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RESUMEN

La neosporosis es una parasitosis que afecta a una gama de mamiferos
domésticos y silvestres; destacando por su importancia la especie bovina, al producir
problemas reproductivos como el aborto, y la especie canina al actuar como
hospedador definitivo y como fuente de diseminacion de la enfermedad. El objetivo
del presente trabajo fue determinar la prevalencia de Neospora caninum en perros
pastores procedentes de cinco zonas de produccién de la empresa Rural Alianza
ubicado en el departamento de Puno. Se evaluaron 122 muestras de suero canino,
recolectadas en los meses de febrero y marzo del 2004 y evaluadas mediante la prueba
de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI). Del total de muestras evaluadas se hallé una
prevalencia de 14.75 £ 6.29 % (18/122), en una dilucién de 1:50. Al evaluar las
variables procedencia, edad y sexo, mediante Chi? no se hall6 diferencia estadistica
significativa. Este estudio demostré que los perros de la empresa Rural Alianza
poseen una prevalencia moderada ante Neospora caninum. Ademds la prevalencia
hallada se relaciona con los estudios realizados en camélidos sudamericanos y
bovinos al pastoreo en el departamento de Puno, lo que demostraria que existiria una
relacién entre los hospedadores intermediarios y el hospedador definitivo, facilitando

la transmision horizontal.

Palabras clave: Neosporosis, canino, IFI, prevalencia, transmision.



SUMMARY

Neosporosis is a parasitosis which affects several domestic and wild
mammals; being one of the most important the bovine species, causing reproductive
failure like abortion, and canine species since it is the definitive host and the shedding
source for the disease. The aim of the present study was to determine Neospora
caninum prevalence in shepherd dogs from five production areas at the Rural Alianza
Enterprise in Puno Department. A hundred and twenty two samples of canine sera
collected during February and March 2004 were evaluated using Indirect
Inmunofluorescence assay (IFA). A total prevalence of 14.75 + 6.29% (18/122) was
found, at a 1:50 dilution. At evaluating precedence, sex and age by means of chi
square test no statistically significant difference was found. This study demonstrated
that dogs from Rural Alianza showed a moderated prevalence for Neospora caninum.
Besides, prevalence found is related to the ones found in studies in South American
camelids and feedlot bovines in Puno, which would show a relationship between

definitive and intermediate host making easier horizontal transmission.

Key Words: Neosporosis, canine, IFA, prevalence, transmission.



I. INTRODUCCION

La neosporosis es una enfermedad parasitaria emergente causada por un protozoo
denominado Neospora caninum, perteneciente al phylum apicomplexa, actualmente se
conoce que es causante de trastornos neuromusculares en perros y abortos en bovinos
(Dubey, 2003; Thilsted y Dubey, 1989). En 1984 se notificé por primera vez un
protozoo como causante de miositis y encefalitis en seis cachorros en Noruega, los cuales
resultaron serologicamente negativos a Toxoplasma gondii (Bjerkas et al., 1984). En
1988 casos similares fueron descritos en perros en Estados Unidos de América, a partir
de los cuales se aisld al parasito que se denominé Neospora caninum y la enfermedad

como neosporosis (Dubey et al., 1988b).

Diversos estudios han demostrado que Neospora caninum tiene un amplio rango
de hospedadores, entre estos se encuentran animales domésticos; como bovinos, felinos,
caninos, ovinos, equinos, y animales silvestres (coyotes, zorros y lobos). Los estudios de
McAllister et al. (1998) han confirmado en forma experimental, que el perro es el
hospedador definitivo de N. caninum y Basso et al. (2001a) mediante infeccién natural,
demostraron que los canidos excretan ooquistes al medio ambiente conjuntamente con

las heces el cual podria contaminar el alimento y el agua.

Los estudios realizados en cdnidos relacionados con su sintomatologia y
diagnostico de laboratorio, realizados por diversos autores, confirman que el dafio
nervioso es evidente en la mayoria de los casos y pueden presentarse con otras patologias
que agravan el cuadro clinico, presentdndose en animales de diferentes edades (Basso et

al., 2005; Boyd et al., 2005; Cantile et al., 2002 y Lorenzo et al., 2002). Sin embargo, la



seroprevalencia en perros han determinado que existe una mayor cantidad de animales

con infeccion subclinica que animales que desarrollan la enfermedad (Dubey, 2003).

La importancia econdmica en el sector pecuario, se debe a que producen pérdidas
productivas y reproductivas, relacionadas con abortos, disminuciéon en el nimero de
crias, disminucion en la produccion lactea principalmente en el ganado vacuno. En el
Peru, también se confirma las repercusiones econémicas y sanitarias de esta enfermedad
en la especie bovina (Andresen, 1999). Ademads se vienen realizando estudios en
especies nativas como son los camélidos sudamericanos (CSA) reportando prevalencias
variadas. Sin embargo, hasta el momento no se ha demostrado las repercusiones
econdmicas y sanitarias, siendo la crianza de CSA una actividad econémica de gran

importancia para el poblador andino.

En el Pert existen estudios serologicos realizados en caninos. Asi, tenemos en el
Valle de Lima una prevalencia de 32.7% (Del campo et al., 2003) en la provincia de
Chachapoyas 28.87% (Horna et al., 2003) y 19.4 % en el Valle del Mantaro (Cornejo et
al., 2004). En diferentes paises encontramos prevalencias variables, asi tenemos: 37.8%
en Argentina (Basso et al., 2001b), 11% en Bélgica (Barber et al., 1997a), 9% Australia,
22% Tanzania, 20% Uruguay (Barber et al., 1997b), y 8.3% en Brazil (Canon-Franco et
al., 2003).

En las zonas altoandinas se ha reportado infeccién de neosporosis en bovinos al
pastoreo (Atoccsa et al., 2005) y llamas (Moya et al., 2003). Sin embargo no existen
estudios seroldgicos en canidos procedentes de estas zonas del altiplano, por este motivo
el objetivo de este trabajo fue determinar la prevalencia de Neospora caninum en perros
de cinco sectores de produccién de la empresa Rural Alianza en el departamento de
Puno, contribuyendo asi a un mejor conocimiento de la epidemiologia de la enfermedad

en nuestro pafs.



