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RESUMEN

En El Salvador no existen reportes sobre Neosporosis Canina por lo que el
presente estudio tuvo como objetivo investigar la presencia de anticuerpos en
suero canino, ya que el perro el es hospedero definitivo, y vector de la

Neosporosis.

Los sueros de 103 perros provenientes de los alrededores de 3 ganaderias
lecheras del Departamento de Sonsonate, fueron recolectados y analizados por la
prueba de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI), para demostrar la presencia de

anticuerpos Anti-Neospora caninum.

Del los sueros colectados el 11% (11) de ellos se detecto la presencia de
anticuerpos. De las tres poblaciones caninas analizadas, en dos de ellas se
encontraron seropositivos, cabe mencionar que en la ganaderia que no hubo
reaccion positiva a la prueba, existe un plan de erradicacién y control de perros.
Ademas se estratificd las localidades de las lecherias dos de ellas rurales y la
restante urbano-marginal, esto segun las caracteristicas particulares de cada una

de ellas.

Segun la prueba estadistica: Chi-cuadrado, la localidad, edad y sexo no existe

relacion o dependencia con respecto a la seropositividad de Neosporosis.
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1. INTRODUCCION.

Desde el descubrimiento del Neospora caninum a fines de la década del
ochenta, su importancia se ha ido incrementando a través de los afos.
Actualmente la neosporosis afecta principalmente a los bovinos y los perros. Sin
embargo se ha demostrado que N. caninum era ya causante de enfermedad en
estas especies desde hace mucho tiempo. En el ganado lechero, la neosporosis
actualmente es considerada como una de las principales causas de aborto y por

lo tanto considerada una enfermedad de gran importancia econdémica.

La Neosporosis, es una de las causas mas importantes de fallo
reproductivo, aborto y mortalidad neonatal en el ganado vacuno, ademas de
problemas neuromusculares en el perro. Esta enfermedad es producida por
Neospora caninum, un protozoo del phylum Apicomplexa, familia Sarcocystidae.
Los bovinos, ovinos, caprinos y aun los equinos son huéspedes intermediarios
donde Neospora caninum cumple la fase de reproduccion asexuada, pudiendo

desarrollar la enfermedad.

Los perros y coyotes, actian como hospedadores definitivos de la
Neosporosis, liberando ooquistes en la materia fecal que contaminan los pastos;
los bovinos, actuian como hospedadores intermediarios donde el parasito se

multiplica en diferentes células y es capaz de atravesar la placenta.

La Neosporosis, genera en todos los continentes pérdidas econdémicas
directas e indirectas, asociadas a: la asesoria veterinaria para establecer un
diagnostico, la repeticion de la inseminacion o cruza, aumento del tiempo de
lactancia, pérdidas de produccion lactea y los costos de reemplazo en los casos

de eliminacién de las vacas.

El diagndstico de aborto por Neosporosis es complejo por el numero de
hospedadores que intervienen en el ciclo biolégico del protozoario, ya que la

serologia positiva sélo es indicativa de exposicidbn a Neospora caninum. Se han
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desarrollado una serie de técnicas diagnésticas, siendo las mas utilizadas las
seroldgicas que incluyen ELISA e IFI.

En EIl Salvador, la enfermedad ha sido demostrada en bovinos por Cuellar
et al. (2004); ademas se demostré la presencia de quiste tisular en un feto
abortado; sin embargo, resta mucho por hacer en los aspectos epidemiolégicos
de la enfermedad. Por tal motivo se disefid el presente trabajo cuyos objetivos
fueron: determinar la presencia de anticuerpos séricos contra N. caninum en
caninos que habitan y transitan en tres ganaderias lecheras del Departamento de
Sonsonate, evaluar si los mismos diferian entre poblaciones caninas rurales y
urbano-marginales. Para ello se colectaron muestras seroldgicas para su posterior
analisis a través de Inmunofluorescencia Indirecta (IFl). Otra variable en estudio
fue establecer la influencia del sexo y edad en las poblaciones caninas de las

explotaciones pecuarias.

Cabe mencionar que dichas ganaderias no fueron seleccionadas al azar,
sino que se designaron por ser las tres explotaciones del Departamento de
Sonsonate con mayor seropositividad (44%) del estudio realizado por Cuellar et
al. (2004).

18



2. REVISION BIBLIOGRAFICA.
2.1. DEFINICION.

La neosporosis es una enfermedad parasitaria causada por el protozoo
Neospora caninum, que produce alteraciones neuromusculares en los perros y
abortos o mortalidad neonatal en los bovinos (Dubey, 1999). Se ha detectado en
gran cantidad de especies domésticas y salvajes, teniendo al perro y otros
canidos como hospedadores definitivos y a bovinos, ovinos, caprinos, equinos,
ciervos, bufalos de agua, camellos y caninos domésticos y salvajes como

hospedadores intermediarios. Su distribucion es cosmopolita.

En humanos no existen antecedentes de infeccion con este parasito
(Petersen et al., 1999; Tranas et al., 1999 citado por Valenzuela, 2005). Sin
embargo, existe la posibilidad que sea subdiagnosticado como toxoplasmosis
(Bjerkas et al., 1994). Se considera que tiene un potencial zoonético debido a que
experimentalmente se ha logrado infectar a 2 monos rhesus, pero, ain no existe

evidencia de infeccidon en humanos (Dubey, 2003).
2.1.1. Neosporosis canina

Los estudios de seroprevalencia en perros han determinado que existe una
mayor cantidad de animales con infeccion subclinica que animales desarrollando
la enfermedad (Dubey, 2003). Los perros de cualquier edad pueden ser
afectados, se ha reportado neosporosis clinica en perros desde los 2 primeros
dias de vida (Barber et al., 1996), hasta los 15 afios de edad (Dubey et al., 1988).
En estos animales predominan las manifestaciones clinicas de déficit neurologico

y las alteraciones musculares.

Actualmente se sabe que el perro es el huésped definitivo de N. caninum
(McAllister y col., 1998), éste excreta los ooquistes al medio ambiente, los que a

su vez contaminan el alimento y el agua de bebida de los animales de produccién.

2.1.2. Neosporosis en bovinos.
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Se ha detectado infeccion con N. caninum en el ganado bovino alrededor
de todo el mundo, tanto en animales de explotacién lechera y de carne, se

caracteriza por producir abortos espontaneos en el ganado.

La transmisién horizontal de dicha especie es por via digestiva y la principal
via de transmision es vertical; la mayoria de las terneras infectadas via vertical
nacen clinicamente sanas y solo en un pequefio porcentaje, alrededor de 5%,
ocurre muerte fetal (Williams et al., 2003; Maley et al, 2003; Piergili, 2003
citado por Campo, 2004).

2.2. HISTORIA.

Neospora caninum, fue identificada por primera vez en Noruega en perros
jovenes, padeciendo encefalomielitis y miositis (Bjerkas et al. 1984).
Seguidamente se aislo el agente en cultivo celular (Dubey et al., 1988). En 1993
se consiguio el primer aislamiento procedente de un feto bovino abortado (Conrad
et al., 1993). Posteriormente se logré la reproduccion de la muerte fetal en vacas

gestantes inoculadas experimentalmente (Barr et al. Citado por Cornejo. 2002).

El parasito fue relacionado con Toxoplasma gondii, donde la transmision
transplacentaria ocurre solamente durante la fase aguda de la infeccion primaria
de la hembra prefiada; en los animales infectados con Neospora caninum, este

proceso puede ocurrir repetidamente en el mismo animal. (Gottstein, 2002).

El descubrimiento del perro como el hospedador definitivo de N. caninum
(McAllister et al., 1998), puso de manifiesto la posibilidad de transmision
horizontal de la infeccion. Actualmente, esta enfermedad parasitaria es
considerada una de las causas mas frecuentes de fallo reproductivo en bovinos

de las principales zonas productoras bovinas del mundo (Dubey 1999a, b, 2003).
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A este género también pertenece la especie Neospora hughesi, encontrada
en caballos y que presenta diferencias moleculares que lo distinguen del N.

caninum (Marsh et al., 1998).

Por otro lado, méas recientemente se ha considerado al N. caninum como
agente primario, causante de enfermedad neuromuscular en perros jovenes, por
este motivo se han incentivado las investigaciones en los caninos. Al igual que en
los bovinos, la infeccion ha sido reportada en perros de varios paises, sin
embargo los casos de enfermedad clinica aun son escasos. Los estudios
epidemiologicos realizados hasta el momento demuestran que en los perros
presentan prevalencias variadas dado que los perros caseros o los de zonas
urbanas poseen tasas de infeccion menor que los animales que viven en establos
lecheros y que ademas dicha tasa aumenta cuando estos proceden de establos

con problemas de abortos (Basso et al., 1999).
2.3. MORFOLOGIA

N. caninum, pertenece al phylum Apicomplexa, clase Sporozoea, subclase
Coccidia, orden Eucoccidia, suborden Eimeriina, familia Sarcocystidae y género
Neospora (Dubey, 1999a, b, 2003).

La ubicaciébn taxondémica de N. caninum es aun motivo de debate.
Inicialmente se la relaciond con tres especies de importancia veterinaria y de

salud publica: Toxoplasma gondii, Hammondia hammondi y Hammondia heydorni.

Se han descrito tres estadios biolégicos del Neospora caninum: los
ooquistes, los taquizoitos y los quistes tisulares que contienen los bradizoitos. Los
ooquistes son de forma esférica o subesférica y miden de 10 - 11 pm de diametro
(Dubey, 1999), son eliminados con las heces del perro, luego esporulan en el
medio ambiente. Los ooquistes esporulados contienen 2 esporoquistes, cada uno
con 4 esporozoitos y presentan las paredes mas gruesas en comparacion con los

ooquistes de T. gondii (Lindsay et al., 1999).
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Los quistes tisulares se encuentran afectando el tejido nervioso de los
perros y fetos abortados principalmente. Son de forma redondeada u oval, pueden
llegar a medir hasta 110 um de longitud y poseen una pared cuyo grosor varia
entre 1 - 4 um (Speer et al., 1999 citado por Lozada, 2004). Se han encontrado en
fetos de bovino quistes tisulares mas pequefios que probablemente representen

etapas tempranas de desarrollo (Barr et al., 1997).

Los taquizoitos son de forma ovoide o de luna. Pueden llegar a medir entre
3-7x1-5 pm dependiendo de la etapa de divisién, puesto que lo hacen por
endodiogenia en dos zoitos, pueden encontrarse aislados, en pares o grupos de
cuatro a mas (Dubey y Lappin, 2002). Los taquizoitos también se caracterizan por
que tienen 1 ndcleo (en ocasiones 2), un nucléolo, una membrana externa o
plasmalema que tiene 3 capas (una externa y una interna que es doble), aparato
de Golgi, una mitocondria, un reticulo endoplasmatico rugoso y liso. Ademas,
posee un complejo apical que parece funcionar como un medio de adherencia o

penetracion hacia las células hospedadoras (Barr et al., 1997).
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FIGURA 1. DIFERENTES ESTADIOS DE Neospora caninum.

