de los abortos?

Respuestas N° de encuestados Porcentaje

Consume 8 16%

Entierra 14 28%

Incinera 0 0%

bota a la basura 6 12%

deja a la intemperie 0 0%

se comen los perros 22 44%

TOTAL ENCUESTADOS 50 100%

Un estudio realizado sobre la prevalencia que puede haber de neosporosis en bovinos
teniendo en cuenta el destino de los residuos de placenta y fetos abortados, 88 propietarios
respondieron que dejan a la intemperie y 51 de esos casos fueron sus animales positivos a

Neospora caninum con una prevalencia del 57,95%

10.5.11. Examenes de laboratorio en caso de presentar enfermedades
reproductivas
En la tabla 19 muestra que de los 50 encuestados el 100 % estaba de acuerdo que se debe
realizar exdmenes pertinentes si se presenta signos de una enfermedad reproductiva ya que
existen animales dentro de su rebafio que no se han podido prefiar ni por monta, ni por

inseminacion artificial y no se sabe las causas de este problema.

Tabla 19. ;Cree usted que es necesario realizar exdmenes de laboratorio a los bovinos en
caso de presentar sintomas de enfermedades reproductivos?

Respuestas N° de encuestados Porcentaje
Si 50 100%
No 0 0%
TOTAL ENCUESTADOS 50 100%

10.5.12. Beneficio del estudio realizado
En la tabla 20 se observa que el estudio realizado en los 50 animales les beneficio al 96% de
los duefios ya que pudieron verificar si son animales positivos 0 negativos a neoporosis y que

no es la causa de problemas reproductivos dentro del rebafio si es el caso.
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Tabla 20. ;Con el estudio realizado de la Neosporois en bovinos cree usted que existen
beneficios para el productor?

Respuestas N° de encuestados  Porcentaje
Si 48 96%
No 2 4%
TOTAL ENCUESTADOS 50 100%

11. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS):

>

El Impacto Técnico.- se evidencia al realizar los andlisis de ELISA indirecta en los
bovinos y al obtener datos estadisticos que beneficien a los pequefios productores del
sector y a la salud de los rebafos.

El impacto social.-mediante los datos estadisticos obtenidos podremos ayudar a los
pequeios productores de la parroquia evitando que los animales positivos a
neosporosis no sean utilizados para la reproduccion y sus crias para la reposicion
dentro del rebafio

El impacto ambiental.- al ser una enfermedad de importancia mundial que afecta a la
reproductividad de los bovinos lecheros por el alto porcentaje de abortos que esta
enfermedad ha provocado, por ello mediante la investigacion realizada se pretende
cuantificar casos positivos a Neospora caninum en bovinos lecheros determinando si
los animales que han presentado aborto es a causa del parasito o no, evitando asi que
sean animales que provoquen una diseminacion de la enfermedad.

El impacto econémico.- ya que la Neosporosis es una enfermedad reproductiva se
tratara de controlar como el aborto, la baja produccion de leche, el alargado intervalo
entre partos y la repeticion del celo no provoque pérdidas econdmicas en los

productores

12. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

12.1. Conclusiones

>

>

Se determin6unl2% de prevalencia de neosporosis en los rebafios bovinos lecheros
evaluados.

Resaltan entre los factores epidemiologicos asociados o que predisponen a la presencia
de Neospora caninum en los rebafios de estudio la movilidad de animales entre

rebafios sin aplicar minimas medidas de bioseguridad y la mala disposicion de fetos y
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restos de placentas después del parto y abortos constituyendo un aspecto alarmante ya
que los bovinos permanecen en contacto permanente con los perros que consumen
estos restos

» La socializacion de los resultados permitié el entendimiento por parte de los
productores sobre la neosporosis su impacto en los rebafios y las principales medidas

que se puede implementar para evitar su propagacion.

12.2. Recomendaciones

» Continuar con este tipo de investigaciones en otras zonas de importancia lechera, para
obtener datos reales y seria mejor si se los realiza en comunidades ya que estos
sectores presentan mas riesgos por no contar con un calendario de vacunacion y
desparasitaciones.