IL. REVISION DE LITERATURA

2.1. Etiologia.

La neosporosis es una enfermedad parasitaria de distribuciéon mundial causada
por un protozoo denominado Neospora caninum que afecta a diferentes especies de
animales; produciendo alteraciones neuromusculares en los perros y abortos o mortalidad
neonatal en los bovinos (Dubey, 2003). En 1984 se identific6 por primera vez la
enfermedad en Noruega en una camada de perros con miositis y encefalomielitis que
parecia estar asociada a un parasito similar al Toxoplasma gondii. Sin embargo, los

animales afectados no presentaron anticuerpos contra este parasito (Bjerkas et al., 1984).

En 1988, en EEUU se aislé un parasito de caracteristicas similares en muestras
procedentes de 10 perros muertos con alteraciones neuroldgicas, demostrandose que se
trataba de un parasito estructuralmente distinto al Toxoplasma gondii, el cual fue
denominado Neospora caninum (Dubey et al., 1988b). Thilsted y Dubey (1989)
reportaron los primeros hallazgos de Neospora caninum en los fetos abortados de vacas

lecheras en EEUU.

2.2. Taxonomia.

Neospora caninum es un parasito intracelular que actualmente esta clasificado
(Dubey et al., 1988b; Ellis et al., 1994).



Phylum: Apicomplexa

Clase: Sporozoea.
Subclase: Coccidia.
Orden: Eucoccidia.
Suborden: Eimeriina.
Familia: Sarcocystidae
Generos: Toxoplasma
Sarcocystis
Hammondia
Besnoitia
Neospora
Especie: Neospora caninum

Existen caracteristicas que separan a N. caninum de T. gondii y de otras coccidias
cercanas como Hammondia o Besnoitia, permitiendo asi que el género Neospora sea
considerado como un género independiente (Dubey et al., 2002). N. caninum es
morfolégicamente distinto a 7. gondii, presentando una pared quistica mas gruesa; éstos
quistes se han encontrado exclusivamente en el tejido nervioso a diferencia de los quistes
de T. gondii, los cuales pueden estar en diversos 6rganos como corazon, higado, rifién

(Dubey et al., 2002).

2.3. Caracteristicas Morfologicas y Antigénicas.

Los tnicos estadios del ciclo bioldgico identificados hasta el momento son:
taquizoitos, quiste con bradizoitos y ooquiste. Los taquizoitos son de morfologia
semilunar a ovoide con la estructura tipica de las formas infectantes de los Apicomplexa.
Su tamafio es de 3-7 um. de longitud y 1-5um de anchura, como resultado de la
endodiogenia, se producen dos zoitos idénticos y de estos, otros dos, pudiendo albergar
una célula hospedera mds de 100 taquizoitos. En los hospedadores parasitados se han
encontrado taquizoitos en diferentes tipos celulares: neuronas, macréfagos, fibroblastos,
células endoteliales de los tibulos renales y hepatocitos (Dubey et al., 1988a). Ademds,

en la musculatura estriada, los taquizoitos son muy frecuentes en perros infectados,



aislandose facilmente del musculo cuadriceps (Barber et al., 1996; Dubey et al., 2003;

Peters et al., 2001).

Los taquizoitos penetran en la célula hospedera en menos de cinco minutos
(Hemphill et al., 1996), ubicidndose en una vacuola parasitéfora en el interior del
citoplasma, estos taquizoitos poseen 22 microtibulos subpeliculares, un conoide, hasta
150 micronemas, de ocho a 18 roptrias, aparato de golgi, una mitocondria, asi como un

reticulo endopldsmico rugoso y liso, nucleo y nucleolo (Lindsay et al., 1999).

Los quistes tisulares que contienen a los bradizoitos, tienen forma redondeada u
ovalada, y pueden medir hasta 107 um. de longitud y se han observado tanto en tejido
nervioso (cerebro, médula espinal y nervios periféricos), tejido muscular y retina de
diversas especies con infecciones naturales y experimentales (Barr et al., 1992;
Kobayashi et al., 2001). La pared del quiste es lisa y gruesa a diferencia del
Toxoplasma, puede llegar a medir mds de 4 um. de grosor. Los bradizoitos son
delgados, miden 6-8 por 1-1,8 um. y contienen las mismas organelas que los taquizoitos

aunque en éstos el nimero de roptrias es menor (Dubey y Lindsay, 1996).

Recientemente, se han aislado ooquistes de N. caninum procedentes de
infecciones experimentales en el perro. Morfologicamente, se han observado pocas
diferencias respecto a los de 7. gondii, porque tienen forma subesférica y su tamafo es
de 11,7 wm. de longitud y 11,3 wm. de anchura, aprecidandose en su interior dos
esporoquistes (8,4 x 6,1 um.) con cuatro esporozoitos (6,5 x 2,0 wm.) cada uno

(McAllister et al., 1998; Lindsay et al., 1999; Basso et al., 2001a; Dubey et al., 2002).

2.4. Ciclo Biolégico.

En su ciclo biolégico puede diferenciarse una fase sexual (cdnidos) y otra asexual
(rumiantes, canidos, équidos, etc.), con formacién de taquizoitos y quistes tisulares
conteniendo bradizoitos (Dubey y Lindsay, 1996; McAllister et al., 1998). El canino
doméstico, reconocido como hospedador definitivo, se va a infectar al ingerir los quistes
que se encuentran en los tejidos de los hospedadores intermediarios (placenta, restos de

fetos abortados y en las descargas uterinas) (Dijkstra et al., 2002b). Los quistes tisulares



son de forma redondeada u ovalada y contienen dentro a los bradizoitos, los cuales se
sugiere son los unicos que pueden inducir la excrecién de ooquistes en los canidos
(Lindsay et al., 2001). Los quistes tisulares con bradizoitos en su interior, responsables
de la fase cronica de la infeccion, han sido observados tanto en el tejido nervioso
(cerebro, médula espinal, nervios periféricos y retina) de diversas especies con
infecciones naturales y experimentales (Barr et al., 1992; Kobayashi et al., 2001) como
en el tejido muscular esquelético del perro y de la vaca con infecciones naturales (Peters

et al.,2001).

