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RESUMEN

La produccion de camélidos sudamericanos (CSA) tiene un rol esencial en la subsistencia de un
gran sector de la poblacion andina de nuestro pais, siendo la alpaca la mas cotizada por su calidad
de fibra, sin embargo, los productores afrontan pérdidas econémicas importantes asociadas a
problemas sanitarios que incluyen la falla reproductiva. La neosporosis, causada por el
protozoario Neospora caninum, es una enfermedad de relevancia a nivel mundial que se
caracteriza por producir abortos y mortalidad neonatal en el ganado bovino pero que también
afecta a muchas otras especies como caprinos, ovinos, equinos y CSA. EIl abjetivo del presente
estudio fue determinar la seroprevalencia de anticuerpos frente a N. caninum en alpacas del
distrito EI Tambo, Huancayo-Junin, mediante la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFl).
Se recolectaron muestras sanguineas de 154 alpacas adultas, mayores de un afio, cuyos sueros
fueron procesados mediante IFI empleando un punto de corte de 1:100, determinandose una
seroprevalencia de 15.58% (24/154). De las 24 muestras positivas, el 41.7% (10) presentaron
titulos de 1:100, el 12.5% (3) titulos de 1:200, el 25% (6) titulos de 1:400 y el 20.8% (5) titulos
de 1:800. No se observé una asociacion estadisticamente significativa entre la seropositividad
frente al pardsito y las variables edad, nimero de partos y antecedentes de aborto, sin embargo, si
se encontr6é una diferencia estadisticamente significativa en relacién con la variable sexo. Los
resultados confirman la exposicién a N. caninum en alpacas de la region de Junin, se sugiere que
mas estudios sean realizados para determinar la implicancia de N. caninum como agente causal
de problemas reproductivos en la poblacion alpaquera de la zona y que se implementen medidas

de control y prevencion de la enfermedad para reducir su impacto en la produccién de CSA.

Palabras clave: Neospora caninum, camélidos sudamericanos, IFI, problemas reproductivos



ABSTRACT

South american camelids (SACs) production plays an important role in the subsistence of a large
sector of the Andean population of our country, with alpaca being the most valued for its fiber
quality, however, producers face important economic losses due to health problems that include
reproductive failure. Neosporosis, caused by the protozoan Neospora caninum, is a disease of
worldwide relevance that is characterized by producing abortions and neonatal mortality in cattle
but also affects many other species such as goats, sheep, horses and SACs. The objective of the
present study was to determine the seroprevalence of antibodies against N. canimun in alpacas
from El Tambo district, Huancayo-Junin, using Indirect Immunofluorescence (IFI). Blood
samples were collected from 154 adult alpacas, over one year old, whose sera were processed by
IFI with a cut-off point of 1:100, determining a seroprevalence of 15.58% (24/154). Out of 24
positive samples, 41.7% (10) had titers of 1:100, 12.5% (3) titers of 1:200, 25% (6) titers of 1:400
and 20.8% (5) titers of 1:800. No statistically significant association was found between
seropositivity against the parasite and the variables age, number of births and history of abortion,
however, a statistically significant difference was observed regarding the sex variable. Results
confirmthe exposure to N. caninum in alpacas of the Junin region, it is suggested that more studies
be carried out to determine the implication of N. caninum as the causal agent of reproductive
failure in the alpaca population of the area and measures need to be implemented for the control

and prevention of the disease in order to reduce its impact on SACs production.

Keywords: Neospora caninum, south american camelids, IFI, reproductive failure



. INTRODUCCION

El protozoario intracelular Neospora caninum pertenece al phylum Apicomplexa, clase
Sporozoea, subclase Coccidia, orden Eucoccidia, suborden Eimeriina y familia
Sarcocystidae (Dubey, 2003; Moore et al., 2006). Inicialmente, el parasito fue reconocido
en Noruega como un protozoo no identificado similar a Toxoplasma gondii responsable
de causar encefalomielitis y miositis en perros jovenes (Bjerkas et al., 1984), luego Dubey
et al. (1988) aislaron el agente en cultivo celular y describieron el nuevo género y especie,
y posteriormente, N. caninum fue identificado por primera vez como un agente etiolégico
de aborto en bovinos por Thilsted y Dubey (1989). Desde entonces, la neosporosis es
reconocida como una enfermedad de importancia a nivel mundial, siendo considerada
una de las causantes mas frecuentes de problemas reproductivos (reabsorcion
embrionaria, abortos, mortalidad neonatal) en el ganado bovino. Se ha reportado la
presencia de N. caninum tanto en especies domésticas como caprinos, ovinos, porcinos,
equinos, bufalos de agua y camélidos como en especies silvestres que incluyen ciervos,
rinocerontes, zorros, coyotes y felinos (Dubey, 2003; Dubey et al., 2007; Moore et al.,

2006).

