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ABSTRACT

The objective of this study was to determine the seroprevalence of N. caninum antibodies,
employing the Indirect Immunofluorescence antibody technique (IFI), using a cut-off point of 1:
100 in 288 alpacas from different population centers of the province of Huaytara, department of
Huancavelica, during the periods 2016 and 2017. The blood samples were taken by direct puncture
of the jugular vein of the alpacas. The samples were sent and processed in the Parasitology
laboratory of the Faculty of Veterinary Medicine and Zootechnics of the Universidad Peruana
Cayetano Heredia. At the same time, situational and epidemiological information was collected
from the herds sampled (hame and type of exploitation, origin, age, presence of dogs, number of
births, handling of organic waste, presence of other animals). With the positive sera, a
seroprevalence of 16.32% (47/288) could be determined. According to the age group, it was found
that seropositive alpacas over 4 years old were 26 (20.9%), while animals between 1 and 2 years old
were 5 (9.8%). In relation to the number of births, the multiparous alpacas presented higher
seroprevalence with 19.5% (36), the primiparous with 13.5% (7) and the unpaired with 7.8% (4).
On the other hand, the districts with the highest number of positive animals were Pilpichaca with
20.2% (23) and San Antonio de Cusicancha with 18.2% (10). The results demonstrate the presence
of specific antibodies against N. caninum in the region. It is suggested to maintain the investigations
in order to determine the prevalence of this disease in the department, and to implement control and

prevention measures to improve the alpaca production of Huaytara and Huancavelica as well.
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la seroprevalencia de anticuerpos de N. caninum, mediante la
técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI), empleando un punto de corte de 1:100, en 288
alpacas de distintos centros poblados de la provincia de Huaytard, departamento de Huancavelica,
durante los periodos 2016 y 2017. Las muestras de sangre se tomaron por puncion directa de la vena
yugular de las alpacas. Las muestras fueron enviadas y procesadas en el laboratorio de Parasitologia
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.
Paralelamente se levantd informacion situacional y epidemioldgica de los rebafios muestreados
(nombre y tipo de explotacién, procedencia, edad, presencia de perros, nimero de pariciones,
manejo de residuos organicos, presencia de otros animales). Con los sueros positivos se pudo
determinar una seroprevalencia de 16.32% (47/288). Segun grupo etario, se encontré que las
alpacas seropositivas mayores de 4 afios fueron 26 (20.9%), mientras que los animales entre 1 a 2
afios fueron 5 (9.8%). En relacion al nimero de partos, las alpacas multiparas presentaron mayor
seroprevalencia con 19,5% (36), las primiparas con 13,5% (7) y las nuliparas un 7,8% (4). Por otro
lado, los distritos con mayor nimero de animales positivos fueron Pilpichaca con 20,2% (23) y San
Antonio de Cusicancha con 18.2% (10). Los resultados encontrados demuestran la presencia de
anticuerpos especificos frente a N. caninum en la regién. Se sugiere mantener las investigaciones a
fin de determinar la prevalencia de esta enfermedad en el departamento, asimismo implementar
medidas sanitarias de control y prevencion para la mejora de la produccién alpaquera en Huaytara y

Huancavelica.

Palabras clave: Neospora caninum, alpacas, Huancavelica, Inmunofluorescencia indirecta



INTRODUCCION

La alpaca constituye el principal medio de subsistencia de un gran sector de la poblacién de
las zonas alto andinas del Perd, a través del aporte de fibra, carne, energia de trabajo y otros
subproductos (Fernandez, 2005). ElI 95% de animales se encuentra en manos de pequefios y
medianos productores y 5% en diversas formas organizativas o empresas, en las zonas alto andinas

entre los 3800 y 4800 msnm (Aguilar et al., 2014).