El perro elimina al medio ambiente los ooquistes sin esporular, en las heces;
transcurridas 48 a 72 horas aproximadamente estos esporulan y se vuelven infectivos
(Lindsay et al., 2001), contaminando el medio ambiente. Asi mismo, puede actuar como
hospedador intermediario. Sin embargo; se desconoce si los perros pueden eliminar
ooquistes tras la ingestiéon de ooquistes esporulados y no se han evidenciado las fases
enteroepiteliales. Al ser ingerido los ooquistes, por el bovino, llegan al tracto
gastrointestinal y se liberan los esporozoitos, los cuales penetran en las células entéricas

transformandose en taquizoitos (Gondim et al., 2002).

Los taquizoitos, penetran las células por invasion activa y se localizan en el
citoplasma de macréfagos, células neurales, fibroblastos, hepatocitos, miocitos y en las
células epiteliales de los tdbulos renales, dentro de una vacuola parasitéfora,
multiplicindose mediante endodiogenia pudiendo albergar una célula mas de 100
taquizoitos (Hemphill et al., 1996; Gondim et al., 2002). Tras la ruptura celular, los
taquizoitos salen al medio extracelular y en pocas horas se iniciardn los mecanismos de
adhesion e invasion de nuevas células diana (Hemphill et al., 1996). La destruccion
celular y, por consiguiente, la enfermedad depende de un equilibrio entre la habilidad de
los taquizoitos para penetrar y multiplicarse en la célula hospedadora y la habilidad del
hospedador para inhibir la multiplicacion del parasito. Los mecanismos implicados en la
conversion del taquizoito en bradizoito, y por tanto en el paso de una fase de infeccion

aguda a una crénica, no han sido esclarecidos.



2.5. Epidemiologia.

La neosporosis fue descrita en el afio 1988 como una enfermedad neuromuscular
en perros, y el descubrimiento de N. caninum como agente causal de abortos en ganado
bovino impulsé el desarrollo de los primeros estudios sobre la enfermedad en esta
especie. En los tltimos afios, la importancia de la neosporosis bovina se ha
incrementado notablemente, realizdndose numerosos trabajos para conocer la prevalencia
real de la infeccion y la participacion de N. caninum en la produccién de aborto y

mortalidad neonatal.

No obstante, en algunos paises, la informacion es todavia escasa y los datos que
se tienen, refieren unicamente hallazgos esporadicos del agente etioldgico o de las
lesiones que origina en fetos bovinos abortados, por lo tanto, son necesarios més estudios
epidemioldgicos que permitan conocer la prevalencia, los factores de riesgo asociados y
la importancia real, tanto econdmica como sanitaria de la enfermedad (Moen et al.,

1998).

2.5.1 Prevalencia.

Las prevalencias mds estudiadas se dan en la especie bovina, considerada
fluctuante en los diferentes paises. En Suiza se encontré 29% (Gottstein et al., 1998),
7.6% en Nueva Zelanda (Reichel, 2000) Las tasas de seropositividad en los animales
con antecedente de aborto fueron mas elevadas entre el 9,2% en Escocia (Trees et al.,
1994) y el 26% en Francia (Klein et al., 1997). En animales de explotaciones con
problemas reproductivos, la tasa de seroprevalencia fue del 4 y del 23% en Alemania
(Conraths et al., 1996). En Argentina la tasa de seroprevalencia en animales con

antecedente de aborto ascendi6 a un 57% (Campero et al., 1998).

En Peri, se han realizado numerosos estudios de serologia con
Inmunofluorescencia Indirecta en bovinos, encontrando seroprevalencias de anticuerpos
de 57 % (59/104) en rebaios de Santa Rita en Arequipa y 27% (46/173) en bovinos del
valle de Lima (Andresen, 1999) y luego Rivera et al. (2000) encontraron un 62,1%

(18/29) en vacas abortadas de nueve hatos lecheros del valle de Lima. Posteriormente



Silva et al. (2002), en establos lecheros de la misma regién encontraron un 29,61%
(90/304) y recientemente Quevedo et al. (2003), encontraron un 40.38% (107/265) de
anticuerpos anti-Neospora caninum en rebafios de crianza extensiva de Chachapoyas.
Asi mismo Atoccsa et al. (2005) reporté 18.1% (76/419) en bovinos al pastoreo en zonas
alto andinas, en el departamento de Puno Y existen estudios serologicos realizados en
caninos, asi tenemos: en el Valle de Lima con una prevalencia de 32.7% (34/104) (Del
Campo et al., 2003), en la provincia de Chachapoyas con 28.87% (41/142) (Horna et al.,
2003) y 19.4 % (24/124) en el Valle del Mantaro (Cornejo et al., 2004). En diferentes
paises encontramos prevalencias variables, asi tenemos: 37.8% en Argentina (Basso et
al., 2001b), 11% en Bélgica (Barber et al., 1997a), 9% Australia, 22% Tanzania, 20%
Uruguay (Barber et al, 1997b), y 8.3% en Brazil (Canon-Franco et al., 2003). Asi
mismo Wouda et al. (1999) reporté un predominio mayor en perros de granjas (23.6%)

comparado con perros urbanos (5.5%).

2.5.2. Factores de Riesgo.

Existe, por el momento, poca informacién acerca de los factores potenciales, de
interés epidemioldgico y/o clinico, que pueden estar asociados a la infeccion por N.
caninum. Entre los factores estudiados hay que sefialar los dependientes del hospedador,

del parésito y del manejo o del medio.

2.5.2.1. Hospedadores.

Los Hospedadores definitivos, definidos hasta el momento es el perro domestico
y el coyote (McAllister et al., 1998; Gondin et al., 2004a). Los hospedadores definitivos
se infectan al consumir carne contaminada con quistes. En los quistes, los bradizoitos
conservan su capacidad infectante durante periodos de tiempo prolongados (al menos 1
afio en cerebro de ratones con infeccién experimental) y son resistentes a la accién del
acido clorhidrico (HCI) y la pepsina (Lindsay y Dubey, 1990), lo que corrobora la

hipdtesis demostrada de que el hospedador definitivo es un carnivoro (perro).