» A pesar de que en el estudio realizado se obtuvo porcentajes de prevalencia de
Neosporosis bajas en los bovinos se recomienda desparasitar y estimular el sistema
inmunitario para que estos no estén propensos a contraer la enfermedad, impedir el
ingreso de los perros a los predios, fuentes de agua y pasturas donde se alimentan los
bovinos y en caso de que exista aborto se recomienda no dejar a la intemperie los fetos
o placentas eliminados para evitar que los perros coman estos residuos evitando asi la
propagacion de la enfermedad.

» Se recomienda implementar programas de bioseguridad en los hatos ganaderos de esta
manera controlarla erradicacion del parasito y la enfermedad con el fin de que las

vacas seropositivas y las crias de las mismas no sean utilizadas para la reposicion.
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Anexo 3. Ficha y encuesta de toma de muestra

UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI
MEDICINA VETERINARIA

FICHA Y ENCUESTA DE TOMA DE MUESTRA

DATOS DEL PROPIETARIO

Nombre del propietario: Lugar:

Fecha: Total nimero de animales: ( ) bovinos

DATOS DEL ANIMAL

Nombre: Raza: Edad:
Desparasitados: Cédigo: Presencia de abortos:
mes degestacion: Vacunado: vacunas

ENCUESTAEPIDEMIOLOGICA SOBRE NEOSPOROSIS

(Moviliza animales entre propiedades? ( )Si ( ) No

. {Sus bovinos comparten bebederos y pastizales comunes? ( ) Si ( ) No

. {Cual es la procedencia de los animales de remplazo? ( ) Propios ( ) Feria ( ) Otros

. {Cual es el destino final del estiércol? ( ) Acequiaorio ( ) Pastos( ) Cultivos

. (Los perros pasas en contacto directo con los bovinos? () Si( ) No

. {Con que frecuencia desparasita a sus perros? ( ) Trimestral ( ) Semestral ( ) Anual

l.

2

3

4

5. (Existe la presencia de perros en el predio? ( )Si ( ) No

6

7

8. (Han presentado o presentan los bovinos, alguno de éstos signos?
(

A qué

) Fiebre( ) Mortinatos ( ) Nacimiento de terneros débiles () Maceracion fetal ( )

Repeticion de celos () Trastornos oculares

9. Signos clinicos en terneros al nacer.

() Incoordinacion muscular () Paralisis muscular () Orbitas oculares salidas
10. ;Ha tenido problemas de abortos con las vacas que ha tenido? ( )Si ( )No
11. ;En qué periodo de gestacion han abortadolas vacas?

( ) No abortan ( ) Primer tercio ( ) Segundo tercio ( )Tercer tercio

12. ;Cual es el destino de los fetos y placentas de los abortos? () Consume ( ) Entierra ()

incinera ( )botaalabasura ( )dejaa laintemperie ( ) comen los perros

13. ;cree usted que es necesario realizar examenes de laboratorio a los bovinos en caso de presentar

sintomas de enfermedades reproductivas? ( )Si ( ) No

14. ;Con el estudio realizado de la Neosporosis en bovinos cree usted que existe un beneficio para el

productor? ( ) SI () NO porque
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Anexo 6. CIVTEST BOVIS NEOSPORA



'PRINCIPIO DEL ENSAYQ

m-uwuhm individual o tanque de leche,

Ademés, CIVTEST CLINEOSPORA incorpora la posibilidad de estimar la avidez de las 1gGs antl-N.caninum de muestras de &
bovino. La avidez permite diferenciar entre infecciones recientes o infeccionies cronicas. Para poder calculara, puadams-nlil:i!ar :fﬁ“
plemento de reactivos CIVTEST CIITaNEOSPORA (Suplemento Avidez) que permite la determinacion de este pardmetro nilizando
‘como base los reactivos del kit que tiene en sus manos.