N. caninum es un paréasito heteroxeno facultativo con una amplia gama de hospederos,
sus tres fases infecciosas incluyen al taquizoito, quiste tisular y ooquiste (Dubey et al.,
2007). Sus hospederos definitivos confirmados pertenecen al género Canis e incluyen al
perro doméstico y salvaje (Canis familiaris) (McAllister et al., 1998), al coyote (Canis
latrans) (Gondim et al., 2004), al Dingo (Canis lupus dingo) (King et al., 2010) y al lobo

(Canis lupus lupus) (Dubey et al., 2011). Para cumplir su ciclo bioldgico, el hospedero
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definitivo se infecta al ingerir quistes tisulares ubicados en los tejidos de los hospederos
intermediarios, desarrolla la fase sexual del parasito a nivel intestinal y elimina ooquistes
sin esporular a través de las heces, éstos esporulan y se vuelven infectivos en el ambiente
tras 24 horas y son consumidos por los hospederos intermediarios (bovino, ovino,
caprino, equino, etc.) a través de comida y agua contaminada, desarrollandose en ellos la
fase asexual del parasito donde se forman los taquizoitos que pueden ser transmitidos al
feto en hembras en gestacion y/o afectar diferentes 6rganos causando lesiones y la
formacion de quistes tisulares, sobre todo en el sistema nervioso central. (Dubey et al.,

2007).

Las pruebas seroldgicas como el Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas
(ELISA), Inmunofluorescencia Indirecta (IFI), Test de aglutinacion y Western Blot
permiten determinar la exposicion al parasito mediante la deteccion de anticuerpos;
mientras que la Histopatologia, Inmunohistoquimica (IHQ) y la Reaccidn en Cadena de
la Polimerasa (PCR) son esenciales para el diagnostico definitivo de la neosporosis

(Dubey et al., 2003).

Diversos estudios que determinan la seroprevalencia de N. caninum en el ganado bovino
han sido realizados a nivel mundial. Se han registrado seroprevalencias del 28% en
Estados Unidos (Dyer et al., 2000), del 24% en Australia (Atkinson et al., 2000), del
44.9% en Taiwan (Ooi et al., 2000) y del 21.1% en Italia (Manca et al., 2022). En América
del Sur, se han encontrado seroprevalencias del 30.2% en Chile (Patitucci et al., 2000),
del 61.3% en Uruguay (Kashiwasaki et al., 2004), del 33.5% en Brasil (Perotta et al.,
2021) y del 23.4% en Ecuador (Maldonado Rivera et al., 2020). En Peru, Atoccsa et al.

(2005) determinaron una seroprevalencia de 18.1% en Puno y Puray et al. (2006) hallaron



una seroprevalencia de 13.2% en la Sierra Central, mientras que, en Lima, Silva et al.
(2002) encontraron una seroprevalencia de 29.6% y en Chachapoyas, Quevedo et al.
(2003) registraron una seroprevalencia de 40.4%, mediante IFl. La tasa de transmision
congeénita del patdgeno es alta, llegando hasta un 95% en el ganado bovino (Dubey et al.,
2007), Serrano-Martinez et al. (2019) detectaron a N. caninum en fetos abortados

espontaneamente en hatos de ganado lechero en el valle de Lima.

Los camélidos sudamericanos (CSA) son parte de la riqueza pecuaria, genética y cultural
de la poblacion andina desde hace miles de afios y son vitales para la subsistencia de un
gran sector de la region al ser una fuente importante de fibra, carne y trabajo. Estos
animales destacan por su eficiencia en un ambiente desfavorable en términos de uso
agropecuario en los cinco paises donde se encuentra la mayor poblacion nativa de estas
especies; Chile, Ecuador, Argentina, Bolivia y Perq, siendo la alpaca (Vicugna pacos) la
mas cotizada por su calidad de fibra (DESCO, 2014; FAO, 1996; FAO, 2005; Mamani,

2009).

Nuestro pais es reconocido como el primer productor de alpacas del mundo albergando
al 80% del total mundial. De acuerdo al IV Censo Nacional Agropecuario, realizado en
el 2012, la poblacion de alpacas en el Pert es de 3 685 516 animales (INEI, 2012),
encontrandose el 85% de la poblacién bajo el cuidado de pequefios productores y
comunidades campesinas (DESCO, 2014; FAO, 2005). Los departamentos con mayor
poblacion de alpacas son Puno, Cusco, Huancavelica y Arequipa, mientras que la
poblacion de alpacas de Lima y Junin son el resultado de un proyecto de repoblamiento

llevado a cabo por el Ministerio de Agricultura en el periodo 1992-1996 (FAO, 2005).



A pesar de las diversas ventajas de la crianza de CSA, los pequefios productores y
comunidades campesinas afrontan grandes pérdidas econdmicas a causa de problemas
sanitarios provocados por organismos parasitarios, bacterianos y virales que afectan la
produccion de los animales, siendo los problemas reproductivos que incluyen abortos y
mortalidad neonatal limitantes importantes para el desarrollo del sector (Serrano-

Martinez et al., 2004; Mamani et al., 2009).

Estudios de seroprevalencia de N. caninum en alpacas y llamas han demostrado la
importancia del patogeno en la produccion de CSA. En Pert, Chavez et al. (2002)
hallaron una seroprevalencia de 42.4% en alpacas y de 18.4% en llamas de comunidades
del Peru central, Wolf et al. (2005) encontraron una seroprevalencia de 3.1% en alpacas
de Puno, Chavez-Velasquez et al. (2014) registraron una seroprevalencia de 14.8% en
alpacas y de 8.3% en llamas de la Sierra Centro-Sur, Moya et al. (2003) hallaron una
seroprevalencia de 16.7% en llamas en Puno y Santé y Serrano-Martinez (2018)
encontraron una seroprevalencia de 16.3 % en alpacas de Huancavelica. En otros paises,
Moré et al. (2008) hallaron una seroprevalencia de 4.6% en llamas en Jujuy-Argentina,
Basso et al. (2020) registraron una seroprevalencia de 3.5% en alpacas en Suiza y King
et al. (2015) encontraron una seroprevalencia de 3% en alpacas en Australia.
Adicionalmente, Serrano-Martinez et al. (2004) confirmaron la relacion del protozoario
y los problemas reproductivos en alpacas y Ilamas en Peru, al identificarlo en fetos

abortados mediante Histopatologia, PCR e IHQ.