Entre los hospedadores intermediarios de mayor importancia destaca la especie

bovina, en un estudio realizado por Anderson et al. (1997) determinaron que la



transmision vertical es de mayor importancia ya que el pardsito atraviesa la barrera
transplacentaria; esto se ve en novillas seropositivas y su descendencia. En otros
hospedadores intermediarios determinados estan; la cabra (Barr et al., 1992; Dubey et
al., 1996), la oveja (Dubey y Lindsay, 1990), el caballo (Lindsay et al., 1996b) y en el
camello (Hilali et al., 1998). En animales silvestres, la infeccion ha sido detectada en el
ciervo (Gondim et al., 2004a), zorro (Jakubek et al., 2001), dingo (Barber et al., 1997b)
felinos salvajes (Cheadle et al., 1999b) y el rinoceronte (Williams et al., 2002). La
infeccion experimental ha sido establecida en diversas especies de pdjaros (Baker et al.,
1995). El papel de cada una de estas especies hospedadoras en el ciclo bioldgico del
pardsito y su importancia en relaciéon con la transmision de la infeccidon hasta la

actualidad no estan totalmente aclarados.

2.5.2.2. Edad.

Los perros de cualquier edad pueden desarrollar neosporosis. Los casos
reportados han ocurrido en perros jovenes desde dos dias de edad hasta los 14 afios
(Barber y Trees, 1996; Cantile y Arispeci, 2002; Hoskins et al., 1991; Lorenzo et al.,
2002). Sin embargo, los estudios realizados por Wouda et al. (1999) y Basso et al.
(2001b) demostraron que la prevalencia aumentaba conforme avanzaba la edad del
animal que vivian en dreas rurales y sobre todo aquellos que habitaban conjuntamente

con el ganado vacuno.

2.5.2.3. Raza y Sexo.

Cualquier raza de perro puede afectarse. La neosporosis se ha reportado en més
de 30 razas, incluye asi; Yorkshire Terrier, Gran Danes, Border Collie, Husky,
Labradores, Boxer. Los casos registrados corresponden a caninos domésticos que viven
en dreas urbanas y rurales. No se ha encontrado predileccion por sexo (Dubey y

Lindsay, 1996).

2.5.2.4. El Parasito.

Dentro de los factores dependientes del pardsito que pueden influir en el

desarrollo de la infeccién destacan el aislado de N. caninum, la dosis infectante, el



estadio parasitario y la presencia de infecciones concurrentes (Dubey, 2003)
Experimentalmente, se ha logrado transmitir por diferentes vias: intramuscular,
subcutdnea, intravenosa, intraperitoneal, calostral y oral, y todas las evidencias sugieren
que la via transplacentaria es el principal modo de contagio (Ortega-Mora et al., 2001,

Uggla et al., 1998).

2.5.2.5. Medio Ambiente.

La informacion sobre los factores medio ambientales que pueden predisponer a la
infeccién por Neospora caninum es escasa. En el caso de Toxoplasma, la humedad es un
factor muy importante para la evolucién y sobrevivencia de los ooquistes infectivos,
siendo, por lo tanto, los dormideros himedos y permanentemente utilizados,
especialmente en época de lluvia, una excelente fuente de infeccion para los camélidos
(Rojas, 2004). En el caso de Neospora caninum, los estudios han demostrado que las
infecciones postnatales y los abortos se presentan con mayor frecuencia durante la época
de otofio e invierno, debido probablemente a que la viabilidad de los ooquistes en el

medio disminuiria durante la estacion seca y calida (Ortega-Mora et al., 2001).

Los ooquistes eliminados en las heces, se vuelven infectivos al esporular en el
medio ambiente entre 48 a 72 horas (Lindsay et al., 2001) y los quistes tisulares pueden
sobrevivir hasta 14 dias a 4°C. Sin embargo, los bradizoitos conservados en tejido

nervioso a -20°C mueren transcurridas 24 horas (Lindsay et al., 1992).

2.6. Patogenia.

Una vez en el organismo, N. caninum realiza la invasion mediante un proceso
activo en el cual intervienen procesos de motilidad, adhesion a moléculas de superficie y
penetracién en la célula hospedadora (Alvarez et al., 2003). Los taquizoitos se adhieren
a las células diana a través de los proteoglicanos de superficie (Naguleswaran et al.,
2001) y posteriormente las invaden, rodedndose de la membrana plasmadtica de la célula
hospedadora (vacuola parasitéfora), localizaindose intracitoplasmdticamente en los cinco
primeros minutos (Ortega-Mora et al., 2001). Luego se da la multiplicacién activa,

ocasiona la destruccion de la célula, con la aparicién de focos de necrosis, que es la
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principal manifestacion lesional, la respuesta inflamatoria no es purulenta y estd
constituida por macréfagos, linfocitos y células plasmaticas. Asimismo, si el proceso
perdura en el tiempo, puede tener lugar una proliferacion de tejido conjuntivo en esa

zona (Barr et al., 1991a)

Aunque se conoce que el aborto puede presentarse entre los tres y nueve meses de
gestacion, antes de esa fecha probablemente se acompaiian de reabsorcién. Ademads, los
fetos abortados, frecuentemente autoliticos, no suelen presentar lesiones macroscopicas
caracteristicas y no hay retencién de placenta. Siendo un hallazgo clinico caracteristico
en los brotes de aborto por neosporosis, el cual es abortado o bien retenido hasta el final
de la gestacion (Buxton et al., 2002). EI aborto originado por N. caninum, se produce
luego de una parasitemia de la madre con una posterior invasion de las células en el utero
gravido por parte del pardsito y un posible dafio a la placenta; aunque, tan solo una
minoria de los fetos infectados presentan como consecuencia una infeccién letal. Esta
situacion se presenta en el caso de que la madre se infecte por primera vez, mediante la
ingestion de ooquistes o tras una recrudescencia de una infeccion previa. (Innes et al.,

2002).

Los factores que pueden conducir al desarrollo de la enfermedad son diversos:
como el momento de la gestacion en el que se produce la parasitemia (Buxton et al.,
2002). El aborto depende de la cantidad y duracion de la parasitemia la eficacia de la
respuesta inmune maternal, la capacidad del feto para desarrollar una respuesta inmune y
las caracteristicas del aislado de N. caninum (Innes et al., 2002). Estos factores se han
obtenidos tanto en infecciones naturales (Barr er al., 1991b), como en infecciones

experimentales (Williams et al., 2000).

