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ABSTRACT

Neosporosis is a parasitic illness, caused by Neospora caninum, a protozoan responsible of
reproductive problems in ruminants such as repeated abortions, mummified fetuses, stillbirths, birth
of weak animals and neurological disorders. It also affects other intermediate hosts such as South
American camelids (CSA - Camélidos Sudamericanos), which constitute part of the economic
resources for the small producers. Therefore, the aim of the present study was to determinate, using
the IFAT technique, the percentage of llamas, of the Association of Livestock of Lachocc from
Huancavelica, that has antibodies against N. caninum. Blood was sampled by venipunture of the
yugular vein from 98 adult Ilamas, older than one year old. The serum samples were analyzed by
IFAT using a 1. 100 cut-off point and positive serum were titrated with serial dilutions, so a
seroprevalence of 12.2% (12/98) was determined. From the 12 positive sera, a 75.0% (9) presented
titles of 1: 100; a 16.7% (2) with 1: 200 and a 8.3% (1) with 1: 400, likewise no significant
statistical association was found between the variables of age, history of abortions and numbers of
deliveries with the presentation of seroreactors against this parasite . It is suggested to continue

investigating the seroprevalence of N. caninum in CSA.

Key Words: Neosporosis, South American camelids, Immunofluorescence, Reproductive

problems.



RESUMEN

La neosporosis es una enfermedad parasitaria, causada por un protozoario Neospora caninum, el
cual es responsable de problemas reproductivos en rumiantes como los abortos, mortalidad
neonatal, mortinatos, nacimiento de animales débiles y desérdenes neuroldgicos. Ademas, afecta a
otros hospederos intermediarios como son los camélidos sudamericanos (CSA), quienes constituyen
parte de los recursos econémicos de pequefios productores en el Per(. El objetivo del presente
estudio fue determinar, mediante la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFAT), el porcentaje
de Illamas de la comunidad ganadera de Lachocc- Huancavelica, que presenten anticuerpos frente a
N. caninum. Se muestred sangre de 98 llamas hembras adultas, mayores de un afio, mediante
puncion de la vena yugular. Los sueros recolectados se analizaron mediante IFAT empleando un
punto de corte 1:100 y los sueros positivos fueron titulados con diluciones seriadas, determinandose
una seroprevalencia de 12.2% (12/98). De los 12 sueros positivos el 75.0% (9) presentaron titulos de
1:100; el 16.7 % (2) con 1:200 y el 8.3 % (1) con 1:400, asimismo no se encontrd asociacion
estadistica significativa entre las variables edad, antecedentes de abortos y nimero de partos con la
presentacién de seroreactores frente a este parasito. Se sugiere continuar investigando la

seroprevalencia de N. caninum en CSA.

Palabras clave: Neosporosis, Camélidos sudamericanos, Inmunofluorescencia, Problemas

reproductivos.



INTRODUCCION

Los camélidos sudamericanos (CSA) forman parte de la region andina, cuya fuente de fibra
y carne han beneficiado para la subsistencia de este sector (FAO, 1996; Mengoni, 2008). La llama
(Lama glama) es el CSA mas grande (Rossanigo et al., 1997) cuyo peso adulto corresponde de 100
a 120 kilos, esta adaptado a diferentes condiciones ambientales beneficiando a la poblacién andina
con el aporte alimenticio mediante la carne y como animal de carga o transporte (FAO, 2005;
Novoa, 2007). Las enfermedades en CSA se presentan por diversos cambios en la conformacion de
un drgano o tejido (Martin et al., 2010), tales como las enfermedades por agentes infecciosos y
parasitarios (Ortiz, 1988; Ameghino y DeMartini, 1991) incrementandose con el inicio de lluvias el
cual corresponde a los meses de diciembre a marzo (Llanos et al., 2012). Al igual que otros
animales las Ilamas estan expuestas a un namero elevado de bacterias, virus, hongos, parasitos y el
riesgo aumenta con las practicas deficientes de manejo (FAO. 1996).