Los productores se ven seriamente afectados por la presencia de agentes infecciosos y
parasitarios quienes juegan un rol importante (Ameghino, 1991; Sumar, 1991; Fernandez, 2005),
porque ademas de causar la disminucion de la calidad y producciéon de fibra, carne y leche
(Guerrero y Leguia, 1987; Guerrero et al., 1994), también causan bajas tasas de fertilidad, natalidad

y elevadas tasas de mortalidad embrionaria y neonatal.

La Neosporosis es una enfermedad parasitaria emergente producida por Neospora caninum,
un protozoario intracelular del Phylum Apicomplexa, Clase Sporozoea, Orden Eucoccidia y familia
Sarcocystidae que esta estrechamente relacionado con Toxoplasma gondii (Dubey et al., 1988,
2002). En el ganado bovino produce abortos, muerte fetal, momificacién, mortinatos y nacimiento
de animales débiles (Dubey et al., 1999), asi como el nacimiento de crias clinicamente sanas, pero

persistentemente infectadas (Aleaddine et al., 2005).

N. caninum tiene un ciclo bioldgico heteroxeno facultativo que incluye un amplio nimero
de hospedadores tanto domésticos como silvestres (Serrano-Martinez et al., 2008). El perro, coyote
y dingo son los hospederos definitivos, adquieren la infeccion al ingerir tejidos de los hospedadores

intermediarios que contienen los quistes tisulares del parasito, llegando a eliminar los ooquistes del



parasito con las heces (McAllister et al., 1998; Gondim et al., 2004). Los hospederos intermediarios
(vacas, alpacas, ovejas, bufalos y ciervos) se infectan por via transplacentaria y transmision
horizontal, al ingerir los alimentos y el agua contaminados con el ooquiste de N. caninum (Dubey,
2003; Dubey et al., 2007). Sin embargo, en el ganado bovino la via transplacentaria es la ruta mas
frecuente para la infeccion (Antony y Williamson, 2001; Dubey, 2003). No obstante, en el hombre
no se ha reportado su patogenicidad, pero experimentalmente se ha infectado a los primates no

humanos por lo que podria considerarse una zoonosis (Lindsay et al., 1996; McAllister, 1998).

El ciclo de vida de este parasito involucra 3 fases: taquizoito, bradizoito y esporozoito
(Atkinson et al., 2000). Las dos primeras estan presentes en tejidos de los hospederos infectados
(intermediarios y definitivos), mientras que los ooquistes estan presentes en las heces del hospedero
definitivo (Bjorkman y Uggla, 1999). Los taquizoitos son la fase de multiplicacion rapida del
parasito que sucede durante la fase aguda de la infeccion (Dubey y Lindsay, 1996), se multiplican
rapidamente en las neuronas, macrofagos, células endoteliales, hepatocitos y las células renales;
asimismo, por via transplacentaria pueden llegar a invadir al feto (Dubey y Lindsay, 1989). Debido
a la respuesta inmune del huésped, los taquizoitos se transforman en bradizoitos, los que se dividen
lentamente formando quistes tisulares en el sistema nervioso central. En estados de

inmunodepresion los quistes se rompen y la infeccion se reagudiza (Lindsay et al., 1996).

El diagnostico de Neospora caninum se puede realizar a través de la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), el cual es un método suficientemente sélido para detectar el ADN de este
protozoario a partir de muestras de suero, leche, fluidos vaginales y saliva (Sager et al., 2001). La
inmunohistoquimica (IHC) es la técnica mas usada para demostrar la presencia de Neospora en los
tejidos (Dubey y Lindsay, 1989). Por otro lado, las técnicas seroldgicas de Inmunofluorescencia y
ELISA demostraron ser excelentes técnicas para la deteccion de anticuerpos frente a Neospora

caninum. En 1996 Baszler et al. mediante la técnica de ELISA reportd una sensibilidad de 97,6 %y
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una especificidad del 98,6 %; mientras que en 1998 Packham et al. a través de la técnica de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) report6 una sensibilidad del 98 % y una especificidad del 99 %.
El diagnostico definitivo del protozoario es mediante el andlisis del feto, a partir del cerebro,
corazon y el higado, ademas del andlisis serologico (Conrad et al., 1993; Venturini, 2005). Aunque
la infeccién de Neospora caninum, puede causar lesiones en varios érganos, el cerebro fetal es el
tejido mas afectado produciendo encefalitis focal con necrosis e inflamacion no supurativa (Koiwai

et al., 2005).