El feto durante sus etapas de desarrollo, es especialmente vulnerable durante el
primer tercio de gestacion, debido a la inmadurez de su sistema inmune. Durante el
tercio medio de gestacion, estos tejidos empiezan a reconocer y a responder frente a los
microorganismos, por consiguiente antes de los 100 dias de gestacion el feto es incapaz
de reconocer un patégeno. Entre los dias 100 y 150 de gestacién el feto comienza a
desarrollar una respuesta inmune y después del dia 150 el feto progresivamente es cada

vez mdas inmunocompetente (Buxton et al., 2002). En el segundo tercio de gestacion,
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ocurren la mayoria de los abortos debido que el feto desarrolla una respuesta inmune
rudimentaria e insuficiente para superar la infeccion (Gonzalez et al., 1999). Finalmente,
la infeccidn del ganado al final de la gestacion tiene como resultado el nacimiento de
terneros congénitamente infectados pero clinicamente sanos, debido a que el feto es
capaz de desarrollar una defensa competente frente al patégeno. En definitiva, el éxito
de la infeccion por el pardsito también estd en funcidon de la adecuacion de la respuesta

inmune del hospedador.

Cuando N. caninum invade las células en el dtero bovino se multiplica y causa la
destruccion focal del tejido tanto materno como fetal de la placenta, iniciando a su vez
una respuesta inflamatoria. A partir de esta zona el dafio se extiende a la membrana
corioalantoidea entre los cotiledones (Buxton et al., 2002). Simultineamente al dafio y la
respuesta inflamatoria en la placenta, el parasito ingresa en la corriente sanguinea del
feto e invade diversos tejidos como corazén, higado, musculo esquelético y pulmén,
mostrando una especial predileccion por el sistema nervioso central (SNC), siendo en
este organo y alrededor de los capilares, donde el pardsito se localiza en las fases

iniciales (Buxton et al., 1998).

La infeccion congénita subclinica parece ser frecuente, con el nacimiento de
terneros clinicamente sanos. En estos animales asintomaticos, la infeccidén intrauterina,
induce en fetos inmunocompetentes la producciéon de titulos elevados de anticuerpos
especificos precalostrales, reportdndose que hasta un 95% de los terneros infectados
congénitamente pueden nacer clinicamente normales, y a su vez, pueden transmitir la
infeccion a su descendencia. De este modo el pardsito puede persistir durante muchos
afios en un rebafio infectado sin que sea necesaria la intervencién del hospedador

definitivo (Quintanilla, 1999).

2.7. Inmunidad.

2.7.1. Respuesta Inmune Celular.

Las primeras células del sistema inmune que actdan frente a N. caninum, se tiene

a las células presentadoras de antigeno como pueden ser los macréfagos, NK y las
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células dendriticas, que responden a la infeccién liberando citoquinas como la
interleukina 12 (IL-12), el gamma-interferén y-IFN y el factor de necrosis tumoral
(TNF), y junto a los linfocitos CD4+ y CD8+, intervienen en la regulacion del balance de
respuesta celular Th1/Th2, que es crucial en la respuesta protectora desarrollada frente al
parasito (Mineo y Machado, 2005). Los estudios preliminares, demuestran que y-IFN
puede jugar un papel importante, debido que el tratamiento de cultivos celulares de
taquizoitos con y-IFN reduce significativamente la multiplicacién del pardsito (Innes et
al., 1995). Asi mismo, la estimulacién in vitro de linfocitos de novillas infectadas
experimentalmente con antigenos de taquizoitos estimula una respuesta proliferativa a

partir del dia 8 post infeccion, que se mantiene al menos 77 dias (Lunden et al., 1998).

El y-IFN y la IL-12, los cuales son responsables de una respuesta de tipo Thl, y
estarfan implicadas en el control de la neosporosis aguda (Baszler et al., 1999). Ademas,
también se ha descrito un efecto sinérgico entre el y-IFN y el TNF (Quintanilla, 1999).
Finalmente, se han descrito otras dos linfoquinas, la IL-10 y la IL-4. La IL-10 se ha
detectado en ratones infectados experimentalmente a los 10 dias post infeccidn, pero se
desconoce su papel en la respuesta inmune (Kasper y Khan, 1998). Sin embargo, la IL-4
estd relacionada con una respuesta de tipo Th2, y con el progreso de la enfermedad, por
ello una posible estrategia para disminuir la transmision congénita es neutralizar la
produccién de IL-4 (Long y Baszler, 2000) favoreciendo de esta forma la produccién de

IL-12 y y-IFN relacionados con una respuesta de tipo Th1.

En cuanto a las poblaciones de linfocitos que responden a la estimulacion frente al
pardsito, los datos obtenidos en los diferentes estudios apuntan la importancia de las
células T tanto CD4+ como CD8+. Las células T CD8+ son parcialmente responsables de
la proteccién frente a N. caninum, al contrario que en 7. gondii donde las CD8+ juegan un

papel esencial en la proteccion comparado con las CD4+ (Mineo y Machado, 2005).

2.7.2. Respuesta Inmune Humoral.

De acuerdo con las observaciones de Innes et al. (2001) la inmunidad que se

desarrolla en respuesta a una exposicion primaria a N. caninum es insuficiente para
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prevenir la transmision vertical del pardsito (de la madre al feto). Sin embargo, los
animales con infecciones crénicas desarrollan una fuerte inmunidad celular y humoral
que les protege de posteriores abortos y evita la transmision congénita, tal y como se ha

descrito en los trabajos realizados por Williams et al. (2000) e Innes et al. (2001).

Por lo tanto, la respuesta inmune maternal tiene influencia sobre la infeccion
congénita y el aborto. Ademds, la adquisiciéon de la infeccion durante la gestacion
necesariamente no conlleva al aborto o a la transmision congénita. Por otra parte, en los
rebafios que presentan aborto endémico se han detectado fluctuaciones en los niveles de
anticuerpos a lo largo de la gestacion. Porque las reproductoras seropositivas tienen un
riesgo de abortar dos veces superior al de reproductoras seronegativas. Ademds, las
reproductoras que presentan titulos elevados de anticuerpos entre los dias 180 y 210,
tienen mayor probabilidad de abortar, mientras que las que presentan elevados titulos de
anticuerpos, alrededor del dia 240 de gestacion, tendrdn mayor probabilidad de tener
terneros seropositivos a los nacimientos (Williams et al., 2000). Estas fluctuaciones de
los titulos de anticuerpos en los animales con infeccién natural, implican una alteracion
del estado seroldgico del individuo con el paso del tiempo, pasando a ser seronegativos

muchos animales seropositivos a lo largo de la gestacion (Quintanilla ez al., 2000).