Por lo expuesto, el presente estudio tuvo como objetivo determinar la seroprevalencia
frente a N. caninum en alpacas del distrito EI Tambo, Huancayo-Junin, mediante la

técnica de inmunofluorescencia indirecta.



II. MATERIALES Y METODOS

2.1 Lugar de Estudio

El estudio fue realizado en la Estacion Experimental Agraria Santa Ana perteneciente al
Instituto Nacional de Innovacién Agraria (INIA), ubicada en el Distrito EI Tambo,
provincia de Huancayo, departamento de Junin. La estacion Santa Ana se encuentra
localizada a una altitud de 3262 msnm. donde la temperatura promedio es de 12.6 °C
(INEI, 2003-2015). La estacion experimental se dedica a la innovacion de recursos
genéticos tanto vegetales como animales, incluyendo bovinos, ovinos y camélidos
sudamericanos, contando con una poblacién de 674 alpacas. Las muestras fueron
enviadas y procesadas en el Laboratorio de Parasitologia Animal de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

2.2 Tamafio de muestra

El tamafio de muestra se determind usando la formula de proporciones en poblaciones
finitas (Morillas, 2007), obteniéndose un tamafio minimo de 151 muestras de alpacas. Fue
considerado un tamafio de poblacién de 674 alpacas, un nivel de confianza del 95%, una
proporcion anterior de 14.8% de seropositividad frente a N. caninum en alpacas de la

sierra central y sur del Pert (Chavez-Velasquez et al., 2014) y una precision de 0.05.

2.3 Recoleccién de muestras

Durante el mes de diciembre del afio 2018 se recolectaron muestras al azar de alpacas de
raza Huacaya en la Estacién Experimental Agraria Santa Ana como parte del proyecto
“Obtencion y caracterizacion del primer aislado de Neospora caninum causante de

abortos en camélidos sudamericanos del Perd, con finalidad inmunodiagndstica y



vacunal”. La captura de los animales del rebafio se realizé de forma no sistematica
aproximandose a un muestreo aleatorio simple. Las muestras de sangre fueron obtenidas
de la vena yugular por puncion directa usando agujas 21x1%: y fueron recolectadas en
tubos vacutainer estériles sin aditivos, los cuales fueron transportados en un cooler con
hielo al Laboratorio de Parasitologia Animal - FAVEZ - UPCH. En el laboratorio, las
muestras fueron centrifugadas a 1000 G por 10 minutos para obtener los sueros que fueron
separados y conservados en viales de 2 ml, los que se mantuvieron en congelacién (-20
°C) hasta su procesamiento en diciembre del afio 2019 para el presente estudio.
Asimismo, se recopilé informacion situacional y epidemiologica incluyendo edad, sexo,
namero de pariciones y antecedentes de problemas reproductivos, para evaluar su
asociacion con la seroprevalencia del paréasito, las variables se muestran en la Tabla 1. La
informacion obtenida se registrd en una base de datos en hojas de calculo del programa

Microsoft Excel 2010 especialmente disefiada para los fines del proyecto.

Tabla 1.- Cuadro de operacionalizacion de variables del estudio Seroprevalencia de

anticuerpos frente a N. caninum en alpacas del distrito El Tambo, Huancayo-Junin.

Variables Definicién | Definicion | Tipo/Escala | Dimensiones Indicadores
Conceptual | Operacional de
medicion
Alpacas con Son aquellas | Se considera | Evidencia de | Variable Fluorescencia
presencia de alpacas, cuya | que una fluorescencia | cualitativa/ completa del
anticuerpos muestra alpaca ha sido | completa del | nominal taquizoito de
frente a N. sanguinea es | expuestay taquizoito de N. canimun,
caninum positivaala | presenta N. canimun. mediante IFI.
determinada presencia de | anticuerpos Fluorescencia
mediante IFl. | anticuerpos frente al parcial o nula
(Variable frente a N. parasito N. del taquizoito
dependiente) caninum canimun, de N.
mediante IFI, | cuando al canimun,
indicando su | analizar su mediante IFI.
muestra




exposicion al | sanguinea
parésito. mediante IFI
se observa la
fluorescencia
completa del
taquizoito de
manera clara
y
comprobable.
Caracteristicas | Poblacion de | Registro de la | Sexo Variable N° de alpacas
demograficas | alpacas enun | Estacion cualitativa/ hembra
de las alpacas | espacio Experimental nominal N° de alpacas
(Variable determinado | Santa Ana macho
independiente) | caracterizadas | sobre la edad,
segun el sexo, | sexo e Edad Variable cuasi Rango de
la edad e informacion cuantitativa/ordinal edad de 2-3
informacion regroductiva afos
reQroductlva (niimero de Rango de
(niimero de partos y
partos y antecedentes e‘i'ad de 3-4
antecedentes | de aborto) de anos
de aborto). las alpacas Rango de
incluidas en edad de 4
el estudio. afos a mas
Numero de Variable Alpacas
partos cualitativa/ hembra con
nominal antecedente
de un solo
parto
(Primiparas)
Alpacas
hembra con
antecedente
de dos 0 méas
partos
(Multiparas)
Antecedentes | Variable Alpacas
de aborto cualitativa/ hembra con
nominal antecedente
de aborto
Alpacas
hembra sin
antecedente
de aborto