Neospora caninum es un parasitos intracelular del género Apicomplexa, familia
Sarcocystidae (Radostits et al., 1999), responsable de la neosporosi. Este parasito comprende tres
estadios como son: Taquizoitos, bradizoitos y el ooquiste y hasta el afl01984 se diagnosticaba como
Toxoplasma gondii (Dubey et al., 2002). La N. caninum es cosmopolita y ha sido reportado en
bovinos, ovejas, perros, ciervos de cola blanca, bafalos de agua (Dubey & Lindsay, 1996; Dubey et
al., 2007) y camélidos (Chavez et al., 2002; Wolf et al., 2005) como hospederos intermediarios. En
el ganado bovino, la neosporosis ocasiona pérdidas econdmicas por los abortos repetidos y
mortalidad neonatal (Dubey 1992; Radostits et al., 1999). El perro, el coyote y el dingo son los
hospederos definitivos de N. caninum, se infectan al ingerir tejidos quisticos con bradizoitos de los

hospederos intermediarios. A nivel intestinal se desarrolla la fase sexual del parésito para luego ser



eliminado con las heces al ambiente en forma de ooquistes (Dubey et al., 2007), después de 24
horas esporulan tornandose infectivos (Lindsay et al., 1999) contaminando el agua y los pastos. Los
herbivoros, al ingerir el alimento contaminado, desarrollan la fase asexual del parasito, el cual
corresponde a los taquizoitos, estos invaden diferentes 6rganos causando lesiones, asi como su
transmision al feto en hembras gestantes y posterior formacion de quistes tisulares (bradizoitos) en
el sistema nervioso central, médula y muasculos cerrando el ciclo con la ingestion de las visceras por
los canidos (Dubey, 2003; Dubey et al., 2007).

En el 2004 Serrano-Martinez et al. confirmaron la presencia de N.caninum en fetos de
alpacas y llamas aislando los tejidos cerebrales mediante la técnica de PCR 28% (14/50) e
inmunohistoquimica (IHC) 26% (13/50). Las técnicas seroldgicas de diagndstico para la deteccién
de anticuerpos de este pardsito son la Inmunofluorescencia Indirecta (IFAT), Ensayo por
Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas (ELISA) y la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
como diagnéstico molecular Dubey (2003). La prevalencia de la neosporosis en bovinos se ha
reportado en varios paises: en Brasil fue de 14.09% (Gondim et al., 1999), Taiwan 44.9% (Ooi et
al., 2000), Argentina 9.9% (More et al., 2008) Uruguay 61.3% (Dubey et al., 2007); todos
detectados mediante la prueba de IFAT. En cuanto a la prevalencia en camélidos Chavez et al.
(2002), investigando en la sierra central del pais mediante la misma técnica, reportd una
seroprevalencia de 42.4% en alpacas y 18.4% en llamas, y en el 2006, Casas et al. evaluando llamas
de la empresa Sociedad Agraria de Interés Social (SAIS) — Junin, encontré una seroprevalencia
reducida (2.9 + 2.5%). Actualmente las llamas desempefian un rol importante en la economia y
alimentacion de los pobladores de Huancavelica, pero se ven afectados por los constantes
problemas reproductivos desconociendo el verdadero estatus de la problematica. Es por ello que el
objetivo del estudio fue determinar el porcentaje de llamas con anticuerpos frente a Neospora
caninum mediante la técnica de Inmunofluorescencia indirecta de la comunidad ganadera de

Lachocc, Huancavelica.



MATERIALES Y METODOS

1. Lugar de Estudio

El estudio se llevd a cabo en la Comunidad Ganadera de Lachocc, localizado en el Distrito de
Huancavelica, Departamento de Huancavelica a una altitud de 4450 msnm, posee una temperatura
anual promedio de 10.3°C (SENAMHI, 2016). Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de
Parasitologia Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia.

2. Tamafo de muestra

El tamafio de la muestra fue determinado mediante el empleo de la férmula proporciones en
poblaciones finitas (Morillas, 2007) obteniendo como tamafio minimo de muestra 44 llamas
hembras, considerando un tamafio de poblacion de 4,261 (INEI, 2012) animales, un nivel de
confianza de 95%, una proporcion anterior de 2.9% (Casas et al., 2006) y una precisién de 0,05,
considerando Gnicamente Ilamas hembras, > de 1 afio, excluyendo crias menores de 1 afio, del

Distrito de Huancavelica, comunidad de Lachocc.