(
L] I‘.\, = ‘
QUISTE TISULAR BRADIZOITO TAQUIZOITO OOQUISTE
FUENTE: Animal Parasitology FUENTE: Monografias.com FUENTE: Monografias.com FUENTE: Veterinary Parasitology

La diferencia mas notable entre los taquizoitos de T. gondii y de N.
caninum es la apariencia de las roptrias, que son organelas para la interaccién
metabdlica y forma parte del complejo apical (Dubey y Linsay, 1996). En el caso
de T. gondii asemejan a un panal o a laberintos mientras que en N. caninum
parecen ser mas electrodensos y usualmente son mas numerosas (Dubey et al,
2000). Los taquizoitos se localizan dentro de células hospederas en carnivoros
infectados, principalmente se encuentran en células del tejido muscular
esquelético, de la capa muscular del esofago y del corazon (Barber, et al., 1996),
en macrofagos, células polimorfonucleares del liquido raquideo y en células
neuronales (Dubey y Lappin, 2000). Dichas células pueden contener pocos o
muchos taquizoitos y estos pueden estar o no dentro de vacuolas parasitéfagas
(Barr et al., 1997).

Los bradizoitos son de 6-8 x 1-1.8 um y son morfologicamente similares a
los taquizoitos pero contienen menor numero de roptrias (Dubey y Lindsay, 1996).
Se han demostrado diferencias no sélo biolégicas, inmunoldgicas, y morfologicas
sino también moleculares entre la Toxoplasmosis y la Neosporosis (Dubey et al.,
2002).
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2.3.1. TAXONOMIA

TABLA 1. TAXONOMIA DE Neospora caninum.

CLASIFICACION

NOMBRE

CARACTERISTICAS BIOLOGICAS

Phylum

Apicomplexa

Formas Invasivas con complejo

apical.

Clase

Sporozoea

Locomociéon de formas invasivas
mediante movimientos de flexioén,

ondulacion y deslizamiento.

Subclase

Coccidia

El ciclo bioldgico incluye merogonia,

gametogonia y esporogonia.

Orden

Eucoccidia

La merogonia tiene lugar en

hospedadores vertebrados.

Suborden

Eimeriina

Existe desarrollo independiente de
gametos masculinos (microgametos)

y femeninos (macrogametos).

Familia

Sarcocystidae

Parasitos heteroxenos y formadores
de quistes en el hospedador
intermediario (diferentes especies de
herbivoros). El hospedador definitivo
(diferentes especies de carnivoros)

elimina ooquistes en las heces.

FUENTE: Moore, 2006.
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2.4. COMPOSICION PROTEICA Y ANTIGENICA

Proteinas de 17-18 y 30-45 kDa han sido localizadas en la superficie del
taquizoito (Bjorkman et al., 1994). Bjorkman y Hemphill (1998) caracterizaron
antigenos inmunodominantes de 18, 30, 32 y 41 kDa. Schares et al. (1999)
identificaron tres antigenos de superficie de 19, 28 y 40 kDa que concordarian con
los anteriormente descritos. La proteina NCSRS2, de 43 kDa fue la primera
proteina clonada de N. caninum (Hemphill et al., 1996; Hemphill y Gottstein, 1996;
Hemphill et al., 1997b). Esta proteina de superficie se expresa de forma
compartida tanto en taquizoitos como bradizoitos (Fuchs et al., 1998), y esta
considerada como uno de los antigenos inmunodominantes. A continuacion,
Hemphill et al. (1997a) caracterizaron la glicoproteina SAG1 de 36 kDa localizada
tanto en la superficie del parasito como en el interior de los granulos densos. Esta
proteina se expresa Unicamente en la fase de taquizoito (Fuchs et al., 1998).
Bjerkas et al., (1994) identificaron dos proteinas inmunodominantes de 29 y 30
kDa localizadas en los granulos densos. Lally et al. (1996) clonaron dos proteinas
de granulos densos de taquizoitos (NCGRA6 y NcGRA7 de 37 y 33 kDa,
respectivamente). La proteina NCGRA7 se expresa tanto en el taquizoito como en
el bradizoitos (Fuchs et al., 1998). Otras proteinas de granulos densos son las de
29 y 67 kDa, denominadas NcNTPasa-I (Asai et al., 1998) y NcGRAZ2 (Ellis et al.,
2000). Considerada como inmunodominante, soélo se ha identificado una proteina
de 17 kDa de las roptrias (Barta et al., 1992). Asimismo, se han caracterizado tres
proteinas de micronemas, NcMIC3, NcMIC2 y NcMIC1 de 38, 95 y 60 kDa,
respectivamente (Lovett et al., 2000; Sonda et al., 2000; Keller et al., 2002).
NcMIC3 ha sido identificada como uno de los antigenos inmunodominantes de N.
caninum (Sonda et al., 2000). La unica enzima clonada de Neospora es una
serinproteasa de 65 kDa (Louie et al., 1997, 2002) localizada en los micronemas

del taquizoito y denominada NcSUBL.

Fuente: Moore DP, 2006, Actualizacién en neosporosis bovina.
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2.5. MEDIO AMBIENTE

Los ooquistes son la fase biolégica del N. caninum directamente
influenciada por medio ambiente. Estos salen con las heces de los perros y
esporulan en el medio ambiente 24 horas después de haber sido eliminados
(Lindsay et al., 1999), en este momento presentan dos esporoquistes, cada uno
con cuatro esporozoitos (Dubey, 1999). Los ooquistes en las heces del perro
contaminan los campos de pastoreo, la comida almacenada y el agua que
consumen los bovinos, en este momento la transmision de la infeccion via oral

dependera de la viabilidad de los ooquistes en el medio ambiente.

En las otras etapas del parasito la influencia del medio ambiente es
indirecta, a través del efecto que produce en los hospederos, ya sea intermediario
o definitivo, es decir que en épocas de sequia, excesivo frio, falta de alimento u
otros factores estresantes incrementarian la presentacion de infecciones y casos

clinicos.

2.6. CICLO DE VIDA

En la actualidad, no se conoce completamente las fases del ciclo bioldgico
de Neospora caninum. McAllister y col. en 1998 demuestran experimentalmente
que el perro es el hospedero definitivo del N. caninum, al comprobar la
eliminaciéon de ooquistes no-esporulados en las heces de perros que fueron
alimentados con quistes tisulares de N. caninum que se encontraban en tejidos de

raton.

Este tipo de transmision horizontal, ocurriria naturalmente, de manera que
los perros se infectarian via oral con quistes titulares de N. caninum, que se
encuentran en placentas y en fetos abortados de bovinos (Dubey, 2003) o de
otras especies que funcionan como hospederos intermediarios. Sin embargo, esta
teoria solamente se ha comprobado experimentalmente (Gondim et al., 2002). En
este sentido, la infeccidn es posible en perros cuando son alimentados con
placentas seropositivas a N. caninum, sin presentarse eliminacion de ooquistes en

las heces (Bergeron et al., 2001); pero cuando son alimentados con fetos
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infectados naturalmente no presentaban infeccion (Bergeron et al., 2001b). El
descubrimiento que una gran cantidad de especies puede ser afectado por el N.
caninum, evidencia que el rango de hospederos intermediarios es amplio, pero su

rol en epidemiologia del parasito es aun desconocida.

En los perros, luego de la transmisién horizontal, se produce la fase de
reproduccion sexual, con la eliminacion de ooquistes no esporulados en las
heces, 8-14 dias post-infeccion (McAllister et al., 1998), y por un periodo patente
variable.  Experimentalmente, el numero promedio de ooquistes eliminados en
las heces, cuando los perros son alimentados con tejidos de becerro o de raton
contaminados con quistes tisulares de N. caninum fue de 160 700 6 de 5 400
respectivamente (Gondim et al., 2002).

La reproduccién asexual se produce en el hospedero intermediario, los
bovinos principalmente, luego de ingerir los ooquistes esporulados en el medio
ambiente. Sélo son necesarios 300 ooquistes esporulados para infectar a una
ternera y que esta sea capaz de inducir eliminaciéon de ooquistes en otros perros

cuando son alimentados con sus tejidos (Gondim et al., 2002).

Los ooquistes en el tracto intestinal liberan los esporozoitos que penetran
las células entéricas para transformarse en taquizoitos (Lindsay et al., 1999).
Estos taquizoitos dentro de la célula hospedadora se dividen por endodiogenia,
multiplicandose y rompiéndola, para luego diseminarse hacia otras células del
cuerpo y volver a repetir el mismo mecanismo (Lindsay et al.,, 1999). Los
taquizoitos pueden seguir su etapa de division o diferenciarse en bradizoitos que

formaran los quistes tisulares.

Tanto los taquizoitos y como los bradizoitos principalmente se van localizar
en el feto, la placenta y el tejido nervioso de la madre; sin embargo los taquizoitos
muestran mayor tropismo hacia las células del sistema nerviosos central (SNC),
células musculares de tipo esquelético y cardiaco, células endoteliales y a la
placenta (Barber et al.,, 1996; Dubey y Lindsay, 1996). En bovinos adultos, las
infecciones van ha ser inaparentes hasta el momento del aborto. En los fetos
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abortados, los 6rganos mas afectados son SNC, corazén, musculo esquelético y
el higado (Pérez et al., 1999).

La transmision del bovino al perro cierra el ciclo biolégico, y se realiza a
través de la ingestion de placentas contaminadas de partos normales, fetos
abortados y carne cruda de bovinos que contienen taquizoitos y bradizoitos de N.

caninum.

Existe ademéas la transmision vertical, se produce en el hospedero
intermediario sea herbivoro o carnivoro y se presenta frecuentemente en forma
natural en los bovinos y los perros. En las vacas, es la ruta principal de la
infeccion y la forma en que permanece dentro de los rebafios lecheros. Se calcula
gue el 80% de vacas seropositivas pueden infectar a sus crias (Ortega et al.,
2001, citado por Cornejo, 2002) y por ejemplo, en Canada, se estima que la
transmision sucede en el 44.4 % de los casos de neosporosis bovina y que
aumenta en los rebafios con mayor cantidad de animales seropositivos pudiendo
llegar hasta 85.7 % de infeccion (Bergeron et al., 2000).

Figura 2. Ciclo de vida de Neospora caninum.
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2.7. TRANSMISION.

Los perros se transforman en hospedadores definitivos cuando ingieren
tejidos con quistes de N. Caninum, diseminando luego ooquistes a través de las
heces. McAllister et al (1998) demostraron experimentalmente que solo unos
pocos quistes de N. caninum eran eliminados con las heces a partir del dia 8
siguiente a la infeccion, siendo excretados irregularmente por un corto periodo de
tiempo. Sin embargo nada era conocido con respecto a la presencia de ooquistes
en heces de perros naturalmente infectados hasta que Basso et al (2001)
encontraron ooquistes de N. caninum en heces de perros naturalmente

infectados.

Los hospedadores susceptibles se infectan ingiriendo forraje y agua

contaminada con heces que contienen ooquistes de N. 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 (Dubey and Lindsay, 1996). Los
taquizoitos penetran en las células neurales transformandose en bradizoitos y en

quistes tisulares.