2.4 Procesamiento de muestras

Se usO la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) por su alta sensibilidad y
especificidad, 98% y 99% respectivamente (Serrano-Martinez et al., 2018) para la
deteccion de anticuerpos especificos contra N. caninum. Se consideraron animales
positivos a los que obtuvieron un titulo de anticuerpos anti Neospora igual o mayor a
1:100 (Chéavez-Velasquez et al., 2004). Para determinar la titulacién de anticuerpos en
los sueros positivos, se realizaron diluciones seriadas hasta alcanzar una dilucién

negativa.

2.4.1 Antigenado de laminas

Se utilizaron laminas con fondo oscuro para IFI de 18 pocillos x 4 mm de diametro.

Se homogenizd la suspension de taquizoitos que contenia 107 taquizoitos de N.
caninum de la cepa SPAIN 7 (Caspe et al., 2012) por ml en una solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) formolada, donada por el grupo SALUVET de la
Universidad Complutense de Madrid-Espafia, y se depositaron 10 ul de antigeno
en cada pocillo.

= Las laminas se dejaron secar a temperatura ambiente durante 24 horas.

= Luego, fueron fijadas en acetona a -20°C por 10 minutos.

= Posteriormente, fueron colocadas en un vaso coplin para ser enjuagadas con agua
destilada en agitacion (500 rpm) durante 10 minutos para eliminar los restos de

sales y se dejaron secar.

2.4.2 Procedimiento de IFI

= Cada suero problema fue descongelado y homogenizado en suave agitacién usando

un vortex.



El suero problema se prepar6 bajo una dilucion inicial de 1:100, colocando 5 ul
del suero problema mas 495 ul de PBS 1X.

Se agregaron 10 ul de la dilucion anterior a cada pocillo previamente antigenado.
Asimismo, se agregaron 10 ul de los controles comerciales anti-N. caninum
positivo y negativo (Lab. VMRD) en los dos primeros pocillos de cada lamina.
Las ld&minas se incubaron dentro de una camara himeda en una estufa a 37°C
durante 30 minutos.

Luego, se colocaron en un vaso coplin con PBS 1X'y se realizaron dos lavados de
10 minutos cada uno y con ligera agitacion. Las laminas se dejaron secar al medio
ambiente.

A continuacion, se afadieron 10 ul del antisuero comercial conjugado a
isotiocianato de fluoresceina (FITC) Anti llama IgG (Lab. VMRD) a cada pocillo,
y las ldminas se incubaron en camara himeda a 37°C en una estufa por 30 minutos
(A partir de este punto se trabajé en ambiente oscuro, protegiendo las laminas de
la luz)

Se procedieron a realizar dos lavados en un vaso coplin con PBS 1X, por 10
minutos cada uno y con ligera agitacion.

Inmediatamente, las laminas se trasladaron a otro vaso coplin con una solucién de
azul de Evans (1:100) para su lavado en agitacion lenta por 10 minutos.

Las laminas se lavaron con agua destilada en ligera agitacion por 5 minutos y se
secaron en oscuridad a temperatura ambiente.

Finalmente, a cada Id&mina se le coloco de 2 a 3 gotas de “Fluoprep (Liquido de

Montaje)” (Biomerieux) y se le cubrié con una ldmina cubreobjeto de 24x60 mm.



2.4.3 Lectura de las muestras procesadas

= Las laminas procesadas se observaron en un microscopio de fluorescencia
Vanguard (VEE GEE Scientific), usando el objetivo 40X.

= Para la lectura, se consider6 seguir una secuencia en forma de “S”, teniendo en
cuenta que los dos primeros pocillos de cada lamina incluian los sueros control
positivo y negativo anti-N. caninum.

= Las muestras positivas fueron determinadas por la fluorescencia completa del
taquizoito, mientras que la fluorescencia parcial o nula del taquizoito determind

la negatividad del suero.

2.4.4 Titulacion de muestras positivas

Las muestras identificadas como positivas fueron tituladas siguiendo el protocolo descrito
previamente para la técnica de IFI. Se usaron laminas antigenadas y se realizaron las

siguientes diluciones de los sueros positivos: 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 y 1:3200.

2.5 Anélisis estadistico

Los resultados fueron presentados en forma porcentual con sus respectivos intervalos de
confianza (Thrusfield, 1990). Las variables (edad, sexo, antecedentes de problemas
reproductivos y nimero de pariciones) fueron analizadas por el método de Chi cuadrado
para observar su posible asociacion con la presencia de anticuerpos frente a N. caninum,

empleando el programa Stata 12.0.
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2.6 Consideraciones éticas
Este trabajo fue sometido a la evaluacion y aprobacion previa por el Comité Institucional
de Etica para el Uso de Animales (CIEA) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia

como indica la CONSTANCIA-CIEA-R-041-10-24.
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I1l. RESULTADOS

La seroprevalencia de anticuerpos frente a N. caninum en alpacas del distrito EI Tambo,

Huancayo-Junin, mediante la prueba de IFI, fue de 15.58% (24/154) + 5.7%.