Coleccion de muestras

La coleccion se realiz6 en los meses de agosto a noviembre en coordinacién con los ganaderos
de la estancia de la comunidad de Lachocc. Mediante la sujecion de la llama se recolectdé muestras
sanguineas por puncion directa de la vena yugular utilizando una aguja 21x1”, la sangre fue
depositado en tubos vacutainers estériles y posteriormente fueron centrifugados a 3000 rpm por tres
minutos para obtener las muestras de suero. Los sueros fueron conservados en viales, los cuales
estuvieron en congelacion hasta su procesamiento en el Laboratorio de Parasitologia Animal de la
UPCH.

Paralelamente se levanté informacion situacional y epidemioldgica de los animales
muestreados considerando los antecedentes de abortos, edad, nimero de partos, mortinatos en las
pariciones anteriores, la cual fueron registradas en una base de datos especialmente disefiada para
los fines del proyecto (Anexo 1).

Todas las muestras se colectaron con previa aprobacion del Comité Institucional de

Etica para el Uso de Animales (CIEA) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia

(UPCH).

3. Procesamiento de muestras

Se procedi6 a evaluar los sueros mediante la técnica de IFAT por ser una prueba idénea
para la deteccion de rebafios infectados (Dubey et al., 2007) no observando reacciones cruzadas con
otros protozoos del Phylum Apicomplexa (Dubey y Lindsay, 1996). Se consider6 animales
positivos con un titulo de anticuerpos anti Neospora igual o mayor a 1:100; los sueros positivos

fueron titulados, realizando diluciones seriadas hasta alcanzar una dilucion negativa.

4.1. Técnica de IFAT

1. Deteccion de anticuerpos.



3.2.

Se determin6 mediante la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFAT) con una dilucion

de 1:100 (Chavez-Velésquez et al., 2004). Mediante el siguiente protocolo:

Se diluyd el suero problema en 1:100 con PBS 1x. Adicionando 10 pL de dilucion en

cada pocillo de la lamina de IFAT que portan los taquizoitos de N.caninum fijados de la

cepa SPAIN 7.

— Enlos dos primeros pocillos de cada lamina, se colocaron los sueros control positivo y
negativo anti-Neospora caninum.

— Seincubd en la estufa a 37°C por 30 minutos y en camara himeda.

— Se procedi6 al lavado de la lamina con PBS 1x, con agitacion leve, dos veces y 10
minutos cada una.

— Seadiciono6 10 uL de conjugado anti llama Ig G FITC (Lab VMRD) en cada pozo y
protegiéndolo de la luz.

— Se Incubd en la estufa a 37°C por 30 minutos y en caAmara hiimeda.

— Se continuo con el lavado de la Iamina con PBS 1x, con agitacion leve, dos veces y 10
minutos cada una.

—  Se procedi6 al secado de la lamina.

— Se adicion6 el fluido de montaje (glicerina tamponada) en cada pozo y cubriéndola

luego con una laminilla cubreobjetos.

Titulacion de muestras positivas

Una vez identificadas las muestras positivas, se procedio a realizar su titulacion, para lo cual
se usaron laminas con el antigeno y se realizaron las siguientes diluciones en los sueros
positivos a 1/100: 1/200: 1/400; 1/800; 1/1600; 1/3200, siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente para la técnica de IFAT. Se determind el suero positivo, a la fluorescencia

completa del taquizoito; o el suero negativo, a la fluorescencia parcial o nula del taquizoito.



4.  Analisis estadistico
Los resultados de frecuencias fueron expresados en forma porcentual con un nivel de confianza
de 95% (Thrusfield, 1990) y sus respectivos intervalos de confianza. Las variables edad,
antecedentes de abortos, procedencia y la presencia de anticuerpos especificos fueron analizadas

por el método de Chi Cuadrado para observar su posible asociacién con las infecciones parasitarias



RESULTADOS

La seroprevalencia de anticuerpos frente a N. caninum en llamas del distrito de
Huancavelica, Lachocc — Huancavelica mediante el anélisis de la técnica IFAT, fue de 12.2% (12/98) +
6,5% (12/98).