COMPOSICION DEL KIT (SUFICIENTE PARA UN MAXIMO DE 460 ENSAYOS)
Microplacas de 96 pocillos (dividicas en tiras de 8 pocillos) tapizadas con antigena especifico de Neospora caninum. 8
Vial N*0; Solucion de Lavado (10x). S ERGAT T - e e T I
Vial N°1: Diluyente de Muestras (3x); Solucidn diluyente de muestras concentrada con colorante verde, — MoW
Vial N*2: Solucidn de Conjugado: Solucion de Anticuerpa Monoclonat frente a anticuerpos bavinos/HRPO con 30 mi
‘colorante rojo.Lista para su uso. ' s = S T

PRECAUCIONES
Leer atentamente el manual de instrucciones. Conservar los reactivos entre +2 y +8 °C (no congelarios), Conservar las placas no.
atiizadas entre +2 y +8 °C con su cubierta adhesiva y dentro de la boisa de pldstico con el saquito ant-humedad. A pesar de que el
antigeno ha sido inactivado durante el proceso de fabricaciin, las placas tapizadas deben ser consideradas una fuents potencial de
 Neaspora caninum, No expaner Ia Solucin de Sustrato a 1a luz intensa o a agentes axidantes. E1 ABTS es muy seasible a cualquier
aminacidn, por lo tanto no debe devolverse a I botells una vez sacado de ells. So proporciona un 25% de exceso

v ;f yermitir tomar un pequeiio exceso cada vez que se utilice. No utiizar 1os kits después e su fecha de
aducida reactivos o las instrucciones de diferentes lotes de kit. Para mantener la precisidn es necesario efectuar

unos lovados cidadosos. No pipetear nunca s reactvos con a boca Utilizar guantes durante (odo el proceso. La
contiene un dcido orgAnico que es tixico y puede resultar corrosivo, manipularia con cuidado. Descontaminar todo

apresa en la etiqueta extorior de la caja.

Equilibrar los reactivos a temperatura amblente antes de comenzar el procedimiento del ensayo. > :
Solucién de Lavado (10x) (Vial N® 0): Paca reconstituiria afadi 1 volumen de Solucién de Lavado (10) a 9 vollimenes de agua
m?nmf&%ﬁﬁmm mi de Solucién de Lavado diluida mezclar 20 mi de la solucion concentrada (10x) con
180 mi de agua destilada o desionizada). La solucion diluida es estable durante 7 dias.

W



Diluyente de Muestras (3x) (Vial N* 1): Para reconstituirla afadir 1 volumen de Soluciin Diluyente de Muestras (3x) a 2 volimenes
de agua destilada o deslonizada (Ej. Para preparar 60 mi de Solucién Diluyente de Muestras diluida, mezciar 20 mi de solucidn
concentrada (3x) con 40 ml de agua destilada o desionizada). La solucién diluida es estable durante 7 dias.

m&ummmndnumﬂﬂumﬁmﬁdumwm&nmmm;M°Cauhmmmm
tanto en Solucidn de Lavado (10x) como en la Solucitn Diluyente de Muestras (3x). Si se pretende reconstituir todo el voluman
suministrado de una sola vez, simplemente agitando por inversin el frasco varias veces serd suficiente para reconstituirle. Si sélo se
reconstituye una parte del volumen (el que se vaya a utilizar para el ensayn) es preciso asagurarse de que los cristales hayan quedado
anrﬁwmn;whmaM‘deauﬁasmﬂtﬂhmmmhhaﬂﬂ—*ﬂ'B
durante 10 - ‘aparicidn de cristales en la soluckin de lavada concentrada, ésta pusde almacenarsa a temperatu-
ra amblente durante toda la vids del kit ;

B. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Los cantroles pesitivo y negativo estin listos para su uso y no requleren dilucién,