Los hallazgos encontrados al evaluar la asociacion de la seroprevalencia frente al parasito
y las variables estudiadas se muestran en las siguientes tablas. Se encontrd diferencia
estadisticamente significativa respecto al sexo de los animales, con un 45.45% (5/11) de
seropositividad en los machos muestreados a comparacion del 13.29% (19/143) de

seropositividad en las hembras muestreadas (Tabla 2).

Respecto al grupo etario, se encontro un porcentaje de seropositividad del 16.39% (10/61)
en alpacas de 2 a 3 afios, del 9.3% (4/43) en alpacas de 3 a 4 afios y del 20% (10/50) en
alpacas de méas de 4 afios de edad, no encontrandose una diferencia estadisticamente

significativa (Tabla 3).

En la Tabla 4 se muestra la asociacion de seropositividad frente a N. caninum y el namero
de partos, donde el 14.14% (14/99) de las hembras primiparas muestreadas resultaron
seropositivas a comparacion del 11.36% (5/44) de seropositividad en las hembras
multiparas muestreadas, no encontrandose una diferencia estadisticamente significativa.

Para esta evaluacion no se incluyeron a los 11 machos muestreados.

Por otro lado, para la variable antecedentes de aborto tampoco se encontrd diferencia
estadisticamente significativa, ya que el 18.18% (4/22) de alpacas con antecedentes de

aborto resultaron seropositivas mientras que el 12.4% (15/121) de alpacas sin
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antecedentes de aborto mostraron seropositividad, los 11 machos muestreados no fueron

incluidos (Tabla 5).

Al realizar la titulacion de anticuerpos de las 24 muestras positivas, el 41.7% (10/24)
presentaron titulos de 1:100, el 12.5% (3/24) presentaron titulos de 1:200, el 25% (6/24)
presentaron titulos de 1:400 y el 20.8% (5/24) presentaron titulos de 1:800, no

encontrandose seropositividad en diluciones iguales o superiores a 1:1600.

Tabla 2.- Seroprevalencia de anticuerpos frente a N. caninum en alpacas del distrito El

Tambo, Huancayo-Junin mediante IFI, segun la variable sexo.

Animales ..
IFI Positivos
Sexo muestreados P
(n) (+) %
Machos 11 5 45.45
Hembras 143 19 13.29 0.01626
Total 154 24 15.58 £ 5.7

Chi cuadrado, p < 0.05
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Tabla 3.- Seroprevalencia de anticuerpos frente a N. caninum en alpacas del distrito El

Tambo, Huancayo-Junin mediante IFI, segun la variable grupo etario.

Animales ..
. IFI Positivos
Grupo etario muestreados P
(n) ) %

> 2-3 afios 61 10 16.39
> 3-4 anos 43 4 9.30 0.3568

> 4 afios 50 10 20.00

Total 154 24 1558 £ 5.7

Chi cuadrado, p < 0.05

Tabla 4.- Seroprevalencia de anticuerpos frente a N. caninum en alpacas del distrito El

Tambo, Huancayo-Junin mediante IFI, segln la variable nimero de partos.

Animales .
IFI Positivos
N° de Partos muestreados P
(m) ) %
Primiparas 99 14 14.14
Multiparas 44 5 11.36 0.8534
Total 143 19 13.29+5.6

Chi cuadrado, p < 0.05

Tabla 5.- Seroprevalencia de anticuerpos frente a N. caninum en alpacas del distrito El

Tambo, Huancayo-Junin mediante IFI, segun la variable antecedentes de aborto.

A d d Animales IFI Positivos
ntecedentes de muestreados p
aborto
(n) (+) %
Con antecedentes 22 4 18.18
Sin antecedentes 121 15 12.4 0.6936
Total 143 19 13.29+5.6

Chi cuadrado, p < 0.05




IV. DISCUSION

La seroprevalencia de 15.58% frente a N. caninum en alpacas del distrito EI Tambo,
determinada en el presente estudio mediante la técnica de IFI con un punto de corte de
1:100, es similar a lo reportado en otras regiones de la Sierra del Perd. Chavez-Velasquez
et al. (2014) hallaron una seroprevalencia de 14.8% (425/2874) frente al parasito en
alpacas de la Sierra Central y Sur del Per(, mientras que Sante y Serrano-Martinez (2018)
encontraron una seroprevalencia de 16.3% (47/288) en alpacas de la provincia de
Huaytara — Huancavelica. Ambos estudios usaron la técnica de IFI con un punto de corte
de 1:100 y clasificaron sus resultados como indicativos de una seroprevalencia moderada
frente al protozoo, por lo que la seroprevalencia determinada en el presente estudio se
podria considerar a su vez moderada. En contraste, en el primer estudio que confirmaba
la presencia de anticuerpos frente a N. caninum en camélidos sudamericanos del Perd,
Chavez et al. (2002) hallaron una seroprevalencia del 42.4% (39/92) en pequefias
comunidades del Centro del pais, sin embargo, el punto de corte usado fue de 1:50
pudiendo ser la razon de la seroprevalencia alta. Chavez-Velasquez et al. (2004)
reportaron que los titulos de anticuerpos de 1:50 para N. caninum usando la técnica IFI
pueden representar reacciones cruzadas con otros parasitos apicomplexos de importancia
en camélidos sudamericanos como Sarcocystis spp. y Toxoplasma gondii, al evaluar

resultados positivos a esa titulacion usando la técnica Western blot.