El primer reporte de Neospora caninum en camélidos sudamericanos (CSA) se realiz6 en
pequefias comunidades del centro del Per(, encontrando que el 42,4% (39/92) de alpacas y 18,4%
(39/212) de Ilamas eran positivos a Neospora caninum mediante la técnica de IFAT con un punto de
corte 1:50 (Chavez.et al., 2002). En 2007, Serrano-Martinez et al. confirmé la presencia de N.
caninum en 14 de 50 fetos (28%) de la region sur y centro altoandina mediante la técnica de IHC.
Por otro lado, Wolf et al. (2005) encontraron una prevalencia de 3,1% (10/319) en alpacas de

Quimsachata, Puno, mediante IFAT y ELISA.

Por lo manifestado y considerando que la provincia de Huaytara es principalmente agricola-
ganadera y las alpacas constituyen la fuente principal de ingresos de muchos pobladores. El
presente estudio tuvo como objetivo cuantificar la prevalencia de anticuerpos séricos frente a
Neospora caninum mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI) en alpacas de

comunidades ganaderas de la provincia de Huaytara — Huancavelica.



MATERIALES Y METODOS

1. Lugar de Estudio

El lugar de estudio se llevo a cabo en la provincia de Huaytara (distritos de Pilpichaca, San
Antonio de Cusicancha, Tambo y Huayacundo Arma) del departamento de Huancavelica. Esta
provincia esta entre los 2726 a 4787 msnm y posee una temperatura media anual de 10°C
(INEI, 2012). Las muestras fueron enviadas y procesadas en el laboratorio de Parasitologia de

la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

2. Tamafo de muestra

El tamafio de muestra se determind usando la formula de comprobacion de una proporcion
en proporciones finitas, obteniéndose un tamafio minimo muestral de 194 alpacas. Se considerd
un tamafio de la poblacién de 71386, nivel de confianza al 95%, una proporcién anterior de
14.8% (Chavez-Velasquez et al., 2014) y una precision de 0.05.

Se lleg6 a muestrear 288 animales y se realizd la toma de muestra en 4 distritos por

conveniencia, los cuales presentan similares caracteristicas geogréaficas.

3. Coleccién de muestras

Las muestras de sangre se tomaron por puncién directa de la vena yugular de las alpacas.
Los animales fueron capturados con la ayuda del ganadero a través de sogas. Se obtuvo entre 5
a 7 ml de sangre por animal utilizando agujas hipodérmicas de 21g y tubos estériles, sin
aditivos. Las muestras fueron transportadas en cajas de tecnopor con gel refrigerante, hasta el

laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la



4.1.

Universidad Peruana Cayetano Heredia. En el laboratorio se centrifugd las muestras de sangre y
los sueros se conservaron en viales en congelacion hasta que fueron procesados.

Paralelamente se levanté informacion situacional y epidemioldgica de los rebafios
muestreados (nombre y tipo de explotacion, procedencia, edad, presencia de perros, numero de
pariciones, manejo de residuos orgéanicos, presencia de otros animales). No se pudieron tomar
mas variables debido a que los animales no contaban con identificacién ni registro alguno que
permita diferenciarlos.

La edad de cada animal muestreado se determiné mediante el conteo dentario y el nimero
de pariciones fue determinado por la edad y por la informacién brindada por el pastor y/o

productor.