Las muestras de suero Individual deben diluise 1/100 en Solucidon Di de Muestras diluida. Si se dispone de placas de
muiﬂwdlmwnhnduenk]rdnplﬂiﬁﬁu-m“ dispensar con volumenes de 10 pl, se recomienda
reslizar la dilucion 1/100 en dos pases de! sigulente modo: Dilulr inicislmente, en 1a placa de serglogi wghs:.WBulﬂ}
ul de Solucin Diluyente de Muestras diuida y, a continuacidn, transferir 10 il de esta dilucion(1/20)te [& muesira a un pocilo de 1a
placa de ELISA que ya contenga 40 pl de Solucidn Diluyente de Muestras diluida

Las muestras de leche (tanto leche individual como tanque ) debén ser previamente desnatadas. Un procedimiento adecua-
do para el desnatado puede ser centrifugar la muestra de leche 8 1000 #g 15 min a +4 *C.Tras la centrifugacitin, apanecen 3 fases
en el tubo; una superior que comesponde a la nata, una zona inferior que corresponde al suero de la leche y habitualments aparece
un precipitado blanco en el fondo del wbo (el grosor de cada una de estas fases varfa mucho entre muestras). La muestra que debe
recogerse para el ensayo es la correspondiente al suero que se haita por debajo la banda de nata. Para ello se debe atravesar con
ia pipeta fa capa de nata y recoger Ia muestra, evitando que ésta se contamine anto de nata como del precipitado blanco def fondo
det tubo, Una vez desnatadas las muestras se ensayan en el kit sin dilulr. Debe evitarse congelar las muestras de leche antes de ser
desnatadas. S no se dispone del utillaje adecuado para el desnatado en el lugar de la toma de muestra, es preferible recoger las
muestras en viales que contengan un conservante y transpontarias a +4 °C hasta el laboratorio. Una muesira de leche recagida en
condiciones comactas y en presancia de consanvante, puede mantenerse a +4 °C hasta 1 semana, antes de sef desnatada. Una vez
desnatadas las muestras de leche pueden conservarse congeladas a -20 °C.

C. DESARROLLO DEL ENSAYD
A Dﬂwmmmmmhmmmmmmnwmmmmmmm-m
imversion suave del frasco.
iy .""""nmummmummmmnmym Los controbes positive y
wﬂmmww h
mummam:ﬂnnuﬂﬂnmm 0s en la placa. Muestras:

) individual: Dispensar de las muestras diluidas 1,/100 5 los pocillos ap s en la placa.

+ Loche: Dispensar 100 p G Taa Fuestras in dh a o pocilos &popiados o0 a placa.

horas) & +4 *C.
Mnlmym:ﬁ-ﬂ-uuﬂmﬂhmmuﬂmammummu
mrmmmmm

Afadir 50 i de Soluclén do Conjugado (Vial N° 2) o cada pocillo,
mi‘ﬁﬂmmm.mnm
Retirar ol adhesivo y realizar 3 lavadas de codd N Solucion de Lavado diluida. Al final, invertir 1o placa y

Dispensar en cada pocilio 50 h_anﬁhwwmsimmumdmz
;: wipﬂﬁwﬁm#[m mmnhm-m
a. mumm;mmmmnuumnmwmuwm

ol flanco de la microplaos.
10. mmwim::mmm mmmwummmnmwummm

con un filtro de 408 nm. Reallzar previamenta el blanco con ef aire. Registrar los resuliados.

LECTURA DE LOS RESULTADOS

A VALIDACION DEL ENSAYD.
au-mum_mmmmmuamm: _
Control Negativo) es > 5,0.
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Anexo 7. Resultados de Elisa Indirecta

LABORATORIOS DE LA DIRECCION DE PGT/DA/09-FO01
DIAGNOSTICO ANIMAL
' AGROCALIDAD | Viainterocednica Km. 14% y Eloy Alfaro, Granja del MAGAP,
AGENCIA DE REGULACION Y Turabaco - Quito Rev.5
CONTROL FTO Y ZOOSANITARIO Teléf.: 02 382 B86O Ext. 2066
1de2
" INFORME DE ANALISIS Hola
Informe N*: LN-SE-Eb19-1009