Los quistes se encuentran solamente en el cerebro, médula espinal y retina
(Lindsay et al., 1989). Los bradizoitos y quistes tisulares son resistentes a las
soluciones acidas de pepsina, indicando que los carnivoros juegan un importante
rol en el ciclo del parasito. De tal manera que el rol epidemiolégico de los
carnivoros de vida silvestre, como los zorros, a adquirido una creciente
importancia. Buxton et al. (1997), detectaron anticuerpos contra Neospora
caninum en muestras de suero provenientes de zorros de Bélgica. Lindsay et al.
(1996) encontraron anticuerpos contra Neospora caninum en sueros de coyotes

provenientes de Texas.
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2.7.1. TRANSMISION VERTICAL.

La transmision de madre a hija fue sugerida como la principal via por varios
autores. Shares et al. (1998) demostraron que N. caninum puede ser mantenida
por varias generaciones a un nivel constante de prevalencia, aparentemente sin la
necesidad de dispersién de un hospedador definitivo, corroborando la teoria de

que la ruta transplacentaria es la mas importante en la especie bovina.

Catorce (93%) de los 15 descendientes de 10 vacas seropositivas fueron
seropositivas. La transmision vertical fue también demostrada. Davison, et al.
(1999) estudiaron la transmisién de Neospora caninum en un rodeo lechero con
historia de abortos asociada con el protozoario, encontrando que la probabilidad
de transmision vertical fue muy alta; 95% de las vacas seropositivas produjeron

terneros que eran seropositivos antes del consumo de calostro.

Wouda et al. (1998) determinaron la transmision vertical en 4 rodeos

lecheros que habian tenido abortos debidos a N. caninum.

Los anticuerpos precalostrales contra N. caninum fueros demostrados en el
68% de los terneros F1 y en el 82% de los F2 provenientes de vacas que habian
abortado.

2.7.2 TRANSMISION HORIZONTAL

A pesar de la eficiencia de la transmision vertical es evidente, de acuerdo a
los modelos tedricos, que la infeccion no podria mantenerse a niveles constantes
en un rodeo, si no existiera cierto grado de infeccién postnatal. Ademas, estudios
epidemiologicos y observaciones de campo estdn generando cada vez mas
evidencia sobre las infecciones postnatales de bovinos con N. caninum. Por otra
parte una falta de asociacion en la seropositividad entre madre e hija ha sido
claramente demostrada en rodeos con abortos epidémicos (Thurmond et al, 1997,
Citado por Fort, 2001).

30



Seguidamente, en varios estudios la asociacion entre la presencia de
forraje contaminado con ooquistes provenientes de material fecal de perros y
tormentas de abortos han sido identificada. McAllister et al (2000) reportan un
brote de neosporosis en un rodeo de vacas, indicando que la epidemia de abortos
y nacimientos prematuros resultd luego de una posible exposicion con forraje
contaminado con ooquistes. La curva de incidencia para este brote tuvo figuras

gue son consistentes con aquellas que siguen a un punto de exposicion inicial.

La explicacibn de acuerdo a los investigadores tiene que ser que la
epidemia de las explotaciones ganaderas esta asociada a una reciente exposicion

de forraje contaminado con ooquistes provenientes de materia fecal de perro.
2.8. PATOGENIA.

El cuadro clinico de la neosporosis en los bovinos y caninos se presenta
debido a la transmisién transplacentaria. Sin embargo, se ha conseguido la
infeccion experimentalmente sin presentarse signos a través de las vias
intramuscular, subcutanea, intravenosa, intraperitoneal, calostral y oral (Pérez et
al., 1999). En perros la transmisidbn congénita ha sido demostrada

experimentalmente pero sin desarrollo de la enfermedad (Cole et al., 1995).

La infeccion transplacentaria conlleva a la infeccion del feto con taquizoitos,
que se encontraban en periodo de latencia en la madre gestante en forma de
bradizoitos (Pérez et al., 1999; Dubey y Lappin, 2000). Esta teoria aun no esta
comprobada y sélo un estudio ha encontrado la presencia de quistes tisulares
viables de N. caninum, en el cerebro de una vaca que abort6 (Sawada et al.,
2000) y ademas tampoco se sabe cuanto tiempo estos quistes pueden

permanecer viables, aunque se cree que es por muchos afos (Pérez et al., 1999).

Los taquizoitos pueden invadir células de muchos tejidos, en forma
experimental, penetran la célula hospedadora a través de proteoglicanos de
superficie (Naguleswaran et al., 2002), en menos de 5 minutos y se situan en el
citoplasma dentro de una vacuola parasitofaga (Pérez et al., 1999). Luego,

comienza la multiplicacién por endodiogenia, pudiendo albergar una célula hasta
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100 parésitos. Esta invasion no es homogénea y algunas células presentan un
indice elevado de parasitacion mientras que otras un indice bajo, aun siendo

sometidas a las mismas condiciones (Pérez et al., 1999).

La multiplicaciéon activa provoca la ruptura de la célula hospedadora y
necrosis del tejido invadido. La respuesta del organismo se presenta como una
infiltracion no purulenta aguda, que rodea el area de necrosis; si el proceso
perdura en el tiempo, puede haber proliferacion de tejido conectivo en la zona,
pero en ocasiones la lesién en el tejido nervioso puede verse rodeada de una
pared gruesa, sin gue exista ningun otro tipo de reaccion del hospedero frente a
los paréasitos (Pérez et al., 1999). Dependiendo del tejido dafiado (principalmente

nervioso, muscular, del feto o de la placenta) se presentaran los signos clinicos.

La enfermedad neuromuscular observada en cachorros y terneros se debe
a las lesiones en el tejido nervioso y muscular. En el SNC, el parasito invade
neuronas y astrocitos, ademas afecta los nervios craneales y espinales
provocando transtornos neuromusculares e interrupcion de la transmision del
impulso nervioso (Pérez et al., 1999). En perros con signos clinicos, los parasitos
estan distribuidos en el SNC en su mayoria afectando el cerebro. Especificamente
los taquizoitos son muy frecuentes en musculatura estriada esquelética, corazén y
esofago (Barber et al., 1996). Los focos de necrosis en otros organos, se deben a
la diseminacion y multiplicacion activa de los taquizoitos en una parasitemia
aguda (Barber et al., 1996).

En el aborto bovino, la elevacién de anticuerpos contra Neospora caninum
a los 4-5 meses antes del parto y la inmunosupresion que se produce durante la
gestacion sugieren la idea de la infeccion transplacentaria debido a la reactivacion

del parasito (Dubey, 2003); pero se conoce poco sobre este mecanismo.

Los quistes pueden aparecer en el feto a los 32 dias de la infeccion de la
madre (Pérez et al., 1999). El aborto se puede presentar entre 3-9 meses de
gestacion y si la muerte del feto se produce antes de esta fecha se puede producir

una reabsorcion fetal (Pereira-Bueno et al., 1999, Citado por Cornejo, 2002). En
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ganado lechero, los brotes de abortos por N. caninum pueden ser inducidos por
factores que estimulan las infecciones cronicas mas que debido a reinfecciones,
como son los relacionados con la alimentacion pobre, micotoxinas y el estrés
(Wouda, 1998).

En perros, el aborto ha ocurrido en forma experimental, pero no ha sido
reportado naturalmente (Barr et al., 1997). En ésta especie, también se piensa en
la reactivacion del N. caninum por factores inmunosupresores (Dubey y Lappin,
2000). En ese sentido, se sabe que la administracibn prolongada de
corticosteroides en animales infectados con N. caninum exacerba la enfermedad
(Pérez et al., 1999), en perros esto ha sido mas evidente con el tratamientos
prolongado con glucocorticoides. Ademas, la administracion de vacunas de virus
vivo modificado, enfermedades inmunosupresoras o concomitantes pueden hacer

que brote la enfermedad (Dubey y Lappin, 2000; La Perle et al., 2001).

En cuanto a la respuesta del organismo, la infeccion estimula la respuesta
humoral y celular. En el caso de las vacas, estas dos lineas son detectables
durante la infeccion, tanto en hembras prefiadas como vacias (Innes et al., 2001).
Niveles de anticuerpos elevados al momento del parto o entre el tercero y octavo
mes de gestacion estan asociados con la probabilidad de infeccion congénita
(Schares et al., 1999). La infeccion a la mitad de la gestacion trae consigo
nacimiento de terneros con titulos de anticuerpos altos (Innes et al., 2001). En
forma experimental, la infeccidn en vacas aproximadamente 6 semanas antes de
la gestacion protege al feto contra una posible reinfeccion en la mitad de la
gestacion, los terneros naceran negativos a N. caninum tanto serolégicamente
como antigénicamente (Innes et al.,, 2001). La respuesta celular comprende
células T, que producen citoquinas y junto al gamma interferon han demostrado
qgue inhiben la multiplicacién de N. caninum en cultivos celulares (Innes et al.,
2000).
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2.9. SIGNOS CLINICOS.

2.9.1. Signos clinicos en los perros.

Los perros de cualquier edad pueden ser afectados, se ha reportado
neosporosis clinica en perros desde los 2 primeros dias de vida (Barber et al.,
1996), hasta los 15 afios de edad (Dubey et al.,, 1988). La raza y el sexo no
parecen influenciar en la presentacion de neosporosis canina, sin embargo se
menciona una frecuencia notable de perros de raza pura, en especial pointers
alemanes de pelo corto, labradores, boxer, labradores dorados, basset hounds y

greyhounds (Dubey y Lappin, 2000).

En estos animales predominan las manifestaciones clinicas de déficit
neuroldgico y las alteraciones musculares. Los signos neurolégicos dependen de
la parte del sistema nerviosos parasitado (Jackson et al., 1995; Baber et al.,
1996). Otros signos inespecificos hacen comprender afeccion hepatica, pulmonar
0 miocardica (Baber et al., 1996), sin embargo cualquier tejido puede ser

afectado.

Las infecciones més graves se observan frecuentemente en cachorros
infectados congénitamente y generalmente son menores de 6 meses. Los
miembros pélvicos se afectan con mayor gravedad que los toracicos. Los
animales presentan paralisis ascendente de los miembros con atrofia y rigidez
muscular gradual, que progresa hasta la contractura rigida de los musculos del
miembro afectado e incluso no pueden ser flexionados con los pacientes

anestesiados (Barr et al., 1997; Dubey y Lappin, 2000).

Debido a la formacién de cicatrices en los musculos por dafio de neurona
motora baja y miositis resulta una artrogriposis. En ciertos cachorros puede
desarrollarse deformaciones articulares, rodilla curvada, nistagmo, debilidad
cervical, disfagia, falla cardiaca y terminar en la muerte (Barber, 1998; Dubey y
Lappin, 2000). Los perros no presentan manifestaciones de afeccion intracraneal
y conservan actitud de alerta (Barr et al., 1997; Dubey y Lappin, 2000). Es posible,

que la enfermedad en algunos pacientes detenga su evolucion y pueden
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sobrevivir durante meses con alimentacién manual y cuidados, pero permanecen

paraliticos con las complicaciones concurrentes (Dubey y Lappin, 2000).

Los caninos adultos se afectan con menor frecuencia. Ellos suelen tener
signos de afecciéon multifocal del Sistema Nervioso Central o polimiositis, como
tremor de la cabeza, ataxia de los miembros y depresién; las manifestaciones
menos comunes que resultan de la diseminacion son: miocarditis, dermatitis

piogranulomatosa y neumonia (Dubey y Lappin, 2000).