Procesamiento de muestras

Los sueros sustraidos fueron procesados mediante la técnica de IFI. Se consider6 animales
positivos a aquellos con un titulo de anticuerpos anti Neospora, igual o mayor a 1:100 (Chavez-
Velédsquez et al., 2004). Esto debido a que reduciria la sobreestimacion de resultados positivos

en diluciones menores (1:50).

Técnica de IFI

4.1.1 Antigenado de Iaminas

e Se emplearon l&minas con fondo negro para IFI de 18 pocillos x 4 mm de diametro.

e Se homogenizd la suspension de taquizoitos (10’ taquizoitos de la cepa SPAIN 7, en
Fosfato salino bufferado - PBS formolado), y se deposit6 9/ul de antigeno/pocillo.

e Se dejo secar a temperatura ambiente.

e Posteriormente, se fijo en acetona a -20 °C durante 10 minutos.

e Seguidamente se enjuagd con agua destilada, utilizando un vaso Coplin durante 10 minutos

en agitacion, para lograr eliminar los restos de sales, y luego se dejo secar.



4.1.2 Procedimiento de IFI:

Se homogenizo6 el suero problema, por suave agitacion con el Vortex.

El suero problema se prepard bajo una dilucion de 1:100, y se coloc6 5ul de suero problema
mas 995 ul de PBS 1X.

Se afadi6 9 pl de la dilucién anterior (PBS més suero), a cada pocillo previamente
antigenado.

Se incubd dentro de camara humeda a 37°C por 30 minutos.

Seguidamente se procedi6 a lavar las ldminas portaobjetos en un vaso Coplin con PBS 1X,
2 veces, con el shaker durante 10 minutos.

Luego se adicion6 9ul de conjugado Anti llama IgG FITC (Lab VMRD) por pocillo,
incubandose en la camara humeda a 37°C por 30 minutos (a partir de este punto se
mantiene en ambiente oscuro).

Se continud con el lavado de la lamina con PBS 1x, dos veces y 10 minutos cada una en el
shaker.

Se procedi6 al secado de la lamina.

Finalmente, se adicion6 2 a 3 gotas de fluido de montaje (glicerina tamponada), cubriéndola

luego con una laminilla cubreobjetos.

4.1.3 Lectura de las muestras procesadas:

Para realizar la lectura de las muestras procesadas se consider6 realizar una secuencia en
forma de “S”, teniendo en cuenta que 10s dos primeros pocillos son los controles positivos y
negativos.

Las Iaminas procesadas fueron observadas en el microscopio de fluorescencia (Van Guard),

con el objetivo de inmersion (100X).



e Alalectura, las muestras positivas presentan taquizoitos con fluorescencia verde en todo su
borde o periferia; mientras que las muestras negativas presentan taquizoitos con ausencia de

fluorescencia o fluorescencia apical o parcial.

5. Andlisis estadistico
Los resultados se presentaron porcentualmente con el respectivo intervalo de confianza de
95%. Se evaluo la asociacion entre las variables edad, lugar de procedencia y nimero de partos con
la presencia de anticuerpos especificos frente a N. caninum utilizando la prueba de Chi cuadrado en

Microsoft Excel 2016.

6. Comité de ética
El presente estudio fue aprobado por el Comité Institucional de Etica de la Universidad

Peruana Cayetano Heredia mediante la CONSTANCIA 079-08-17.



RESULTADOS

La seroprevalencia de anticuerpos frente a N. caninum en alpacas de la provincia de
Huaytara, Departamento de Huancavelica, mediante la prueba de IFI, fue de 16,32% (47/288) +

4.3%.

Todos los hatos encontrados presentaron una crianza de tipo extensiva, contaban con mas de

2 perros, un mal manejo de residuos organicos y presencia de otros animales silvestres.

Segun la variable procedencia, Pilpichaca cuenta con 20,2% (23), San Antonio de
Cusicancha con 18.2% (10), Tambo con un 11.3% (11) y Huayacundo Arma con 13,6% (3) (Tabla

1), no encontrandose diferencia significativa entre ellas.