En novillas infectadas experimentalmente, mediante inoculacion intravenosa del
pardsito, se detectaron IgM especificas a partir del dia 12 pos infecciéon. La respuesta de
IgG1 e IgG2 es més tardia, detectdndose a partir del dia 29 post infeccion, y presentando
un médximo el dia 35 post infeccion., en el estudio realizado por Quintanilla et al. (2000).
Por otra parte, existe una relacion entre las fluctuaciones de anticuerpos detectadas a lo
largo de la gestacion y la transmision congénita. Segun lo indican en el estudio de
Pereira-Bueno et al. (2000), quienes encontraron una asociacion significativa entre el
aumento del titulo de anticuerpos en el sexto mes de gestacion, el cual se mantiene hasta

el momento del parto, y el nacimiento de terneros congénitamente infectados.

2.8. Signos Clinicos:

La mayoria de la sintomatologia es subclinica.
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2.8.1. Neosporosis en Caninos.

El curso de la enfermedad es variable, puede ser agudo; se observa la muerte a la
semana de presentarse los primeros sintomas, y otros de curso crénico; donde los
sintomas se muestran progresivamente (Barber, 1998). Los signos iniciales que puede
percibir el duefio es una ligera depresion y tremor facial y ataxia que va del miembro
pélvico al miembro anterior y la forma de caminar con ambos miembros posteriores a la
vez (salto de conejo), caminar en cuclillas (Dubey y Lindsay, 1996; Cantile y Arispici,

2002).

La parélisis del miembro posterior es progresiva y puede ser unilateral o bilateral,
avanzando a una pardlisis total con atrofia muscular que puede ser flacida o espdstica, y
en la mitad de los casos puede haber una hiperextension rigida de uno o ambos miembros
posteriores sobre todo en perros juveniles (Barber y Trees, 1996; Barber, 1998). La
pardlisis del miembro anterior implica ademas, alteracion de los reflejos oculares (reflejo
de la pupila inactiva, anisocoria, nistagmo), incapacidad para abrir o cerrar la quijada,
dificultad para comer, disnea, hasta un paro cardiaco (Dubey y Lindsay, 1996; Barber y

Trees, 1996; Basso et al., 2005).

La fiebre y la inapetencia no es frecuente; los perros se muestran alertas hasta el
final de la sintomatologia; asi mismo, se presentan sintomatologia poco comin como
neumonia intersticial, pancreatitis, hepatitis, dermatitis (ulceras cutdneas focales),
megaesOfago y problemas digestivos (Barber, 1998). Las lesiones cutdneas se desarrolla
con multiples ndédulos y ulceras focales que puede medir de 0.5 — 5 cm de didmetro de
distribucion variable; ademads, en estas lesiones mediante biopsia y aspiracion se pudo
observa la presencia de taquizoitos y mediante cortes histolégicos se observo
inflamacién necrotizante, pero se reporta que las lesiones cutidneas se deba a una
inmunosupresion del animal como lo confirma Boyd et al., (2005), ademas las lesiones

dermales se reporta mas en perros adulto que en perros juveniles.
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2.8.2. Neosporosis en Bovinos.

En el ganado bovino el aborto puede producirse entre el tercer y el noveno mes de
gestacion con una media en torno a los 5 - 6 meses de gestacién. Las momificaciones es
uno de los hallazgos clinicos que se observa con frecuencia, asi como, muerte fetal,
reabsorcién, autdlisis, nacidos enfermos, nacidos aparentemente normales pero
cronicamente afectados. Las lesiones se dan mds en el SNC, higado, musculo
esquelético. Las lesiones graves son raras pero pueden observarse en el corazodn,

musculo esquelético y el cerebro. (Dubey y Lindsay, 1996).

En un estudio realizado en 82 fetos se observo en un 100 % encefalitis y miositis
seguido de adrenalitis, miositis, nefritis, hepatitis, placentitis y neumonia. La lesion
miocardial puede presentar autdlisis y las lesiones hepdticas consisten en una infiltracién
periportal de células mononucleadas y focos de necrosis hepatocelular (Barr et al.,

1991a).

Los terneros afectados pueden presentar signos neurolégicos o no y ser
aparentemente normales. En los terneros infectados que nacen vivos, las principales
manifestaciones son de tipo neuromuscular, estos signos clinicos se observan entre los 3
a 5 dias después del parto aunque pueden aparecer incluso transcurridas dos semanas.
Los terneros pueden nacer con menor peso de lo normal, débiles e incapaces de
levantarse (Ortega-Mora et al., 1997). Las extremidades anteriores y posteriores pueden
presentar flexion o hiperextension, los signos neuroldgicos pueden revelar ataxia, reflejo
patelar decreciente, reflejo retrospectivo lento también puede presentar exoftalmia y

asimetria ocular aparente (Dubey y Lindsay, 1996).

2.8.3. Neosporosis en Ovinos y Cabras.

Actualmente, la mayor parte de la informacion procede de infecciones

experimentales. Hasta el momento solo se ha reportado un caso de Neosporosis

congénita en un cordero con una sintomatologia similar a la que se observa en terneros

recién nacidos. (Ortega-Mora et al., 1997), pero si existen reportes de abortos en cabras
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causado por Neospora caninum. También se ha reportado el nacimiento de crias muertas

o débiles (Barr et al., 1992).

En las infecciones experimentales, se ha comprobado que el momento de la
gestacion en que tiene lugar la infeccion es determinante para la presentacién de abortos
o mortinatos. En un estudio en ovinos, todos los animales infectados a los dos meses de
gestacion abortaron. De los animales infectados a los tres meses una porcion abortd y
otras parieron corderos débiles y unos cuantos corderos normales. De los infectados a los
4 meses, ninguno abortd y los corderos nacieron aparentemente normales. Todas las

ovejas desarrollaron elevados titulos de anticuerpos (Ortega-Mora et al., 1997).