Los resultados encontrados, de acuerdo al grupo etareo, se encuentran resumidos en la Tabla
1, siendo el mayor porcentaje positivas de 18.7% (6/32) en llamas mayores de 6 afios y el menor
con 4.8% (1/21) en llamas cuyas edades comprendian de 2 a 4 afios, no encontrandose diferencia

estadistica significativa.

En lo referente a la presencia a anticuerpos frente a N. caninum en animales con o sin
antecedentes de aborto (Tabla 2), se observé que el 46.7% (7/15) de animales con antecedentes de
aborto, fue seropositivo, frente a 5.1% (4/69) sin antecedentes de aborto, no encontrandose

diferencia estadistica significativa entre los porcentajes.

En la tabla 3, la seroprevalencia a N. caninum en llamas del distrito de Huancavelica,
Lachocc - Huancavelica, segun la variable nimero de partos, se observa que las llamas multiparas y

primiparas presentaron mayor frecuencia con 13.1% (8/61) y 13.0% (3/23) respectivamente, con



respecto a las nuliparas con menor porcentaje con 7.1% (1/14), no encontrdndose diferencia

estadistica significativa entre los porcentajes.

De los titulos de anticuerpo frente a N. caninum obtenidos de las 12 muestras positivas, el
75.0% (9) presentaron titulos de 1:100; el 16.7 % (2) con 1:200 y el 8.3 % (1) con 1:400, no

encontrando seropositividad en diluciones igual o superiores a 1/800.

Tabla 1.- Seroprevalencia de N. caninum en llamas segun grupo etareo, del distrito de Huancavelica
Lachocc, Huancavelica mediante IFAT.

Animales IFAT Positivos
) Muestreados
Grupo etareo
(n) (+) %o

1-2 afios 14 : .
> 2-4 afos 21 L .
> 4-6 afios 31 4 12.9
> 6 afios 32 6 18.7
Total

98 12 122+6.5




Tabla 2.- Seroprevalencia de N. caninum en llamas del distrito de Huancavelica Lachocc,

Huancavelica mediante IFAT, segln la variable antecedente de aborto.

Antecedentes de N° de IFAT Positivos
aborto animales +) %
Con antecedentes
15 7 46.7
Sin antecedentes 69 4 -
Total 84 11 13.1+7.2

Tabla 3.- Seroprevalencia de N. caninum en llamas del distrito de Huancavelica Lachocc,
Huancavelica mediante la técnica IFAT, segun la variable nimero de partos.

N° de N° de —
partos animales IFAT Positivos
(n) () %
Sin partos 14 1 71
Primiparas 23 3 13.0
Multiparas 61 8 131
Total 98 12 122 +6.5
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DISCUSION

El estudio se desarroll6 en el distrito de Huancavelica Lachocc, donde las comunidades
realizan la crianza y comercializacion de CSA. La seroprevalencia de N. caninum en llamas fue de
12.24 + 6.5% evaluado mediante la técnica IFAT.

La seroprevalencia de la neosporosis en llamas ha sido reportada en otros estudios, en el
2003, Moya et al. determinaron la presencia de N. caninum en llamas, en dos centros de crianza de
la provincia de Melgar Puno, a través de IFAT, en una dilucion de 1:50 encontré una
seroprevalencia moderada [16.7 (46/275) + 4.4%]. En el 2006, Casas et al. muestreando sangre de
Ilamas de la empresa SAIS Pachacutec, evaluada mediante la técnica IFAT en una dilucién de
1:100, encontrd una seroprevalencia de 2.9 (5/175) + 2.5% mientras que en el 2014 Chavez et al.
muestreando 1,845 llamas de la sierra central del Perd, cuyas muestras fueron procesadas con la
misma técnica de Casas, encontré una prevalencia del 8.3% (153/1845). Si bien, la investigacion
de Casas y Chavez fueron realizadas en diferentes zonas y con diferentes CSA de la region andina,
cabe resaltar que en ambos estudios se emplearon la técnica de IFAT y con el mismo punto de
corte, no obstante se puede deducir que en el 2006 los factores de riesgo para la transmision de N.
caninum o la viabilidad de la coccidia eran reducidos, pero en el 2014 con el transcurrir del tiempo,
sumado al cambio climatico y el aumento de los factores de riesgo se puede haber favorecido el