Con respecto a grupo etario, se encontrd que el porcentaje de seropositivas mayores de 4 afios
fue de 20,9 % (26), entre los 3 a 4 afios fue de 13,2% (9), entre los 2 a 3 afios fue de 15,6% (7) y
entre 1 a 2 afios fue de 9,8% (5), no encontrandose diferencia estadistica significativa entre los

porcentajes. (Tabla 2).

En relacion a la variable nimero de partos, se observé que las alpacas multiparas
presentaron mayor seroprevalencia con 19,5%(36), las primiparas con 13,5% (7) y las sin partos
con menor porcentaje con 7,8% (4). Al igual que las anteriores tablas, no se encontré diferencia

significativa (Tabla 3).

De los titulos de anticuerpo frente a N. caninum obtenidos de las 47 muestras positivas, el
61.7% (29) presentaron titulos de 1:100; el 29.8% (14) con 1:200, el 6.4% (3) con 1:400 y el 2.1%

(1) con 1:800 no encontrando seropositividad en diluciones igual o superiores a 1/1600.
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Tabla 1.- Seroprevalencia de N. caninum en alpacas segun procedencia, de la provincia de
Huaytard, departamento de Huancavelica (2016 — 2017)

Animal .
Distrito MuestrSafjsos IFAT Positivos
(n) ) %
Pilpichaca 114 23 20.2
ey s X
Tambo 97 11 11.3
Huayacundo Arma 22 3 13.6
Total 288 47 16.32+4.3

Tabla 2.- Seroprevalencia de N. caninum en alpacas segin grupo etario, de la provincia de
Huaytard, departamento de Huancavelica (2016 — 2017)

Animales

Grupo etario Muestreados IFAT Positivos
(n) (+) %
0 - 2 afios 51 5 98
> 2 - 3 afos 45 7 156
>3 - 4 afios 68 9 132
> 4 afios 124 26 20.9
Total 288 47 16.32+4.3

Tabla 3.- Seroprevalencia de N. caninum en alpacas segun nimero de pariciones, de la provincia de
Huaytard, departamento Huancavelica (2016-2017)

. Animales muestreados IFAT Positivos
Numero de partos
(n) () %
Nuliparas 51 4 7.8
Primiparas 52 7 13.5
Multiparas 185 36 195
Total 288 47 16.32+4.3
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DISCUSION

La investigacién realizada en alpacas del distrito de Huaytard, departamento de
Huancavelica, se encontrd una prevalencia de 16,32 + 4.3 % evaluado mediante la técnica de IFI.

En contraste, Wolf et al. (2005), a través de ELISA e IFAT con un punto de corte de 1/50
encontré una prevalencia de 3.1% (10/319) en alpacas de Quimsachata, Puno. Este dato es menor al
encontrado por Chavez et al (2002), primer reporte de CSA en el Per(, que fue de 42,4% (39/92)
usando IFI y el mismo corte de 1/50 en alpacas de centros comuneros del centro del pais. En
estudios mas actuales, Chavez-Velasquez (2014) encontr6 una prevalencia de 14,8% (425/2874) a
través de IFAT. Por otra parte, Moya et al. (2003) publicaron la presencia de anticuerpos contra N.
caninum en 16,7% (46/275) de las muestras recolectadas de llamas en la localidad de Melgar, Puno.
Las diferencias porcentuales entre resultados, puede deberse a distintos factores como las diferentes
zonas 0 regiones de muestreo, tipo de explotacion, el punto de corte usado en cada estudio,
presencia de hospederos intermediarios y definitivos, cercania a la ciudad, clima, altura o cualquier
factor que influya directamente en el bienestar animal (Dubey, 2010). Referente a las localidades o
regiones, en los trabajos anteriores y en el presente, se observo que en todas las zonas evaluadas se
encontrd alpacas seropositivas a N. caninum, pero la mayoria de estos trabajos utiliz6 el punto de

corte de 1:50 viendo resultados relativamente altos frente al punto de corte 1:100.