En el caso de las cabras una infeccidén temprana cursa con muerte y reabsorcion
fetal o expulsion de fetos con autdlisis. Una infeccién media da cabritos normales con
infeccion subclinica en algunos casos da mortinatos. La infeccion en la dltima fase da
lugar a nacimientos de cabritos débiles que fallecen a los pocos dias. En los fetos los
hallazgos histolégicos han sido muy semejantes a los encontrados en terneros (Ortega-

Mora et al., 1997).

2.8.4. Neosporosis en Equinos.

Neospora hughesi es considerada como causante de mieloencefalitis equina
(Marsk et al., 1999). En Italia se realizé un estudio con 116 equinos mediante la técnica
de IFI, se detecta anticuerpos contra Neospora caninum en un 28 % de los equinos

(42/116) sin observarse signos clinicos de la enfermedad (Ciaramella et al., 2004).

2.8.5. Neosporosis en Camélidos Sudamericanos (CSA).

Se han realizado estudios sobre la prevalencia de N. caninum en diversas partes
del Peru, hallando prevalencias de 42.4% en alpacas y 18.4% en llamas que evidencia la
presencia del pardsito pero no asegura la relacién con los problemas reproductivos y
entre estos al aborto que se presentan en la especie (Chavez et al., 2002). Asi mismo

Moya et al. (2003) report6 16.72% en llamas de la provincia de Melgar-Puno.
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2.9. Lesiones.

Las lesiones dependen de la ruta de infeccidén del parasito y la presencia de

inmunosupresion del hospedador.

2.9.1. Lesiones Histopatoléogicas.

Se observa una inflamacién severa en el cerebro y la médula espinal (SNC), la
inflamacién en el cerebro se distribuye en un patrén multifocal y las lesiones severas
pueden tener un drea central de necrosis y atrofia. Hay a menudo una meningitis,
leptomeninges o meningoencefalomielitis no supurativa multifocal, ademds, se observa
gliosis focal asociado a cuadros de malacia sobre todo alrededor de los quistes tisulares

(McAllister, 2005; Cantile y Arispici, 2002).

Las lesiones predominantes son una miositis necrotizante multifocal del musculo
cardiaco y esquelético, severa dermatitis ulcerativa piogranulomatosa multifocal.
Ademads, una pancreatitis necrotizante multifocal, a nivel intestinal a nivel de las placas
de peyer y una deplecion linfocitica (Boyd et al., 2005). A nivel del pulmén se observa
necrosis focal con exudado fibrinoso e infiltracion de células inflamatorias y en algunos
alvéolos se observa hiperplasia del epitelio, en el higado se aprecia un edema portal, con
degeneracion hidropica y necrosis, nefritis intersticial focal, asi mismo, dermatitis con
presencia de ulceras cutdneas focales o multifocal (Barber, 1998; Basso et al., 2005;

McAllister, 2005).

En terneros a nivel del cerebro, microscopicamente puede observarse zonas
palidas a oscuras y focos de necrosis. Estas lesiones neuronales consisten en
encefalomielitis no supurativa caracterizada por ser multifocal a difusa a nivel de
meninges y ocasionalmente con calcificacién. La lesion caracteristica en el SNC es una
necrosis rodeada por infiltracion de células mononucleadas, la proliferacion de glias se

ha visto mas en fetos abortados en tercer trimestre.
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2.10. Importancia Econémica.

La neosporosis producida por Neospora caninum es conocida como agente causal
de importantes pérdidas econdmicas en la industria ganadera y la carnica. Es
considerada en la actualidad, como una de las enfermedades causantes de aborto con alta

prevalencia en el rebaio (Anderson et al., 1997).

En California, con 1,2 millones de cabezas de ganado lechero y una tasa de
aborto del 12%, considerando que la infecciéon por N. caninum es responsable de
aproximadamente el 43% del total de abortos y que cada aborto supone una pérdida de
entre 550 y 600 ddlares americanos para la explotacion, el costo econdmico de la
neosporosis en el sector lechero se ha estimado en unos 34-35 millones de ddlares
anuales (Dubey, 1999). En Australia, aproximadamente el 25% de los abortos
diagnosticados son atribuidos a la infeccioén por N. caninum y, por ello, la neosporosis
estd considerada como una de las causas mds importantes de pérdidas econdmicas, tanto

en la industria lechera como en el sector carnico (Britlain, 2000).

Las pérdidas econémicas originadas por la neosporosis estdn asociadas al fallo
reproductivo. Aunque el aborto se ha considerado como el efecto mds adverso de la
neosporosis también hay que tener en cuenta otros efectos negativos, tales como la
disminucién en la produccién de leche en los animales seropositivos, el acortamiento de
su vida productiva, la infertilidad asociada a mortalidad fetal y reabsorciones, la
mortalidad neonatal y el nacimiento de terneros congénitamente infectados con o sin

sintomatologia clinica (Thumond y Hietala, 1997a; Thumond y Hietala, 1997b).

Por otra parte, en el andlisis econémico sobre los efectos de la infeccién por
Neospora en un centro de produccion es la disminucion del valor de la reposicion y el
costo del sacrificio prematuro de los animales infectados. Se calcula que el riesgo de
aborto en los animales seropositivos es de 2 a 3 veces mayor al riesgo de aborto en los
animales seronegativos en las explotaciones con aborto endémico, pero puede ser mucho
mas alto en las explotaciones con brotes de aborto epidémico, siendo las hembras
primiparas las que presentan una mayor probabilidad de abortar. (Anderson et al., 1997,

Moore et al., 2001).
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2. 11. Salud publica.