Otros estudios han evaluado la seroprevalencia de anticuerpos frente a N. caninum en
otras especies de camélidos sudamericanos. Pilco y Serrano-Martinez (2018) encontraron
una seroprevalencia del 12.2% (12/98) en llamas de la comunidad ganadera de Lachocc,

en Huancavelica, mientras que Chavez-Velasquez et al. (2014) hallaron una
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seroprevalencia del 8.3% (153/1845) en llamas de la sierra central y sur del Perd, ambos
estudios usaron un punto de corte de 1:100. Por su parte, Pinedo et al. (2014) recolectaron
muestras sanguineas de 79 vicufias durante un ‘“chaku” en Junin y no encontraron
seropositividad frente a N. caninum mediante IFl. En contraste, estudios en ganado
bovino en el Per( han reportado seroprevalencias mas elevadas, alcanzando hasta un
40.4% mediante IFI (Quevedo et al., 2003; Silva et al., 2002). Cabe sefialar que el punto
de corte sugerido para bovinos adultos es de 1:200 (Dubey et al., 1997; Haddad et al.,

2005).

La técnica diagnostica de IFI es adecuada para la deteccion de anticuerpos y, por tanto,
para identificar la exposicion frente al patdogeno en estudio. Aunque N. caninum esta
estrechamente relacionado con otros protozoos del phylum Apicomplexa, las reacciones
cruzadas no representan un problema significativo (Dubey, 2003). Ademas, se ha
demostrado una buena concordancia entre IFI y otras técnicas seroldgicas confiables,
como ELISA, al evaluar la seroprevalencia de N. caninum en bovinos de Lima (Serrano-
Martinez et al., 2018). Sin embargo, la comparacion entre estudios que utilizan IFI puede
verse limitada debido a variaciones en los antigenos empleados, los reactivos, las
diluciones de las muestras y los puntos de corte seleccionados, los cuales suelen ajustarse
segun la especie y el disefio del estudio (Haddad et al., 2005). No obstante, los resultados
obtenidos en el presente estudio pueden compararse con otros estudios en camélidos
sudamericanos en el Per(, dado que se emplearon condiciones metodoldgicas similares

en la aplicacion de la técnica diagndstica.

En nuestro pais, la crianza de camélidos sudamericanos se realiza de manera extensiva y

semi extensiva, factores como el contacto de los rebafios con hospederos definitivos y
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otros intermediarios, al igual que el tipo de clima, estacion y cercania a la ciudad, pueden
predisponer a la infeccion con el parésito (Dubey et al., 2007). Sobre las dos vias
demostradas de transmision del protozoo, N. caninum es reconocido como uno de los
parésitos mas eficientes en la transmision vertical de la madre infectada a las crias y, por
otro lado, la ingestion de ooquistes esporulados, cuya resistencia ambiental caracteristica
de los coccidios es clave, es la via natural de infeccion de los hospederos intermediarios
después del nacimiento (Dubey y Schares, 2011, Cerqueira-Cézar et al., 2017). Estudios
han demostrado que los caninos domésticos que habitan zonas peri-urbanas y rurales
tienen mayor riesgo de infeccion por N. caninum, lo que se asocia a su cercania al ganado
y el acceso a ingerir membranas fetales y restos de carcasas contaminadas (Plugge et al.,
2008, Sicupira et al., 2012). En perros pastores de camélidos sudamericanos en los andes
peruanos, Vega et al. (2010) y Saldafia (2022) encontraron una seroprevalencia del 14.8%
(18/122) en una empresa alpaquera de Puno y del 26.5% (13/49) en hatos alpaqueros de
Huancavelica, respectivamente. En la estacion experimental Santa Ana — INIA se practica
un sistema de crianza semi extensiva; no obstante, la seroprevalencia hallada resulto
similar a la reportada en sistemas de crianzas extensiva. Esto podria deberse a que la
estacion trabaja con los rebafios de los comuneros de la localidad, replicando en gran
medida las condiciones propias de la crianza extensiva. En este sentido, las alpacas
mantienen contacto frecuente con los perros pastores y otros animales de produccion
como ovinos y bovinos, lo que favoreceria la posibilidad de infeccidn con el protozoo en
estudio. En el caso de camélidos sudamericanos silvestres como las vicufias, la falta de
cercania con hospederos definitivos y otros intermediarios disminuiria la posibilidad de
infeccidn, siendo acorde con la nula seropositividad registrada en esta especie por Pinedo
et al. (2014); el zorro andino, Unico canido que coexiste con ellas, no ha sido reportado