En cuanto al tipo de explotacion, en todos los hatos se observd una crianza extensiva. Estos
animales recorren grandes extensiones de pastoreo y se relacionan con otras especies como ovinos,
llamas, caballos, otras alpacas y perros; favoreciendo al desarrollo de la parasitosis. Asimismo, se
observo que todas las comunidades y hatos alpaqueros tenian entre 2 a 5 canes; estos se alimentaban

de suero de leche, restos de comida casera y de residuos organicos. Del mismo modo, se reportd la
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presencia de roedores, aves y caninos silvestres, como el zorro andino, el cual no se ha demostrado

que pueda actuar como hospedero definitivo de N. caninum (Cafion et al., 2004).

Segun grupo etario, no se encontrd diferencia significativa. Sin embargo, se vio una
tendencia de incrementarse la infeccion a medida que avanza la edad, como lo reportado en 1997
por Barberan y Marco, ya que animales de mayor edad presentan mas tiempo de exposicién a la

infeccion en comparacion con individuos mas jovenes

Por otro lado, referente al niUmero de partos se pudo evidenciar que no hubo diferencia
significativa entre nuliparas, primiparas y multiparas. Como era de esperarse también se vio un
incremento progresivo de la infeccién ya que, al tener mayor nimero de gestaciones, han estado
mas expuestas al estrés por los periodos de pre y post paricion, sumado a los periodos de lactacion.
Estudios realizados en bovinos por Quevedo et al. 2003 encontraron que el nimero de partos y la

edad de los animales son directamente proporcionales a la infeccion.

En cuanto a la seroprevalencia segln los distritos, se encontré una mayor prevalencia en
Pilpichaca (20,2%), San Antonio de Cusicancha (18,2%) y menor seropositividad en el Tambo
(11,3%). Esto posiblemente debido a la cercania de los hatos muestreados a la ciudad. Al igual que
menciona Casas et al. (2006), quienes observaban gue la prevalencia a la parasitosis aumentaba al
trasladarlos periédicamente a zonas bajas, cercanas a los poblados, para realizar faenas de campo.
Esto implicaria una mayor concentracion de alpacas en areas pequefias y un mayor contacto con
hospederos definitivos. En cuanto a la provincia de Tambo (11,3%) se obtuvo un porcentaje bajo
debido, posiblemente, a la distancia sobre la ciudad y los largos kilémetros de distancia entre hatos

alpaqueros.
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Los resultados obtenidos aportan el primer reporte oficial de la enfermedad en la regién sobre
la prevalencia de N. caninum en la provincia alpaquera mas importante de Huancavelica. Esto
permite replantear nuevas politicas, planes y proyectos estratégicos para impulsar el
aprovechamiento de la produccion alpaquera, mediante la implementacion de medidas de control y

prevencion de la enfermedad.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De las 288 muestras seroldgicas de alpacas de la provincia de Huaytara — Huancavelica,

mediante la técnica IFI y usando un punto de corte de 1:100, se obtuvo los siguientes resultados:

e La seroprevalencia de N. caninum en alpacas de la provincia de Huaytara, departamento de

Huancavelica, fue moderadamente de 16,32 + 4.3%.

e La variables edad, procedencia y nimero de partos, no se encontraron asociadas en forma

estadistica a la presencia de infecciones por N. caninum.

e Los titulos encontrados en este estudio resultaron ser bajos a la infeccion por N. caninum.

e Se sugiere continuar investigando a fin de encontrar el verdadero rol de la Neosporosis

como posible causa de mortalidad en alpacas, a través del aislamiento del parasito

proveniente de tejidos de fetos abortados analizando el protocolo de modelo en raton.
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