Por otro lado, la dermatitis ha sido reportada asociada a tratamiento

prolongado con glucorticoides (La Perle et al., 2001).

Estudios experimentales sugieren que N. caninum puede ocasionar muerte
fetal temprana, momificacion, resorcion y nacimiento de cachorros débiles. La
infeccion fetal puede producirse en cualquier momento de la gestacion, pero las
consecuencias para el feto son mas graves al inicio (Dubey y Lappin, 2000).
Aunque una caracteristica principal de la enfermedad en el ganado es el aborto,
en perros no hay informaciones de ésta manifestacion en forma natural. La

muerte se puede presentar en perros de cualquier edad.
2.9.2. Signos clinicos en los bovinos.

La enfermedad en los bovinos adultos se manifiesta con el aborto o en su
defecto con el nacimiento de terneros que padecen de alteraciones
neuromusculares. Después de producido el aborto no hay retencion de placenta,
las vacas entran en celo en forma normal y la fertilidad no se ve afectada
(Anderson et al., 1994; Pérez et al., 1999).

Los abortos debido a N. caninum pueden producirse en cualquier época del
afio y presentarse de manera esporadica, endémica o en forma de brotes
epidémicos (Pérez et al.,, 1999), puede afectar tanto a vaquillas como a vacas.
Aun se desconoce la relacion entre la edad de los animales y la receptividad a la
infeccion, pero se reporta que no existe diferencia entre el nimero de partos y el

riesgo de sufrir abortos (Obendorf et al., 1994).
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Generalmente, el aborto se produce entre el 3°y el 9°mes de la gestacion,
pero es mas frecuente entre los 4-6 meses (Lindsay et al., 1996). No se detectan
signos clinicos previos al aborto. Los fetos generalmente se presentan autoliticos
y en ocasiones con grados variables de momificacién (Bidfel et al., 1994). No se
presentan lesiones caracteristicas a simple vista, pero algunas veces se pueden
apreciar zonas blanquecinas correspondientes a zonas de necrosis e inflamacion;
en los fetos autoliticos las lesiones son inaparentes. En la placenta también se
pueden apreciar zonas blanquecinas de lesiones. De producirse la momificacion
del feto, puede ser abortado o bien retenido hasta el final de la gestacion (Pérez
et al., 1999). Solo entre el 5-6% de las vacas de un rebafio afectado con abortos
debido N. caninum probablemente aborte nuevamente, también se reporta que el
43.8% de las vacas que abortaron por primera vez, lo volvieron hacer, pero no se
definio si se debi6é a una reactivacion de los quistes o si se debid a una reinfeccién
(Obendorf et al., 1995).

Los terneros que nacen infectados y vivos pueden presentar la enfermedad
nerviosa entre los 4-5 dias o hasta 2 semanas luego del parto. Estos animales
han presentado signos clinicos variables, que van desde incoordinacion ligera
hasta paralisis completa, debilidad y dificultad para levantarse. Los miembros
anteriores y/o posteriores pueden estar flexionados o hiperextendidos. EI examen
neuroldgico revela ataxia, disminucién del reflejo patelar y pérdida de la
coordinacion. En ocasiones hay exoftalmia, posicion asimétrica de los ojos y otras
deformaciones asociadas con la lesion en las células nerviosas embrionarias. La
gran variabilidad del cuadro clinico observado en los animales con neosporosis
congénita esta relacionada probablemente con la edad y el desarrollo del sistema
inmune del feto en el momento de la infeccién y con la distribucién de las lesiones
en el SNC (Pérez et al., 1999).

La presencia de signos clinicos de la neosporosis bovina, se hace aun mas
inespecifica debido las distintas resoluciones que puede tener la infeccién. En
casos en gue la muerte fetal se produce antes de los 3 meses probablemente se
acompafie de reabsorcién (Pérez et al.,, 1999). La infecciébn congénita con la

produccion de terneros infectados pero clinicamente sanos parece ser bastante
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frecuente. Estos animales son los encargados de mantener la infeccién dentro de

los rebafios (Pérez et al., 1999).

2.10. LESIONES.
2.10.1 Lesiones de la enfermedad neuromuscular del perro.

Las lesiones en un animal se presentan frecuentemente a nivel de tejido
muscular estriado y nervioso y en ocasiones en la piel. En tejido muscular,
especialmente del diafragma, se aprecian estrias transversales de necrosis,
fibrosis y mineralizacion de musculos. También puede haber hepatomegalia,
neumonia o malacia del tejido cerebral o de la médula espinal (Barber et al.,
1996).

Microscopicamente, en el cerebro se aprecia encefalomielitis no supurativa,
poliradiculitis, gangliositis. La encefalomielitis va acompafiada de degeneracion
axonal y formacion de nédulos gliales en el cerebro. En los perros jovenes es
frecuente la radiculoneuritis. El tejido muscular puede presentar necrosis focal con
miositis y/o miofibrosis o con inflamacion generalizada de todos los musculos
esqueléticos, corazén y esofago. En piel se reporta piodermatitis grave. Es comun
encontrar taquizoitos en tejido pulmonar, higado, glandulas suprarenales, tiroides
y utero pero sin que tengan importancia clinica. Los quistes se pueden encontrar
en tejido nervioso central o periférico mientras que los taquizoitos en todos los

organos (Barber et al., 1996).

La piodermatitis vista en perros adultos se caracteriza por nodulaciones y
ulceraciones en la piel de la cara y parte interna de los miembros posteriores. La
impronta de estas lesiones evidencia eosinofilia, neotrofilia y es comun observar
taquizoitos (Barber, 1998; Fritz, 1997).
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2.10.2. Lesiones en los fetos abortados y en terneros infectados.

Los fetos abortados aparecen frecuentemente momificados y en ocasiones
autoliticos. Macroscopicamente se aprecian lesiones a nivel de los cotiledones de
la placenta, que presentan edema y focos blanquecinos correspondientes a zonas
de necrosis a veces calcificadas, acompafiado microscépicamente de placentitis
no supurativa, donde en algunas ocasiones es posible observar taquizoitos dentro

de los trofoblastos (Pérez et al., 1999).

Las lesiones macroscopicas en los fetos abortados son raras, pero o mas
frecuente es observar areas blanquecinas en la musculatura estriada que al corte
se profundizan, congestion hepatica, corazén aumentado de tamafio y zonas de

malacia a nivel del encéfalo (Pérez et al., 1999).

Las alteraciones microscopicas se pueden apreciar en varios tejidos, pero
principalmente en SNC, musculo estriado incluyendo el corazén y en el higado.
Otros 6rganos menos afectados son los rifiones, pulmon, pancreas y glandulas
adrenales. A nivel del SNC, se aprecia una encefalomielitis multifocal no
supurativa con zonas de malacia, proliferacion de microglias y astrocitos, a veces
acompafnados con hemorragias, mineralizacion y focos de meningitis (Schares et
al., 1997; Pérez et al., 1999). En el corazon, se aprecia miocarditis focal o difusa
no supurativa, acompafnado de fibras musculares degeneradas o con necrosis e
incluso calcificacion. El masculo estriado se afecta con una polimiositis multifocal
no supurativa. En el higado, puede presentarse una hepatitis no supurativa difusa,
a veces con zonas de necrosis focales o difusas, puede existir congestion pasiva
cronica, con venas centrolobulillares dilatadas y sinusoides degenerados
(Agerholm y Barr, 1994; Anderson et al., 1995, Citado por Cornejo, 2002). En los
nodulos linfaticos es evidente la hiperplasia con foliculos linfoides activos. En
otros érganos afectados, el cuadro que se aprecia es similar, una inflamacién con

infiltrado celular que en su mayoria es mononuclear (Pérez et al., 1999).

En ocasiones, puede observarse reacciones inflamatorias de tipo
granulomatoso alrededor de algunos quistes degenerados y bradizoitos, lo que
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sugiere que se produjo la rotura de dichos quistes que inducen este tipo reaccién
inflamatoria. La observaciéon de los parasitos en los fetos abortados es dificil, por
diversos factores, y solo es posible con técnicas de inmunohistoquimica (Dubey,
2003).

Los terneros infectados que logran nacer, presentan focos de malacia en
SNC que pueden ser observados macroscopicamente. Las lesiones en tejido
nervioso son similares a las observadas en los fetos abortados, con la excepcion
de que son mas frecuentes en la médula espinal. También es apreciable la
encefalomielitis no purulenta, acompafiada de zonas de necrosis, vacuolizacion
de las neuronas, degeneracion de los axones neuronales y focos de gliosis, estas
lesiones son también vistas en nervios espinales. La observacion de taquizoitos y

quistes en las lesiones de estos animales es mas frecuente (Pérez et al., 1999).
2.11. EPIDEMIOLOGIA.

En una muy documentada revisibn Dubey (2003), cita diferentes
prevalencias en perros urbanos y rurales: en Japén 31y 7 %; en Holanda 23,6 y

5,5 %, y en Argentina 48 y 22,2 %, respectivamente.

En Inglaterra, 50 % de cachorros nacidos de perras seropositivas (IFA >
1:50) mostraron seropositividad y 25 % de ellos desarrollaron cuadros

compatibles con Neosporosis de transmision vertical.

Tres perras produjeron sucesivas camadas infectadas, (éste fendmeno
parece ser caracteristica de la transmision vertical, pues también ocurre en

Toxocariasis).

Aln poco se conoce sobre el mecanismo de infeccion de los perros en la
naturaleza. Los perros pueden excretar ooquistes en mas de una oportunidad
(Rojas, 2003).

En el pais, la primera evidencia de la presencia de Neospora en bovinos se

demuestra serologicamente por Cuellar en 2004 resultando con un 42.44% de
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sueros positivos, utilizando la técnica de ELISA. Dubey (2003), cita prevalencias

de 12,1 a 77 % en las vacas de algunos paises de América, Europa y Australia.
2.11.1. Prevalencia y distribucion geografica.

La neosporosis bovina ha sido informada en Africa, América, Asia, Europa
y Oceania (Dubey, 2003). Los valores de seroprevalencia obtenidos varian de
acuerdo al pais, regién, técnica diagnéstica, punto de corte, tamafio de muestra
seleccionado, caracteristicas del muestreo, tipo de ganado (para leche o para
carne), explotaciones con o sin antecedentes de sufrir pérdidas reproductivas,
siendo dificil su comparacion. Por otro lado, los datos sobre la prevalencia de la
neosporosis en bovinos para carne son muy escasos. En las Tablas 2 y 3 se
muestran algunos trabajos de seroprevalencia en bovinos para carne y para leche

de diferentes paises. (Moore, 2006).
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Tabla 2. Seroprevalencia individual de la infeccién por N. caninum en el ganado

bovino de aptitud lechera.