como un hospedero definitivo (Donahoe et al., 2015).
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Referente a la asociacion entre la seroprevalencia hallada y las variables evaluadas, se
encontré una asociacion estadistica significativa entre la seroprevalencia frente a N.
caninum y el sexo de los animales muestreados, ya que el 45.45% (5/11) de los machos
muestreados fueron seropositivos a comparacion del 13.29% (19/143) de las hembras, sin
embargo, la diferencia en el tamafio de muestra entre ambos grupos podria cuestionar la
representatividad del hallazgo. En el contexto del estudio realizado, la prueba de chi
cuadrado utilizada presenta algunas limitaciones que podrian afectar la validez de los
resultados, la prueba no es muy fiable cuando el nimero de animales positivos es
pequefio, no permite cuantificar la magnitud de la asociacion y no considera otras posibles
variables de confusion. Ademas, esta prueba asume que todas las observaciones son
independientes, lo cual podria no cumplirse del todo si los animales comparten el mismo
ambiente o condiciones (Dohoo et al., 2020). Los estudios de seroprevalencia frente a N.
caninum en ganado bovino (Melo et al., 2006; Puray et al., 2006; Silva et al., 2002) y
camélidos sudamericanos (Chavez-Velasquez et al., 2014; Pilco y Serrano-Martinez,
2018; Sante y Serrano-Martinez, 2018) usualmente evaltuan solo a animales hembras,
quienes se verian afectadas directamente por los problemas reproductivos, no obstante,
los machos también se encuentran expuestos a la infeccidn por el protozoo. Moore et al.
(2003) y Caetano-da-Silva et al. (2004) hallaron una seroprevalencia frente a N. caninum
del 4.9% (15/305) y del 11.2% (32/285) mediante IFI en toros de produccion de Argentina
y Espafia, respectivamente. Se ha estudiado la posible transmision venérea del parasito,
habiéndose aislado ADN de N. caninum en semen de toros naturalmente infectados (Ferre
et al., 2005) y experimentalmente infectados (Serrano-Martinez et al., 2007b). Serrano-
Martinez et al. (2007c) demostraron que la infeccion intrauterina a través de semen
contaminado con altas concentraciones de taquizoitos de N. canimun en vaquillas es

posible, sin embargo, Osoro et al. (2009) encontraron que, tras el apareamiento natural

18



de vaquillas con toros experimentalmente infectados con el parasito, no se produjo
seroconversion. Esta via de transmisién se considera poco probable debido a la baja
concentracion de taquizoitos en el semen de toros naturalmente infectados con N.
caninum, no obstante, la neosporosis puede afectar la calidad y produccion de semen en

toros (Van Velsen, 2021).

No se encontr6 una asociacion estadistica significativa entre la seroprevalencia frente al
patdgeno y el grupo etario, aunque el porcentaje de animales seropositivos fue mas alto
en el grupo de més de 4 afios de edad (20%). De la misma manera, no se hall6 una
asociacion estadistica significativa entre la seropositividad de las alpacas hembras y el
namero de partos. Estudios previos han discutido que el riesgo de neosporosis aumenta
con la edad y nimero de partos debido a la mayor exposicion al patogeno, Paré et al.
(1996) no encontraron asociacion entre seropositividad frente a N. caninum y
edad/ndmero de lactacion en ganado bovino, sin embargo, Jensen et al. (1999) si
demostraron que la seropositividad se ve incrementada con la edad y nimero de partos al
estudiar varios rebafios de ganado lechero en Dinamarca, los autores discutieron un
posible incremento en el riesgo de infeccidn postnatal o que a mayor edad los animales
puedan tener niveles de anticuerpos mas estables debido a una prolongada estimulacién
antigénica tras reactivaciones repetidas de la infeccion. En otros estudios en camélidos
sudamericanos en Per( tampoco se encontré asociacion significativa entre la
seroprevalencia de anticuerpos frente a N. caninumy la edad de los animales muestreados
(Moya et al., 2003; Pilco y Serrano-Martinez, 2018; Sante y Serrano-Martinez, 2018) o
el nimero de partos de las mismas (Pilco y Serrano-Martinez, 2018; Sante y Serrano-

Martinez, 2018).
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Como ha sido extensamente demostrado, la transmision vertical es la via mas eficiente
para el mantenimiento de la infeccion por N. caninum (Bartels et al., 2007; Davison et
al., 1999; Paré et al., 1996). Estudios que asocian la seropositividad frente a N. caninum
de las madres y sus crias antes de la ingestion de calostro han demostrado tasas altas de
transmision transplacentaria, Davison et al. (1999) encontraron una tasa de transmision
transplacentaria del 95.2% (118/124) en vacas lecheras en Reino Unido, mediante la
técnica de ELISA y Ramos et al. (2016) hallaron una tasa de transmision transplacentaria
del 72.22% (13/18) en vacas adultas y del 69.23% (9/13) en novillas en Brasil, mediante
la técnica de IFI. No existen estudios que determinen la tasa de transmision
transplacentaria en camélidos sudamericanos. Williams et al. (2000) sugirieron que el
aborto en vacas causado por N. caninum puede asociarse al momento de infeccion durante
la gestacion, al encontrar que tras la infeccién experimental en el primer tercio de
gestacion las vacas estudiadas presentaron aborto mientras que al ser infectadas en el
altimo trimestre de gestacion parieron crias infectadas asintomaticas. En el presente
estudio no se encontré una asociacion estadistica significativa entre la seroprevalencia
frente a N. caninum y el antecedente de aborto, aunque la tendencia en seropositividad
fue mayor en el grupo de alpacas con antecedentes de aborto (18.18%) comparado con el

grupo de alpacas sin antecedentes (12.4%).