Fecha emisién Informe:  16/12/2019

o —

SAQUISILI
s’ CRETNARE N° de Orden de Trabajo : 05-2019-0118
Propietario :  CRISTINA IZA QUIPUX ' o Factura: 1498-M/ 007-1480-F
Nombre del predio':  5IN NOMBRE Direccién Predio ' : SANTAN
Provinda'; COTOPAXI Cantén': LATACUNGA
Parroquia': IGNACIO FLORES Especie’: BOVINO
Motivo del Andlisis': CLIENTE EXTERNO N° y Tipo de muestra ': 50 SUEROS SANGUINEQS -
Fechada mm 13/12/2019 Muestreado por ': CRISTINA IZA
Fecha de muestreo ':  11/12/2019 Diagndstico solicitado ': NEOSPORA CANINUM
Fecha de ll;l:l;;ll:: 16/12/2019 Fecha de ﬂmlln:i:‘nr:{:: 16/12/2019
RESULTADOS DEL ANALISIS

TECNICA: NEOSPORA CANINUM  METODO: PEE/SE/22

CAMPODELA
- MUESTRA® *. A
SE-b1912-6334 Mn01 3 H 38
§E-b1912-6335 Mn02 32 H 38 -2,02 NEGATIVO
SE-b1912-6336 Mn03 19 H 38 -2,79 NEGATIVO
SE-b1912-6337 Mn04 34 H 38 -2,62 NEGATIVO
SE-b1912-6338 Mn0S 58 H 38 NO -2,71 NEGATIVO
5E-b1912-6339 Mn0G a5 H 8 NO -2,88 NEGATIVO
SE-b1912-6340 Mno? 43 H 38 NO 2,88 NEGATIVO
SE-b1912-6341 Mno8 87 H 38 NO 2,54 NEGATIVO
SE-b1912-6342 Mnog 38 H 38 NO 7,69 SOSPECHOSO
SE-b1912-6343 Mn10 82 H 38 NO 16,20 POSITIVO
SE-01912-6344 Mnil 63 H 38 NO 4,51 NEGATIVO
e SE-b1912-6345 . Mni2 48 H 38 NO -2,45 NEGATIVO
SE-51912-6346 Mni3 48 H 38 NO 2,97 NEGATIVO
SE-b1912-6347 Mnid 32 H 38 NO 16,29 POSITIVO
SE-h1912-6348 Mni5 29 H 38 NO 19,96 POSITIVO
SE-b1912-6349 Mn16 60 H 38 NO 2,28 NEGATIVO
SE-b1912-6350 Mni7 34 H 38 NO -3,14 NEGATIVO
SE-b1912-6351 Mn18 8 H 38 NO -3,57 NEGATIVO
SE-b1912-6352 Mn19 36 H 38 NO -1,93 NEGATIVO
SE-b1912-6353 Mnz0 108 H 38 NO -2,62 NEGATIVO
SE-b1912-6354 Mn21 80 H 38 NO -0,90 ° | NEGATIVO
SE-b1912-6355 Mn22 30 H 28 NO -1,16 NEGATIVO
SE-b1912-6356 Mn23 108 H 38 NO -3,14 NEGATIVO
SE-b1912-6357 Mn24 % H 38 NO -3,48 NEGATIVO
Nota: El resultadc. corresponde (nicamente a la muestra entregada por &l cliente en esta fecha. SE-1912-580
Estd prohibida la reproduc-+n parcial o total de este Informe sin autorizacién del laboratorio.
! Datos suministrados por ol cliente. El laboratorio no se responsabiliza por esta informacién, -
@m MO Y Doescw, "
Omecao o0 De 4G

N i
ltt'e-'-'r'r;; A
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LABORATORIOS DE LA DIRECCION DE

PGT/DA/08-FO01
— DIAGNOSTICO ANIMAL
f’ AGROCALIDAD | Vialnterocednica Km. 14% y Eloy Alfaro, Granja del MAGAP,
. o rrgeep e e Tumbaco - Quito Rev. 5
COHTICE FITD T TOOSANITARIO Tiléd.: 02 382 BRED Ext. 2066
' Hoja2de2
INFORME DE ANALISIS
. - — rr— e DIAGNOSTICD !
oo cews | DETACACONOE | | Twpmaiusa ) -