PAIS N° DE PREVALENCIA TECNICA REFERENCIAS
ANIMALES (%) DIAGNOSTICA
Alemania 1357 6,8 ELISA Weber et al., 2000
Argentina 1048 16,6 IFI Moore et al., 2002
Bélgica 70 29 IFI De Meerschman et al., 2000
447 14 IFI Gondim et al., 1999
172 34,8 ELISA Locatelli-Dittrich et al., 2001
Brasil 223 11,2 I FI Corbellini et al., 2002
2037 21,9 ELISA Bergeron et al., 2000
3412 7,0 ELISA Cramer et al., 2002
Canada 3702 12,1 ELISA Hobson et al., 2002
3162 10,5 ELISA Hobson et al., 2002
Corea 492 23 ELISA Bae et al., 2000
Costa Rica 3002 39,7 ELISA Romero et al., 2002
Dinamarca 1561 22,0 ELISA, IFI Jensen et al., 1999
USA 1029 28,0 IFI Dyer et al., 2000
Espafia 889 30,6 ELISA Mainar-Jaime et al. 1999
1121 36,8 ELISA Quintanilla-Gozalo etal.,1999
Francia 1170 11,1 ELISA Pitel et al., 2001
2141 17,0 ELISA Pitel et al., 2001
Holanda 2430 39,4 ELISA Dijkstra et al., 20012
Italia 5912 24,4 IFI Magnino et al., 1999
Malasia 100 9 IFI Cheah et al., 2001
Méjico 187 59,0 ELISA Garcia-Vazquez et al., 2002
Nueva Zelanda 880 7,6 IFI Reichel, 1998
Paraguay 297 35,7 ELISA Osawa et al., 2002
Polonia 45 15,6 ELISA Cabaj et al., 2000
Portugal 119 49 ELISA Thompson et al., 2001
Reino Unido 4295 17,0 ELISA Davison et al., 1999d
Republica Checa 463 3,9 ELISA, IFI Véclavek et al., 2003
Rusia 391 9,9 ELISA Conraths et al., 2000
Tailandia 904 6,0 IFI Suteeraparp et al., 1999
Taiwén 613 44,9 IFI Ooi et al., 2000
Vietnam 200 55 ELISA Huong et al., 1998
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Técnicas diagndsticas: ELISA: andlisis inmunoenzimatico; IFI:

inmunofluorescencia indirecta.

FUENTE: Moore, 2006

Tabla 3: Seroprevalencia de la infeccion por N. caninum en bovinos para carne.

PAIS N° DE PREVALENCIA TECNICA REFERENCIAS
ANIMALES (%) DIAGNOSTICA
Argentina 400 4,7 IFI Moore et al., 2002
Bélgica 93 14 IFI De Meerschman et al., 2000
Canada 1806 9,0 ELISA Waldner et al., 1999
Corea 438 4,1 IFI Kim et al., 2002
EE.UU 2585 23 ELISA Sanderson et al., 2000
1009 12,9 DAT Barling et al., 2000
Espafia 1712 17,9 ELISA Quintanilla-Gozalo et al.,1999
Francia 219 4,1 ELISA Klein et al., 1997
Paraguay 582 26,6 ELISA Osawa et al., 2000

Técnicas diagndsticas

ELISA: andlisis inmunoenziméatico; IFIl: inmunofluorescencia indirecta; DAT:

inmunoaglutinacion directa.

FUENTE: Moore, 2006
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2.12. DIAGNOSTICO.

El diagnostico de la neosporosis canina y bovina requiere de un
procedimiento de recoleccion de informacioén, que empieza con los datos de la
anamnesis, epidemiologia y la observacion de signos clinicos y lesiones, los
cuales sugieren un diagnéstico presuntivo que debe ser confirmado por examenes
especializados. Los procedimientos rutinarios de laboratorio generalmente soélo
demuestran anticuerpos séricos a N. caninum, éste resultado confirma de
infeccion y se hace necesario para el diagndstico definitivo demostrar la presencia

del parésito en las lesiones (Dubey, 2003).

2.12.1. Diagnéstico de la Neosporosis canina.

En los caninos, el diagndstico de la enfermedad requiere la observacion de
signos clinicos caracteristicos, analisis serologico y determinacion del parasito en
las lesiones. A pesar de demostrar que el perro es capaz de eliminar ooquistes de
N. caninum en las heces, el analisis coprolégico no se utiliza como diagndstico
(Cornejo, 2002).

2.12.1.1. SEROLOGIA.

La serologia ha sido usada frecuentemente como herramienta para
desarrollar estudios epidemiolégicos buscando la asociacion entre N. Caninum y
abortos en bovinos. La mayoria de los autores encontraron que existia una alta

correlacion entre ambas.

» TEST DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI).

IFI fue el primer test aplicado a la deteccion de anticuerpos contra N.
Caninum y ha sido ampliamente usada para el diagndéstico, siendo considerada la
técnica estandar para comparacion con otras (Dubey& Lindsay, 1996).
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En la técnica de IFI (Barr & Anderson, 1995, Citado por Moore, 2006), se
encuentran suspensiones de taquizoitos de Neospora caninum (5x106 mll) son
secadas al aire sobre portaobjetos y fijadas en acetona. Las muestras de suero
son evaluadas comenzando con una dilucion de 1:50. Después de la incubacion y
lavado un anticuerpo especifico conjugado con isotiocianato de fluoresceina es
agregado. Luego del ultimo lavado los portaobjetos son examinados y solamente

la presencia de fluorescencia periférica es considerada como especifica.
« IMUNOBLOTTING (IB).

Este test es usualmente usado junto a otros, mas que como una
herramienta individual, siendo considerado un test esencial para la determinacion
de antigenos inmunodominantes (Atkinson et al., 2000, Citado por Moore, 2006).
Como se dijo anteriormente, los animales infectados con N. caninum reconocen
predominantemente antigenos con un peso molecular de 17, 29/30 y 37 Kda. En
IB un resultado es considerado positivo cuando 2 6 3 de 4 antigenos

inmunodominantes estan presentes (Bjerkas et al., 1994).
« PRUEBAS INMUNO-ENZIMATICAS (ELISA).

El ELISA ha sido ampliamente utilizado en el serodiagnéstico de la
neosporosis. La facilidad para procesar un gran numero de muestras, sin

embargo no se comercializa dirigido a esta especie.
« PRUEBA DE AGLUTINACION.

Un test de aglutinacion en microplacas, usando taquizoitos como antigeno
también es utilizado para el diagnéstico de Neosporosis. Este test es muy util
porque no requiere anticuerpos secundarios, conjugados, equipamento para

ELISA o microscopio para inmunofluorescencia.
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2.12.1.2. MICROSCOPIA OPTICA.

La histopatologia, es el método mas corriente para diagnosticar la
infestacion por Neospora caninum, identificando al parasito en la zona lesionada
(Moore, 2006).

2.12.1.3. INMUNOHISTOQUIMICA.

La Inmunohistoquimica (IHQ), realizada sobre tejidos fetales formolados
con lesiones histopatolégicas compatibles, permite la identificacion de Neospora
caninum con alta especificidad, adquiriendo valor diagnéstico relevante (Moore,
2006).

2.12.1.4. MICROCOPROSCOPIA.

A pesar de demostrar que el perro es capaz de eliminar ooquistes de N.
caninum en las heces, el analisis coprolégico no se utiliza como diagndstico, por
gue los ooquistes son dificil distinguir por microscopia 6ptica con los de T. gondii
y Haemondia (Dubey, 1999).

2.12.1.5. REACCION EN CADENA DE POLIMERASA. (PCR).

Las técnicas de PCR, son Utiles para detectar el parasito en los tejidos de
fetos abortados. Las ventajas de ésta técnica son su elevada especificidad y
sensibilidad y la capacidad de amplificar pequefias cantidades de ADN de

Neospora caninum en una gran variedad de tejidos.
2.12.1.6. AISLAMIENTO.

El primer aislamiento de Neospora caninum, fue logrado a partir de material

del sistema nervioso central obtenido de un perro infestado.

El aislamiento en cultivos celulares a partir de fetos es dificultoso debido a
la severa autélisis de las células del hospedador, el bajo nimero de parasitos
presentes y a la alta probabilidad de contaminacién. (Basso, 2004).
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2.12.2. DIAGNOSTICO EN BOVINOS.

2.12.2.1. DIAGNOSTICO DEL ABORTO BOVINO.

Es importante enviar el feto completo y el suero de la madre para el
diagnostico. La deteccion de la infeccidon en la vaca abortada no confirma que el
aborto haya sido causado por N. caninum, sin embargo este resultado sugiere
bastante el diagndéstico (Dubey, 2003). Las pruebas de mayor valor confirmativo
para el diagndstico de neosporosis fetal son los exadmenes de histopatologia,
inmunohistoquimica y deteccion de acidos nucleico por PCR; pero también se

pueden realizar pruebas seroldgicas de los fluidos fetales.

La demostracion de N. caninum en los tejidos fetales lesionados con
pruebas de inmunohistoquimica es la mejor evidencia de la etiologia de aborto en

la actualidad, sin embargo esta prueba no es muy sensible (Dubey, 2003).

La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es de alta
sensibilidad y especificidad. Es de gran ayuda para el diagnostico de fetos
autolisados y muestras con fijacion quimica (como muestras formolizadas y/o
fijados en parafina) (Dubey, 2003). Las pruebas seroldgicas también son Utiles
para el diagnostico del aborto debido a N. caninum, incluso si se encuentran
autolisados. Se puede realizar pruebas de IFl y ELISA. Se puede usar el suero de
sangre o cualquier fluido del cuerpo del feto, pero es el mas indicado para el
diagnéstico seroldgico es el fluido peritoneal (Dubey, 2003). La presencia de
anticuerpos contra N. caninum en el feto va depender de la edad del feto en el
momento de la infeccion, el nivel de parasitemia y el periodo que transcurre desde
la infeccion hasta la muerte fetal. Los resultados positivos establecen la infeccion
con N. caninum y los resultados negativos no la descartan (Dubey, 2003). La
inmunoglobulina detectada es la IgM especifica y en ese sentido la prueba de IFI
no ha presentado reaccion cruzada con otros protozoos. Incluso titulos por debajo
de 1:25 en la prueba de IFI, deben considerarse especificos para el N. caninum

sobre todo en los fetos (Dubey, 2003).
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En los terneros con o sin signos clinicos se recoge el suero con la finalidad
de realizar el diagndstico con pruebas seroldgicas y tal muestra debe ser tomada

antes de que se ingiera el calostro (Dubey, 2003).
2.12.2.2. DIAGNOSTICO EN BOVINOS ADULTOS.

Las pruebas serolégicas son la mejor herramienta para el diagnéstico en
bovinos adultos, estas incluyen la prueba de aglutinacién de anticuerpos, la
técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI), el ELISA indirecto y la prueba de
Immunoblots que es Util para detectar anticuerpos especificos a N. caninum
(Dubey, 2003).

La prueba de IFI tiene una sensibilidad de 98% y una especificidad de 99 %
(Packham, et al., 1998 Citado por Cornejo, 2002). Se ha diseflado una prueba de
ELISA recientemente para distinguir las infecciones cronicas en el ganado y que

podria ser usada para distinguir el aborto endémico y epidémico (Dubey, 2003).
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TABLA 4.  Aislamiento de Neospora caninum.