Los titulos de anticuerpos detectados en la mayoria de las muestras fueron cercanos al
punto de corte, y no se encontr6 presencia de anticuerpos en diluciones iguales o
superiores a 1:1600. Estudios previos en ganado bovino han relacionado titulos bajos con
infecciones subclinicas crénicas, mientras que los titulos elevados suelen asociarse con
infecciones agudas (Quintanilla-Gozalo et al., 2000). A este respecto, los resultados

obtenidos podrian sugerir una predominancia de infecciones subclinicas crénicas en las
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alpacas evaluadas. Para confirmar esta hipotesis, seria necesario realizar muestreos
seriados en los mismos especimenes, a fin de evaluar la dinamica de los titulos de

anticuerpos en distintas etapas de la infeccién.

De las 22 alpacas con antecedentes de aborto que fueron muestreadas, Unicamente 4
resultaron seropositivas a N. caninum, con titulos de 1:100 (1), 1:400 (2) y 1:800 (1). Si
bien los estudios serolégicos demuestran la exposicion de los animales al patdégeno, estos
resultados no son concluyentes respecto a su rol etiolégico en los abortos observados. En
Peru, Serrano-Martinez et al. (2019) confirmaron que la neosporosis se asocia a abortos
en ganado bovino lechero en el Valle de Lima al identificar la presencia del protozoo en
fetos abortados (10/68) mediante las técnicas de ELISA, PCR e Histopatologia.
Asimismo, se ha demostrado la relacion de la infeccion con N. caninum y el aborto en
camélidos sudamericanos al hallar al protozoario en el encéfalo de fetos abortados
mediante Histopatologia, PCR e Inmunohistoquimica. En 2004, Serrano-Martinez et al.
confirmaron la infeccion en fetos alpacas y llamas abortados (3/15) en Puno, y Serrano-
Martinez et al. (2007a) confirmaron la infeccién en fetos alpacas y llamas abortados
(14/50) en la Sierra Centro y Sur del Per(. Cabe sefialar que los abortos en camélidos
sudamericanos pueden tener multiples etiologias, tanto infecciosas como no infecciosas.
Entre las causas infecciosas se encuentran la toxoplasmosis, sarcocistosis, leptospirosis,
clamidiosis, brucelosis, listeriosis, diarrea viral bovina (DVB) y otras infecciones uterinas
inespecificas (Eggimann et al., 2024; Tibary et al., 2006). Por otro lado, entre las causas
no infecciosas se incluyen deficiencias nutricionales y minerales, toxemia de la gestacion,
anomalias congénitas del aparato reproductor, insuficiencia placentaria y malformaciones
fetales (Eggimann et al., 2024). Ademas, en regiones altoandinas en el Per(, se ha

reportado que el friaje durante la época de estiaje también puede contribuir a la ocurrencia
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de abortos en alpacas (Hurtado y Cruz, 2007). La falta de informacién epidemiolégica
concerniente a la etapa gestacional en la que ocurrieron los abortos y a los antecedentes
diagndsticos de enfermedades previas en el rebafio podrian considerarse una limitante
para una discusién mas precisa sobre la posible implicancia de N. caninum como agente

causal de aborto en la poblacion evaluada.

Los resultados obtenidos confirman la exposicion a N. caninum en alpacas en la region
de Junin. Estudios seroldgicos como este constituyen un primer punto de partida para
conocer la situacion sanitaria de un rebafio, sin embargo, la deteccion de anticuerpos
Unicamente evidencia un contacto previo con el agente, sin confirmar una infeccion activa
ni una relacion directa con la péerdida reproductiva. La interpretacion de los resultados
serologicos debe realizarse con cautela ya que el sistema inmune no es estatico y los
niveles de anticuerpos pueden variar en distintas etapas de la infeccion o en casos de
reactivacion de la misma asociada a inmunosupresion (Haddad et al., 2005). Se
recomienda realizar investigaciones complementarias que incluyan monitoreos
serologicos de los animales a lo largo del tiempo, para diferenciar entre infecciones
activas, cronicas o recientes. Asimismo, el uso de técnicas diagnosticas mas especificas
que permitan identificar directamente al parasito en fetos abortados es fundamental para
determinar la implicancia de la infeccion con el parésito y los problemas reproductivos
en los rebafios alpaqueros de la zona. Finalmente, es importante implementar medidas de
control y prevencion de la enfermedad para reducir su impacto en la produccion de

camélidos sudamericanos.
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V. CONCLUSIONES

e La seroprevalencia de anticuerpos frente a N. caninum en alpacas del distrito El

Tambo, Huancayo-Junin fue moderada (15.58%).

e No se encontrd asociacion estadisticamente significativa entre la seropositividad

frente a V. caninum y las variables grupo etario, nimero de partos y antecedentes

de aborto.

e Se encontro una asociacion estadisticamente significativa entre la seroprevalencia

frente a N. caninum y la variable sexo, en 11 alpacas machos muestreados.

23



VI. RECOMENDACIONES

Se sugiere analizar una muestra mayor de animales machos a evaluar para

verificar el resultado hallado.

Se requieren mas estudios para determinar la implicancia de N. caninum como

agente causal de problemas reproductivos en la poblacion alpaquera.

Se incentiva a implementar medidas de control y prevencién de la enfermedad

para reducir su impacto en la produccion de CSA.
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