brote de la neosporosis dando como resultado una seroprevalencia moderada.
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En nuestro pais la crianza de los camélidos se caracteriza por ser de tipo extensivo y la
cercania con los hospederos definitivos como son, los caninos domésticos, al igual que su
coexistencia con los hospederos intermediarios (bovinos, ovinos, equinos) favorece al desarrollo del
ciclo de vida de N. caninum (Dubey 2010); similar situacién se observo en bovinos de crianza
extensiva 0 mixta estudiados por Puray et al.(2006) en el departamento de Junin mediante la técnica
de IFAT, donde reportd una seroprevalencia moderada de 12 = 3.5%. No obstante, la mayor ruta
involucrada en la transmision de la neosporosis es la transmisién vertical (Davisona et al., 1999), y
el riesgo de la neosporosis aumenta con la edad (Jensen et al., 1999), ya que a mayor edad el riesgo
es mayor para la exposicion con el protozoario (Quevedo et al. 2003). En tanto de los animales
muestreados en este estudio la mayor casuistica de neosporosis se ha demostrado en las llamas méas
longevas de la comunidad de Lachocc, Cabe mencionar que la provincia de Huancavelica posee
variedad de microclimas por las caracteristicas geograficas de la zona, con predominio del clima
seco, que se presenta de mayo a octubre, y la temporada de lluvia que se inicia en el mes de
noviembre y finaliza en abril (DGP, 2016). Esta Gltima etapa coincide con la paricion y empadre; la
intensidad de las lluvias y el manejo inadecuado puede conllevar al estrés del animal repercutiendo
en la respuesta del sistema inmune (Tizard, 1995) con la presentacion de la neosporosis. Asi mismo,
Quiroz et al., (2011) menciona que la temperatura fria y himeda condiciona para la esporulacion y
sobrevivencia de los ooquistes, incrementando el riesgo de la infeccion postnatal, esta condicion
climatica se presenta en bovinos de crianza intensiva, donde los alimentos se contaminan con el
crecimiento de hongos dando como resultado la produccion de micotoxinas que al ser ingeridas
pueden ocasionar la inmunosupresion y de esta manera contribuir con la reactivacion de los
parasitos latentes que infectaron al animal en alguna etapa de su vida Bartels et al. (1999). En un
estudio realizado en dos granjas comerciales de vacas lecheras de alta produccion ubicadas en la
franja Lleida- Huesca, Espafia reporta que la incidencia de abortos en vacas se incrementa con la

lluvia, pero sin efecto en las novillas concluyendo que esta Ultimas no estan sometidos al estrés
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metabolico con la produccion de leche por lo que pueden tolerar el estrés ambiental mejor que las
vacas gestantes y en ordefio. En el 2012 Santos et al. estimando la transmisién vertical en bovinos
lecheros de raza Friesian-Holstein y Fesian Holstein x cebd, en un sistema de produccion semi-
intensiva (Minas Gerais, Brasil) reportd una seroprevalencia moderada de 39.4% (93/236) de
animales con anticuerpos positivos cabe mencionar que Minas Gerais posee un clima tropical seco
en invierno y himedo en verano.