' :ﬂ’:m“.u A m-lftﬂ; ! m"-'?l XD G AL MOMENTO DEL .| SINTOMAS ' NEOSPORA CANGNLIM

; VEFTRA.-. .. MUESTRA * L 2 AT MuUesTRED! . '

. 2 - i o i : IRPC 1 RESULTADD
SE-h1812-6358 Mi25 36 H 38 i -1,85 NEGATIVD
SE-01912-6359 Mn2E 30 H ET] NO 3,08 HEGATIVO
SE-H1912-6360 Wna7 Y H 1§ NO 0,38 HEGATIVO
SEH1913-6361 Mn28 4B H 1 NO 0,82 MEGATIVD
$E-hi913-6362 Mn2g &0 H 1 NC -133 NEGATIVD
04510028363 Mn30 B4 H 38 NO -1,16 NEGATIVD
SEH1312-6364 Mn31 48 H 3 O 004 NEGATIVD
SE-51912-6365 N3z % H ET] O 0,90 NEGATIVD
SE-b1912-6366 Mn33 15 H EL] NG -2,52 NEGATIVG
SE-51912-5367 Mn3E % H L] NG -2,11 NEGATIVO
SE-h1912-6368 Mn35 n H ET] NO 34,16 POSITIVO
5E-h1912-5363 Mn3g 48 H 38 NO 0,47 NEGATIVO
5E-b1312-6370 Mn37 60 H 3E NO 185 KEGATIVG
SE-b1912-6371 Mg ET H ® NO 258 NEGATIVO
SE-b1912-6372 Mn3g 108 H 3 ND 0,3 WEGATIVO
SE-b1912-8373 Mrta 84 H 38 MO 3,12 NEGATIVO
SE-b1E12-6374 Mnd1 (] H 3 NO 254 NEGATIVO
SE-MEI-G!?S Mna2 50 H E ] HO 30,11 POSITIVD
SE-b1%12-6176 Mnkd 108 H 38 NO 1311 NEGATIVO
SE-b1912-5377 Mndd &5 H 38 WO 13,11 NEGATIVO
SE-b1513-5378 Mnd5 48 H 3 NOD 1,68 HEGATIVD
SE-b1912-6379 Mndb T2 H £ ] NO -1,50 HEGATIVOD
SE-b1912-5380 Mnd7 (7] H EL NO -1,76 HNEGATIVD
SE-b112-6381 M4l 45 H 38 NO s | MEGATIVOD
SE:51012-538] Mndg 48 H 38 NOD 40,67 POSITIVD
58519126383 Mnsa 106 H k] [T -254 NEGATIVO

Limite de Referencia;
NEQSPORA CANINLIW
. mPE RESULTADD
KEGATIVO 560
SOSPECHOSD | »60-5
POBITIVD »10,0

Anallzada por: MVZ Viviana Santafé
Estudio pera seroprevalencla de neasporisis bovina en el sector de Santan para proyects de Investigacidn de Univesidad,

Hota: El resuitado corres

winnillﬁa.'ﬂl;mlu la muestra entregada por & chente én esta Techa,
Extd prohiblda la reprocuccidn parelal & teta| de este informe sin autorizacidn dal lsboratorio,
" Dates surninistrados por of ciente, E1 laboratorie no se respordabilits por esta informacian,

oI, I Y TOGRAMITAR
. - - mmaﬂ?l‘.‘!“
DRECCION”  “TIDAMMAL
Lie. Margoth Barrionuevo "

Responsable de Laboratorio de Serologia (e}

17.01¢ o0

SE-1912-580
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Anexo 8. Tabla de chi critico

TABLA 3-Distribucidn Chi Cosdradae f

F = Prodathi liched e enconrar un vakor mayar o dgal gue el chicoacdrack fad o, v = Grados de Libertacd
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Anexo 9. Ficha de campo
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