DENOMINACION PAIS ORIGEN MUESTRA REFERENCIA
NC-1 USA CANINO CEREBRO Dubey et al., 1988a
NC-3 USA CANINO CEREBRO Cuddon et al., 1992

BPA-3 USA TERNERO CEREBRO Barr et al., 1993
BPA-4 USA TERNERO CEREBRO Barr et al., 1993
NC-Liv REINO UNIDO CANINO CEREBRO Barber et al., 1993
BPA-1 USA FETO CEREBRO Conrad et al., 1993
BPA-2 USA FETO CEREBRO Conrad et al., 1993
JPA-1 JAPON TERNERO CEREBRO Yamane et al., 1996
JPA-4 JAPON TERNERO CEREBRO Yamane et al., 1996
JPA-5 JAPON TERNERO CEREBRO Yamane et al., 1996
BT2 JAPON TERNERO CEREBRO Yamane et al., 1996
NC-LivB1 REINO UNIDO TERNERO CEREBRO Davison et al., 1999b
NC-PV1 ITALIA TERNERO CEREBRO Magnino et al., 1999
NC-Beef USA TERNERO CEREBRO McAllister et al., 2000
KBA-1 COREA TERNERO CEREBRO Kim et al., 2000
KBA-2 COREA FETO CEREBRO Kim et al., 2000
NC-GER1 ALEMANIA CANINO CEREBRO Peters et al., 2000
NC-Bahia BRASIL CANINO CEREBRO Gondim et al., 2001
NC-Portol PORTUGAL FETO CEREBRO Canada et al., 2002
NC6-Argentina ARGENTINA CANINO HECES Basso et al., 20012
NC7-Japo6n JAPON OVEJA CEREBRO Koyama et al., 2001
NC-Nowra AUSTRALIA TERNERO CEREBRO Miller et al, 2002
NC-lllinois USA TERNERO | CEREBRO Godim et al., 2002
BNC-PR1 BRASIL TERNERO CEREBRO Locatelli-Dittrich etal., 2003
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2.12.2.3. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL.
En Bovinos:

- DVB (Diarrea Viral Bovina).

- RIB (Rinotraqueitis Infecciosa Bovina).

- Brucelosis.

- Leptospirosis.

- P13 (Parainfluenza 3).
En caninos:

- Toxoplasmosis.

- Sarcocystis. (Rojas, 2003).

2.13. TRATAMIENTO.

En caninos, al igual que en los bovinos debido a la ausencia de un
tratamiento especifico, se ha recomendado una terapéutica similar a la utilizada
en los casos de toxoplasmosis (T. gondii), la cual consiste en el uso de
Clindamicina oral en dosis de 12.5 a 18.5 mg/kg/pv. Suministrada dos veces por
dia durante un periodo de 2 a 4 semanas. También, resulta eficaz la combinacién
de piremetamina y sulfonamidas via oral a dosis de 0.25 a 0.5 y 30 mg/kg/p.v.

respectivamente, cada 12 horas por 4 semanas. (Cuellar et al., 2002).

Han sido probados in-vitro farmacos contra taquizoitos en cultivo celular,
donde se demuestra actividad de los inhibidores de la reductasa de dihidrofolato y
las sulfonamidas, por separado o combinadas (Lindsay, et al., 1996), ademas
también tienen actividad los antibiéticos ionéforos, tetraciclinas, macrélidos y las

lincomicinas (Lindsay, et al., 1994 citado por Cornejo, 2002).
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Drogas como el toltrazuril y pronazuril para prevenir la infecciéon vertical,

estan en experimentacion.
2.14. PREVENCION Y CONTROL.

En la actualidad no existe una conducta de control, prevencion ni
tratamiento especifico para la enfermedad. Esto es principalmente debido a la
poca informacion que se tiene del parasito, de su comportamiento en los
huéspedes intermediarios, ni del efecto que tendria la presencia de los animales

congénitamente infectados dentro de los hatos.

Las propuestas de control y prevencién sobre la infeccibn congénita han
sido variadas, por ejemplo Lindsay et al. (1990), postularon el efecto benéfico del
uso de anticoccidiales para inhibir el desarrollo de la Neospora, pero no pudieron
definir realmente si su uso evitaba la infeccion o el aborto. También se ha
propuesto la necesidad de implementar altas tasas de reemplazo o el empleo de

transferencia de embriones con novillas no infectadas.

Las medidas orientadas al control y prevencion de la infeccion postnatal se
fundamentan en el conocimiento del ciclo de vida del parasito. Aqui juegan un
papel importantisimo las poblaciones de caninos y probablemente de otros
carnivoros como contaminantes de forrajes y de fuentes de agua a través de la
materia fecal. Asi mismo se debe limitar el acceso de los mismos al consumo de
tejidos bovinos que puedan estar contaminados como son las placentas o los
animales muertos en la finca. Es muy importante la identificacion de animales
seropositivos y congénitamente infectados para establecer normas de manejo
dentro del hato como por ejemplo la cria individual que disminuyan el riesgo de

contacto e infeccion entre terneras (Zambrano et al., 20027?).

Vacunacién contra Neospora caninum en animales seronegativos (5ml s.c.
56 y 77 dias de gestacion), para eliminar la transmision transplacentaria en los
bovinos y ademas reducir los abortos (Cuellar et al., 2002).
Evitar el acceso a perros y otros carnivoros a las instalaciones destinadas al

ganado, sobretodo a depdésitos de alimentos y potreros (Cuellar et al., 2002).
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Generalidades.

3.1.1. Ubicacion geografica.

El estudio se desarrollo en Departamento de Sonsonate, dentro y
alrededores de las tres ganaderias lecheras, ubicadas en la zona central y la zona
costera de dicho departamento en los municipios de Caluco (L1), Acajutla (L2) y
Sonzacate (L3), para poder identificarlas se les designo como; L1, L2 y L3
(Figura Al).

La fase de laboratorio se llevo a cabo en el Laboratorio de Serologia del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD), ubicado en Bulevar

Los Héroes y Calle Martires del 30 de Julio, Ciudad Universitaria.

3.1.2. Duracion de La Investigacion.

La investigacion se llevo a cabo, durante los meses de marzo a julio de
2008, y comprendio tres fases: levantamiento de un censo canino, recoleccion de

las muestras y procesamiento de laboratorio.
3.1.3. Tipo de Explotacion.

Las ganaderias lecheras en las cuales se realizo el estudio, poseen como
caracteristicas comunes: manejo estabulado o semi-estabulado, presencia de
aborto. Los perros tienen acceso al area de manejo y de pasto (Figuras A2, A3y
Ad).

Los encastes predominantes en dichas propiedades son de razas:
Holstein, Brown Swiss y Jersey (Figura A5). Algunas ganaderias poseen razas

con aptitud cérnica. (Figura A6).
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3.2. Metodologia estadistica.

3.2.1 Variables a Estudiar:

- Seropositividad a Neospora caninum.

- Presencia de Anticuerpos contra Neospora caninum segun la Edad.

- Presencia de Anticuerpos contra Neospora caninum segun Sexo.

- Presencia de Anticuerpos contra Neospora caninum versus localidad

muestreada.

3.3. Prueba de Chi — Cuadrada (X?).

Cuando se recolectan una gran cantidad de datos, no es facil especificar la
distribucion original. Para operar tales datos necesitamos utilizar una estadistica
de distribucidon libre, o sea de procedimientos que no dependan de una
distribucion original especifica, lo cual se logra con la estadistica no paramétrica;
las cuales son sensibles a cambios en localizacion, dispersibn o en ambas
caracteristicas. En general, estos métodos no se encuentran sujetos a la forma de
distribucion de la poblaciéon.

Entre las ventajas que tenemos de usar Chi Cuadrada tenemos:
- Los datos se ordenan por categorias, por la falta de una escala de
medicién adecuada y que puede ser una forma de colectar los datos con

prontitud usando categorias (Nuila, 2001; Daniel, 1997).

La férmula general de Chi-cuadrada utilizada en la resolucion de este tipo
de problemases: X2=) (O-T)?

T

Donde O es el valor observado para cada una de dos o mas clases, y T es

el valor tedrico calculado.

La forma de calcular los grados de libertad es la siguiente:
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Gl = (N°de filas — 1) (N° de columnas — 1)

En el caso de un cuadro de 2 x 2 solo hay un grado de libertad.

Para evaluar esta expresion, primero debemos determinar el valor tedérico
calculado para cada clase de individuos, de acuerdo con nuestra hipotesis. El
valor tedrico calculado se sustrae entonces del valor observado y la diferencia
resultante se eleva al cuadrado y se divide entre el valor teérico calculado. Estos
cocientes se suman para todas las clases. Entonces, la suma se compara con los

de una tabla de X2 con los grados de libertad apropiados.

Esto revela la probabilidad aproximada de obtener desviaciones de las
expectativas, tan grandes o mayores que aquellas observadas por casualidad.

Si el valor de X2 obtenido es mayor que el valor critico, se acepta la
hipotesis planteada que afirma la existencia de diferencia significativa entre las

frecuencias observadas.

3.4. Metodologia de campo.

Se determind una poblacion canina domestica de 130, los cuales poseen
propietarios que habitan en las ganaderias y sus alrededores. Dentro de este
censo no se discriming: Edad, Sexo y Raza. En las tres ganaderias lecheras se
realizaron inspecciones de campo para conocer datos como: prevalencia del
aborto en cada ganaderia, determinacion de la poblacién canina doméstica por

medio de entrevistas a dichos pobladores (Figura A7).

3.4.1. Materiales y Equipo.
- Tubos de ensayo de 5 ml.
- Jeringas de 3 cc 22 X 1 %.
- Vacuna antirrabica.

- Desparasitante (Ivermectina al 1%).
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- Acepromacina 1%.
- Papel Toalla.

- Algodon.

- Alcohol 90%.

- Gradilla metélica.
- Bozal.

- Hielera.

- Atrapa perros.

- Gabachas.

- Guantes de cuero.
- Centrifuga portatil.

- Cuaderno de apuntes.

3.4.2. Toma de muestra.
Procedimiento:

- Se inmovilizaban los perros con ayuda del atrapa perro y se les
colocaba el bozal (Figura A8).

- El propietario brindo datos para su identificacion.

- Desinfeccion del area a muestrear.

- Recoleccion de muestra seroldgica tomada de la vena cefélica
con jeringa de 3 cc de 22X1 1/2 (alrededor de 2 a 3 cc de sangre
entera).

- Colecta de sangre en tubo de ensayo.

- Identificacion de tubo de ensayo con respectiva muestra.

- Desparasitacion y vacunacion antirrabica.

- Transporte de la muestra.

54



3.5. Metodologia de laboratorio.

- Centrifugacion a 3500 rpm por un periodo de 5 minutos para
obtener el suero.

- Separacion y extraccion de suero.

- Colocacion del suero en microviales previamente identificados.

- Almacenamiento de las muestras en congelador a — 80 °C.
(Figura A9 y A10).

3.5.1. Materiales y equipo.
- Refrigerador.
- Congelador a -80°C.
- Centrifuga.

- Crioviales.

3.5.2. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI).

En 1941 Coons intenté conjugar los anticuerpos con colorantes
fluorescentes y en 1942 public6 la primera aplicacion de esta técnica

inmunoldgica.