En el 2014, Pinedo et al. evaluando a las vicufias capturadas en un “Chaku” procedentes del
distrito de Paccha, departamento de Junin, no encontraron la presencia de anticuerpos anti-
N.caninum, dichas muestras fueron procesados mediante la técnica de IFAT en una dilucién de
1:50, ellos concluyeron que en la zona solo observaron la presencia de zorros cercanos a las
vicufias, y hasta el momento no se ha demostrado a este canido como posible hospedero de N.
caninum a diferencia del perro, actian como los hospederos definitivos del parasito. En lo que
respecta a las llamas del distrito de Lachocc — Huancavelica, si se ha observado la cercania con los
caninos domésticos (en promedio dos perros en el centro de produccion), y a su vez los productores
lo alimentan con comida casera y restos de visceras de los animales; estos costumbres ejercidos por
los propios duefios propician a la diseminacion de la coccidia.

En lo referente a la presencia a anticuerpos frente a N. caninum en las llamas con o sin
antecedentes de aborto (Tabla 2), se observd que 46.7% (7/15) de animales con antecedentes de
aborto, fueron seropositivos, frente a 5.8% (4/69) sin antecedentes de aborto, en estos resultados no
se incluyeron a las 14 llamas (tuis), debido que no estan aptos reproductivamente, no encontrandose
diferencias estadisticas significativas entre los porcentajes. Las llamas en etapa reproductiva fueron
seropositivos a N. caninum el 46.7% (7/15) tenian antecedente de aborto y la mayoria de éstos eran
adultos, al respecto Valencia et al. (2009) sefiala que los camélidos seropositivas a N. caninum

presentan 3.3 veces mayor riesgo de aborto que las seronegativas.
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Del total de animales muestreados (98), 84 de ellos tuvieron méas de dos afios, a partir de
esa edad el nimero de partos es directamente proporcional a la edad, y se pudo evidenciar que a
mayor nlmero de partos la seroprevalencia puede ser mayor (nuliparas 7.1%, primiparas 13.0%,
multiparas 13.1% determinadas mediante el método del Chi Cuadrado, tabla 1), debido a mayor
nimero de gestaciones sumado a estrés y los periodos prolongados de la lactacién, asimismo, las
marchas prolongadas para conseguir los pastizales, la privacion del agua y alimento podrian
disminuir sus defensas como lo menciona Cortéz et al. (2011).

Los titulos encontrados en este estudio resultaron ser de tipo cronico a la infeccion de N.
caninum dado que no se encontrd presencia de anticuerpos especificos a este parasito en una

dilucion mayor de 1/800.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De las 98 muestras seroldgicas de Ilamas del distrito de Lachocc — Huancavelica en con un

punto de corte 1:100 analizado mediante la IFAT se encontré los siguientes resultados:

La seroprevalencia de N. caninum en llamas fue moderada de 12.2 + 6.5%

Las variables edad, antecedentes de aborto y niumero de partos, no se encontraron asociadas a la
presencia de infecciones por N. caninum en llamas.

Los titulos encontrados en este estudio resultaron ser de tipo crénico a la infeccion por N.
caninum.

Se sugiere continuar investigando a fin de encontrar el verdadero rol de la Neosporosis como
posible causa de mortalidad en llamas, a través del aislamiento del parasito proveniente de

tejidos de fetos abortados analizando el protocolo de modelo en ratén.
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ANEXO

Anexo 1: Ficha epidemiologica

Titulo del proyecto Seroprevalencia de Neospora caninum en llamas de la

Provincia de Huancavelica, Lachocc - Huancavelica

Entidad Financiadora FONDECYT

Entidad Ejecutora Universidad Peruana Cayetano Heredia

Nombre de la comunidad:

Localizacion geografica:

Cddigo/Nombre:

Especie/Raza:

Sexo:

Edad:

Fecha de muestreo:

1
2
3
4
5.
6
7
8
9

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Tamafio del hato:

Condiciones higiénicas sanitarias

Buena () Regular () carente ()
Presencia de perros:

Los perros se alimentan de ¢visceras crudas?: Si( ) No ()
Antecedentes de abortos: Si( ) No( )

NUmero de partos: Sin parto ( ) Primiparas ( ) Multiparas ( )

Promedio de abortos del hato:

NUmero de mortinato en las pariciones anteriores:

Frecuencia de desparasitacion en el hato:

¢Qué medicamentos usa para desparasitar a las llamas?

18.

Otras observaciones
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