La microscopia de inmunofluorescencia es una técnica inmunohistoquimica
gue consiste en conjugar colorantes fluorescentes (isotiocianato de fluoresceina,
rodamina B de lisamina o acido 1-dimetilaminonaftalen-5-sulfénico) con
anticuerpos o antigenos, exponiendo después este conjugado a los anticuerpos o
antigenos correspondientes en cortes de tejidos, frotis de microorganismos o de
células, o cultivo de tejidos en capa Unica. Cuando la reaccidén es positiva y se
expone a la luz ultravioleta se producira fluorescencia observable bajo el

microscopio de inmunofluorescencia.
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Descripcidn del microscopio de inmunofluorescencia.

Consta de una fuente de luz (lampara de mercurio o halégena) la cual debe
emitir la mayor cantidad de luz ultravioleta, el microscopio y un sistema de filtros,
el de excitacién o seleccion de luz ubicado entre la fuente de luz y el preparado,
tiene por objeto permitir el paso de ondas de luz con longitud que caiga en el
rango azul con el fin que el preparado sea alcanzado exclusivamente por la luz
azul y produzca emision de luz fluorescente. El segundo filtro es el de calor y esta
ubicado entre la fuente de luz y el filtro de excitacién en los microscopios de luz
transmitida y entre la fuente de luz y el espejo dicromico en los microscopios de
luz incidente. El tercer tipo de filtro es de barrera, colocado antes del ocular para
prevenir dafios retinianos que podrian ser causados por rayos ultravioleta que

escapan el espejo dicrémico.
Funcionamiento.

La luz de una fuente de longitud de onda multiple se mueve a través de un
filtro excitador que solo permite que pase la radiacion excitada de la longitud de
onda deseada. Esta radiacion es reflejada por el filtro dicromatico y enfocada por
la lente del objetivo sobre la muestra, las moléculas fluorescentes de la muestra
se excitan y emiten luz (por fluorescencia) de una longitud de onda especifica y
mayor. Esta luz es enfocada por el objetivo y la mayor parte pasa a través del
filtro dicromatico y no se refleja. Un filtro de barrera final bloquea toda la luz

residual con la frecuencia de la radiacidon de excitacion.
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CLASES DE TECNICAS UTILIZADAS PARA LA PREPARACION DE LAS
MUESTRAS.

» DIRECTA: Es una técnica que consiste en demostrar la presencia de un
antigeno mediante reaccion directa con un anticuerpo especifico
marcado con colorante fluorescente. El anticuerpo es obtenido a través
de la inoculacién del microorganismo productor del antigeno en un
modelo animal.

 INDIRECTA: Es una técnica de doble capa en donde se aplica el
anticuerpo sin marcar directamente sobre el sustrato de tejido y se
visualiza por tratamiento con un suero anti-inmunoglobulina conjugado

con fluorocromo.

El proceso consta de dos etapas: en la primera se fijan sobre un
portaobjetos los antigenos que constituyen el substrato conocido especifico
(células que contiene virus, T. gondii, T. pallidum, etc.) sobre él se coloca el suero
de quien se sospecha la presencia de anticuerpos especificos, si la reaccion es
positiva se dara formacion de complejo antigeno-anticuerpo no visible ya que el

anticuerpo no estaba marcado.

En la segunda etapa se debe obtener una anti-inmunoglobulina marcada,
gue reaccionara con el anticuerpo del complejo producido en la primera etapa. La
anti-inmunoglobulina se obtiene asi: de una mezcla de varios sueros, se
precipitan las globulinas (anticuerpo), estan globulinas son inoculadas a un
organismos (conejos, cabras), el organismo producira antiglobulinas que se
marcan con fluoresceina o cualquier otro de los colorantes. Este anticuerpo
marcado se unira al anticuerpo no marcado de la primera etapa que en este
momento se puede considerar como un antigeno, dando reaccion positiva de
fluorescencia solamente si en la primera etapa se produjo union entre el antigeno
gue se fija en la placa y el anticuerpo presente en el suero que estamos

evaluando.
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La técnica indirecta tiene ventajas: la inmunofluorescencia es mas brillante
gue la deteccion directa debido a que varias anti-inmunoglobulinas fluorescentes
se pueden unir a cada una de las moléculas de Antigeno-anticuerpo presentes en
la primera capa, ademas dado que el proceso de conjugacion es largo, se ahorra
tiempo cuando se estudian varios sueros para la determinacién de anticuerpo ya
gue solo es necesario prepara un unico reactivo marcado: la anti-inmunoglobulina.
(Schwartz, 2000).

3.5.2.1. Material Requerido.

- Lamina sustrato FA Neospora caninum. (Figura A11).
- Conjugado FITC Neospora caninum.
- Control negativo Neospora caninum. (origen canino).
- Control positivo Neospora caninum. (origen canino).
- Buffer especial diluyente de suero.
- Solucion buffer de lavado.
- Liquido de montaje.
- Papel absorbente.
- Marcador indeleble.

- Agitador.

- Cronometro.

- Cémara humeda.

- Frascos Kooplin.

- Crioviales de 3 ml.

- Pipetas pasteur.

- Bulbos.

- Guantes y tapabocas.

- Gradilla portaviales.

- Puntas descartables de 100 y 300 plts.

58



3.5.2.2.  Equipo.

- Micropipetas individual, 5 — 50, 50 — 200 y de 200 — 1000
microlitros.

- Refrigerador.

- Congelador (-80°C).

- Estufa (Incubadora).

- Centrifuga.

- pH metro.

- Microscopio Epi-fluorescente.

3.5.2.3. Metodologia de Laboratorio.

a) PREPARACION DE LOS REACTIVOS:
Se dejo que todos los reactivos alcanzaran la temperatura ambiente.

Dilucion de 1:50 en los sueros problemas (Figura A12).

La lamina previamente identificada se dejo a temperatura ambiente.
Colocar los controles positivo y negativo en un pozo determinado (Figura
A13).

Colocar de 10-50 pl del suero problema en cada pozo designado. (Figura
Al4).

Identificacion de suero problema por medio de mapa (Figura A15).

Incubar la lamina en camara hiumeda a 37 °C por 30 minutos (Figura A16).
Lavar las laminas en frascos Kooplin con solucion Buffer de lavado por 10
minutos (Figura Al17).

Secar las laminas con mucho cuidado de no tocar los pozos (Figura A18).
Colocar de 20-50 pl de conjugado en todos los pozos incluyendo los
controles positivo y negativo.

Incubar nuevamente las laminas a 37° C por 30 minutos.
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e Lavar nuevamente las laminas en frascos Kooplin con solucion Buffer de
lavado por 10 minutos.

e Secar las laminas con mucho cuidado de no tocar los pozos con papel
toalla.

» Agregar de fluido de montaje en el centro de toda la lamina y luego colocar
una lamina cubre-objeto para ser observadas al microscopio (Figuras A19y
A20).

3.5.2.4. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

Se utilizé la prueba de Inmunofluorescencia Indirecta (IFIl) para determinar
anticuerpos contra Neospora caninum. Se usO una dilucién de 1:50 empleando
como antigeno a taquizoitos formalizados (Cepa Nc- 1) y congujado comercial
VMRD® - USA.

Los anticuerpos contra Neospora caninum fueron determinados mediante
la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFl). La positividad del suero fue
considerada al observarse fluorescencia completa del taquizoito (Figura A21),

mientras que en la muestra negativa no se aprecia tal fluorescencia.
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4. RESULTADOS.

Se analizo un total de 103 sueros caninos de igual nimero de perros
muestreados, procedentes de tres ganaderias lecheras del departamento de
Sonsonate, el muestreo demostr6 homogeneidad con respecto al sexo de los
caninos, con un 51% de las hembras (53) y 49% de los machos (50). La mayoria

de ellos de raza indefinida (mixtados) (Grafico 1).

Para el procesamiento de los datos se estratificaron las edades de la
siguiente manera: menores de 1 afio con un 30% (31); de 1 a 2 afios con un 23%
(24); de 3 a 5 afios con un 28% (29); de 6 a 8 afios con un 11% (11) yde 9 a 12

afios con un 8% (8) (Grafico 2).

El 11% (11) de la poblacién canina total resulté con presencia de
anticuerpos contra Neospora caninum (Grafico 3).

El analisis estadistico indica que el sexo, edad y localidad de los caninos,

no resulta significativo cuanto a la presencia de anticuerpos contra Neospora
caninum (Cuadro Al, A2 y A3).
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5. DISCUSION DE RESULTADOS.

En todas las unidades productivas del presente estudio persiste el aborto
bovino; en las cuales se han realizado pruebas de brucelosis y Leptospirosis,
resultando negativas, hay alta probabilidad que el aborto este asociado a la
Neosporosis, teniendo como antecedente que fueron las de mayor seropositividad
en la investigacion realizada por Cuellar et al. (2002).

El 66% (2) de las localidades ganaderas, presentd al menos un perro
seropositivo a Neosporosis, cabe mencionar que en donde no se encontrd
anticuerpos contra Neospora caninum poseen control de erradicacion de caninos

gue transitan en dicha explotacién pecuaria.

Las ganaderias lecheras tienen caracteristicas peculiares y particulares,
por lo cual se procedio a dividir en ganaderias con asentamiento netamente rural

(2), y ganaderias situadas en localidad urbano-marginal (1).

En las ganaderias de localidad rural presentaron el 18% (2) de presencia
de anticuerpos contra Neospora caninum, mientras que en la ganaderias de
localidad urbano-marginal presentd un 82% (9) de presencia de anticuerpos
contra Neospora caninum; dicha ganaderia presento el 73% (75) de los sueros
colectados ya que tenia alta densidad poblacional y en nuestro pais se relaciona

la cantidad de numero de perro por domicilio.

De acuerdo al sexo de los caninos no se encontrd diferencia significativa, la

cual coincide con la literatura consultada.

Ya que la presencia de anticuerpos de acuerdo a esta variable fue: machos
seropositivos 55% (6) y hembras seropositivas 45% (5).

Las edades de la poblacion canina que resultaron positivos a Neospora
caninum: de 1 a 2 afios; 18% (2), de 3 a 5 afos; 55% (6) y de 9 a 12 afios; 27%
(3). Cuyo resultado estadistico no es significativo
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6. CONCLUSIONES.

Los resultados positivos mediante la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta
demuestran que existe evidencia de presencia de la Neospora caninum en
perros que habitan y transitan en las ganaderias estudiadas del Departamento

de Sonsonate.

No existe correlacion directa entre la presencia de anticuerpos entre las

ganaderias y el sexo del canis domesticus.

Estadisticamente nos es significativa la relacion de la presencia de anticuerpos
contra N. caninum en la edad de los caninos y localidades ganaderas

estudiadas.

De acuerdo a los resultados, puede presentarse reactores positivos

independientemente en la ubicacion del hato.

Aparentemente puede existir una correlacion entre la Neosporosis bovina con
hallazgo de anticuerpos anti-Neospora caninum en perros que habitan y
transitan en ganaderias lecheras con antecedentes de problemas
reproductivos y abortos.
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7. RECOMENDACIONES.

Investigar sobre el status seroldgico de Neosporosis de hatos ganaderos

tanto en bovinos y caninos, en otras regiones del pais.

Promover trabajos de tesis comparando poblaciones caninas rurales y
urbanas, principalmente en rastros municipales ya que en El Salvador

existe movilizacioén activa de ganado.

Evitar en los hatos ganaderos el consumo de las secreciones, placenta o

fetos abortados de bovinos por los perros.

Impedir el ingreso a la ganaderias de los perros a las fuentes de alimento
de los bovinos para evitar la transmisién horizontal, asi como de otros

animales hospederos potenciales del N. caninum.

Incorporar estudios de Neosporosis bovina sobre la transmisién vertical en

explotaciones pecuarias con abortos no definidos.

Se recomienda que una vez evidenciado la presencia de Neosporosis se

implementen planes profilacticos para el control de dicha enfermedad.
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« Difundir la informacion de la Neosporosis dirigida al campo de pequefas

especies asi como al campo productivo.

* Incentivar a las entidades pertinentes para promover la vigilancia
epidemiologica e incorporar pruebas rutinarias para el diagnostico de la

Neosporosis.
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Figura A2. Los perros tienen acceso al area de alimentacion del hato.

Figura A3. Los perros tienen acceso hasta al area de parto.
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Figura A4. Perro en area de pasto de corte.

Figura A5. La mayoria de las ganaderias estudiadas poseian vacas de encaste
predominante de raza Holstein.
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Figura A6. Bovinos con propoésito de engorde.

No se han realizado estudios de la presencia de Neospora en este tipo de hatos.
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FIGURA A7.

Formato de encuestas para propietarios de perros en ganaderias.

ENCUESTA N°

Realizada por: Fecha:

En vivienda: 0 Explotacion:

Datos proporcionados por:

Nombre de la propiedad:

Direccion:

1. ¢Posee PERROS en su propiedad?

SI NO

2. ¢Cuantos son?

MACHOS HEMBRAS

3. ¢ Qué edad tiene?

a)0-11m___ _b)l-2a___ _c¢)3-5a__ _d)6-8a___ e)9-12a_

4. ¢Qué razason? a) b) c)
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10.

11.

¢Permanece en otro lugar su mascota ademas de esta?

SI NO

¢ Tienen un esquema de vacunacion sus mascotas?

Sl NO

¢, Qué vacunas le aplica?

PARV. DOBLE TRIPLE QUINT. OTRA

¢ Cada cuanto tiempo lo hace?

6m la 2a mas tiempo

¢Desparasita a sus mascotas?

Sl NO

¢, Qué producto utiliza?

¢,Ha observado en sus mascotas, signos nerviosos como:

DIFICULTAD AL COMER Sl NO

PARALISIS Sl NO
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INCORDINACION AL CAMINAR

ABORTO

12. ¢Ha observado otro signo?

SI NO

13. ¢ Cual o como se manifiesta?

Sl

SI

NO

NO
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Figura A8. Inmovilizacién y toma de muestra serolégica de perro que permanecia

alrededor de la ganaderia.
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Figura A9. Muestras de suero canino debidamente identificado, almacenado en

microviales de 3 ml.

Figura A10. Almacenamiento de sueros en congelador a -80°C.
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Figura A11. Lamina sustrato FA Neospora caninum. En cada pozo Contiene

taquizoitos cepa NC-1.

Figura A12. Dilucion de sueros 1:50. Esta dilucion se conseguida con

una solucion buffer especial incluida en test de diagnostico.
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Figura A13. Controles positivo y negativo. Los reactivos se conservaban a una

temperatura de 5C.

Figura A14. Colocacion de 30 pl de suero problema en cada poso

previamente identificado por un mapa para inmunofluorecencia.
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Figura A15. Mapa para identificacion de laminas y sueros.

Neospora caninum

Lamina N°

Fecha:

12

O00000

Neospora caninum

QLLELQO,

Procesado por:

Revisado por:

Observaciones:
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08 08:39 am

Figura A16. Incubacion de la ldmina por 30 minutos a 37<C.

Figura A17. Lavado de las laminas por 10 minutos en frascos koplin.
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. and .

Figura A18. Secado de ldmina con papel absorbente especial.

271052008031

Figura A19. Aplicacion del liquido de montaje.
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Figura A20. Observacion de la lamina en objetivo 40 X con microscopio Epi-

fluorecente.

Figura A21. Obsérvese la fluorecencia completa del taquizoito de N. caninum.
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Poblacion canina total segun
sexo

* macho

® hembra

Grafico 1. Se observa que la poblacion estudiada segun el sexo es homogenéa.

Poblacion canina total segun edad
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Grafico 2. Distribucion de las Edades de los perros muestreados.
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CUADROA1
PRUEBA DE CHI — CUADRADA (X?).
TOTAL DE ANIMALES 103

ESTATUS GANADERIA | GANADERIA | GANADERIA | TOTAL
SEROLOGICO 1 2 3
SEROPOSITIVOS 0 2 9 11
(ESPERADOS) (1.07) (1.92) (8.01)
SERONEGATIVOS 10 16 66 92
(ESPERADOS) (8.93) (16.1) (67)
TOTAL 10 18 75 103

Valor teorico de calculado de perros positivos en ganaderia 1:
(10 x11) /103 =1.07

Valor tedrico de calculado de perros positivos en ganaderia 2:
(18 x11)/103=1.92

Valor tedrico de calculado de perros positivos en ganaderia 3:
(75x11) /103 =8.01

Valor teorico de calculado de perros negativos en ganaderia 1:
(10 x92) / 103 =8.93

Valor te6rico de calculado de perros negativos en ganaderia 2:
(18 x92) /103 =16.1

Valor tedrico de calculado de perros negativos en ganaderia 3:
(75x92) /103 =67

Chi—cuadrada f1=((0-1.07)2/1.07) =1.07
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Chi—cuadradaf2=((2 -1.92)2/1.92) =0.003

Chi — cuadrada f 3 = ((9 — 8.01)?/ 8.01)
Chi — cuadrada f 4 = ((10 — 8.93)2/8.93) = 0.13

=0.12

Chi — cuadrada f 5 = (16 -16.1)2/ 16.1) = 0.0006

Chi —cuadrada f 6 = ((66 - 67)2/ 67)

TOTAL

Chi — cuadrada calculado = 1.3336

Chi — cuadrada tabla = 5.99
CUADRO A2

PRESENCIA DE ANTICUERPOS DE ACUERDO A EDAD Y SEXO DE LOS

_=0.01
= 1.3336

PRUEBA DE CHI — CUADRADA (X?).

CANINOS.
<1 1-2 3-5 6-8 9-12 | TOTAL
Ao Anos Anos Anos Anos
MACHOS (+) 0 3 3 0 0 6
(ESPERADOS)| (0) (1.64) | (2.73) (0) (1.64)
HEMBRAS (+) 0 0 2 0 3 5
(ESPERADOS) (0) (1.36) (2.27) 0) (1.36)
TOTAL 0 3 5 0 3 11

Valor tedrico de calculado de machos positivos menores de lafio:

(0Ox6)/11=0
Valor teorico de calculado de machos positivos de 1 a 2 afios:
(3x6)/11=1.64
Valor tedrico de calculado de machos positivos de 3 a 5 afios:
(5x6)/11=2.73
Valor teorico de calculado de machos positivos de 6 a 8 afos:
(Ox6)/11=0
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Valor tedrico de calculado de machos positivos de 9 a 12 afios:
(3x6)/11=1.64

Valor teorico de calculado de hembras positivas menores de lafio:
(0x5)/11=0

Valor tedrico de calculado de hembras positivas de 1 a 2 afos:
(3x5)/11=1.36

Valor teorico de calculado de hembras positivas de 3 a 5 afos:
(5x5)/11=2.27

Valor tedrico de calculado de hembras positivas de 6 a 8 afos:
(0Ox5)/11=0

Valor teorico de calculado de hembras positivas de 9 a 12 afos:
(3x5)/11=1.36

Chi—cuadradaf1 =((0-0)2/0) =0
Chi—cuadradaf2 =((3—-1.64)2/1.64) =1.13
Chi—cuadrada f3 =((3-2.73)?2/2.73) =0.27

Chi —cuadradaf4 =((0—-0)2/0) =0
Chi—cuadradaf5=((0—-1.64)2/1.64) =1.64
Chi — cuadrada f 6 = ((0 — 0)2/0) =0

Chi—cuadradaf7 =((0-1.36)2/1.36) =1.36
Chi— cuadrada f8 = ((2 —2.27)?/2.27) =0.03

Chi — cuadrada f 9 = ((0 — 0)2/0) =0
Chi — cuadrada f 10 = ((3 — 1.36)2/ 1.36) = 1.98
TOTAL =6.41

Chi — cuadrada calculado = 6.41

Chi — cuadrada tabla = 5.99

CUADRO A3
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PRUEBA DE CHI — CUADRADA (X?).

PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTI Neospora caninum SEGUN LAS
LOCALIDADES Y EDADES DE LOS CANINOS.

<1 1-2 3-5 6-8 9-12 TOTAL

Ao Anos Anos Anos Anos
GANADERIA 1 0 0 0 0 0 0
(ESPERADO) 0) 0) 0) 0) 0)
GANADERIA 2 0 0 1 0 1 2
(ESPERADO) 0) (0.36) (0.91) 0) (0.55)
GANADERIA 3 0 2 4 0 2 9
(ESPERADO) (0) (1.64) (4.2) (0) (2.45)

TOTAL 0 2 5 0 3 11

Valor tedrico de calculado de ganaderia 1 positivos menores de lafio:
(0x2)/11=0

Valor teorico de calculado de ganaderia 2 positivos de 1 a 2 afios:
(2x2)/11=0.36

Valor tedrico de calculado de ganaderia 2 positivos de 3 a 5 afios:
(5x2)/11=0.91

Valor teorico de calculado de ganaderia 2 positivos de 6 a 8 afios:
(0x2)/11=0

Valor tedrico de calculado de ganaderia 2 positivos de 9 a 12 afios:
(3x2)/11=0.55

Valor teorico de calculado de ganaderia 3 positivos menores de lafio:
(0x9)/11=0

Valor tedrico de calculado de ganaderia 3 positivos de 1 a 2 afios:
(2x9)/11=1.64

Valor teorico de calculado de ganaderia 3 positivos de 3 a 5 afios:
bx9)/11=4.1

Valor tedrico de calculado de ganaderia 3 positivos de 6 a 8 afios:
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(0Ox9)/11=0
Valor tedrico de calculado de ganaderia 3 positivos de 9 a 12 afios:
(3x9)/11=2.45

Chi—cuadradafl =((0-0)2/0) =0
Chi—cuadradaf2 =((0-0.36)2/0.36) =0.36
Chi—cuadrada f3 =((1-0.91)2/0.91) =0.0089

Chi—cuadradaf4 =((0-0)2/0) =0
Chi—cuadradaf5 =((1-0.55)2/0.55) =0.37
Chi —cuadradaf6 = ((0—-0)2/0) =0
Chi—cuadradaf7 =((2-1.64)2/1.64) =0.08
Chi—cuadradaf8 =((4 -4.1)2/4.1) =0.0024
Chi—cuadradaf9 =((0-0)2/0) =0
Chi — cuadrada f 10 =((2 — 2.45)2/ 2.45) = 0.082
TOTAL =0.90

Chi — cuadrada calculado = 0.90

Chi — cuadrada tabla = 5.99
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