En los afios 1998 y 1999 se realizaron dos estudios sobre la presencia de
Neospora caninum en humanos, utilizando técnicas de diagnostico ELISA, IFI e
Inmunoblot, los resultados fueron negativos; ningun paciente fue seropositivo al parasito
(Nam et al., 1998; Petersen et al., 1999). Ademas en el afio 1999 se halla seropositividad
baja en humanos mediante Inmunoblot (Tranas et al.,, 1999), y en el aio 2005 se realiza
un estudio en pacientes seropositivos y negativos a Toxoplasma gondii, asi mismo
asociados a otros signos clinicos, divididos en cuatro grupos; 61 pacientes VIH positivos,
50 pacientes con desordenes nerviosos, 91 pacientes recién nacidos y 54 pacientes
aparentemente sanos; Todos los pacientes fueron evaluados bajo las técnicas de ELISA,
IFI e Inmunoblot. La mayor seropositividad a Neospora caninum se observo en
pacientes positivos a Toxoplasma gondi y pertenecientes a los dos primeros grupos; VIH
(38%) y signos nerviosos (18%). La seropositividad confirmada por inmunoblot fue
reconocida por el antigeno 29 kDa. Y se concluye la presencia de Neospora caninum en

pacientes immunocomprometidos (Lobato et al., 2006).

2.12. Diagnostico.

2.12.1 Examen Histopatolégico.

El examen histopatoldgico se puede realizar en los tejidos de fetos abortados. Las
muestras para remitir al laboratorio son cerebro, pulmones, corazén, higado, es6fago,
intestino, bazo, ndédulos linfaticos, pancreas, el riiiéon y el musculo estriado que serdn
fijados en formalina al 10%. Y estas muestras ya fijadas en parafina y luego tefiidas con

Hematoxilina-Eosina (H-E) y examinado al microscépio (Basso et al., 2005).

En una neosporosis los quistes tisulares se pueden ubicar en cualquier drea del
cerebro y el corazén. En el cerebro se observan lesiones caracteristicas en el tronco
encefdlico y los pedinculos cerebelosos, asi como necrosis focal y microgliosis dispersa
que comprenden los ndédulos. La microgliosis dispersa se observa en la corteza
particularmente en las zonas adyacentes a los vasos sanguineos de la interfase de la

materia gris y blanca. En el corazén, hay un infiltrado celular mononuclear en el
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pericardio, miocardio y endocardio, con necrosis multifocal asociada con una leve

mineralizacion y definida como una miocarditis no supurativa (Boulton et al., 1995).

2.12.2. Inmunohistoquimica.

Las técnicas Inmunohistoquimicas permiten la confirmacion de N. caninum en
los cortes de tejido utilizando un suero policlonal o un anticuerpo monoclonal anti-
Neospora (Lindsay y Dubey, 1989a). En ocasiones, se han observado variaciones
considerables en la reaccion del antisuero en dependencia del tipo de antigeno, el estado
del parésito usado para inmunizar al conejo y la fijacién de los antigenos parasitarios por
lo cual, en los ultimos afios, se han utilizado preferentemente anticuerpos monoclonales
en las pruebas Inmunohistoquimicas (Ortega- Mora et al., 1997).

Actualmente, en la préctica diaria, se analizan por técnicas Inmunohistoquimicas
basadas en el uso del complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa (ABC) los tejidos fetales que
presentan “lesiones compatibles” en el examen histolégico convencional con el fin de
confirmar la presencia de restos de antigeno, taquizoitos enteros o quistes con bradizoitos
en los tejidos afectados. Hay que tener en cuenta que la sensibilidad de las técnicas
histolégicas utilizadas con fines diagndsticos puede variar en funciéon del nimero de

cortes histolégicos analizados y del grado de autolisis de los tejidos (Barr et al., 1995).

2.12.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

La técnica de PCR se basa en la identificacion de algin segmento de ADN que se
halla presente en todos los estadios del ciclo biolégico y que permite diferenciar a
Neospora caninum de otros protozoos (Howe y Sibley, 1999). A la vez ha permitido un
gran avance en el diagndstico de las enfermedades infecciosas por ser extremadamente
sensible y especifica. Segun un estudio que comparaba las técnicas de [HC y PCR en 7
laboratorios se demostr6 que PCR es un método altamente sensible (76-100 %) vy
especifico (83-96 %) frente a IHC con una sensibilidad variable (41-100 %) y
especificidad (79-100) (Maanen et al., 2004).

En la actualidad, las técnicas de PCR que se han desarrollado han sido utilizadas
no solo en el diagndstico de la infeccidn, sino también en el estudio de la patogenia de la

enfermedad, en los cuales la técnica de PCR se ha combinado con otras técnicas como el
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RFLP y el RAPD. Recientemente, el desarrollo en paralelo de dos técnicas de PCR
cuantitativa permite no solo la deteccién sino también la cuantificacion del DNA del
pardsito en los tejidos de animales infectados (Collantes-Ferndndez et al., 2002; Miiller

et al., 2002).

2.12.4. Inmunofluorescencia Indirecta (IFI).

Detecta, fundamentalmente anticuerpos que se unen a los antigenos localizados
en la superficie celular de N. caninum. Se considera como resultado positivo cuando se
observa la fluorescencia en toda la superficie del taquizoito sueros con titulos moderados
o altos. En resultados negativos la fluorescencia va quedando restringida a la parte
apical del taquizoito cuando se analizan sueros con titulos bajos. Sin embargo, estos
resultados deberian interpretarse con cuidado, ya que la fluorescencia apical también
puede aparecer como resultado de reacciones cruzadas con 7. gondii, ya que Eimeria

spp, T. gondii y N. caninum contienen epitopos comunes (Sasai et al., 1998)

En la IFI se ha empleado como antigeno taquizoitos de N. caninum de aislados de
origen bovino y canino, no existiendo evidencias de que las posibles diferencias
antigénicas entre los diferentes aislados puedan afectar a la precision de la prueba. Esta
técnica seroldgica se ha empleado fundamentalmente en estudios epidemioldgicos para
detectar anticuerpos anti N. caninum en un gran numero de especies animales,
incluyendo al perro, zorro, gato, ganado bovino, cabras, ovejas, diversas especies de
roedores y primates. Asi mismo, la IFI ha sido considerada como la técnica de referencia
(gold estandard) en la neosporosis, con la cual han sido comparadas otras técnicas

seroldgicas (Alvarez, 2003).

2.12.5. Inmunoabsorcion Ligada a Enzimas.

Se han desarrollado numerosas pruebas de ELISA para la deteccién de
anticuerpos especificos, cuya sensibilidad y especificidad son adecuadas; sencillas y
rapidas de realizar y la interpretacion de los resultados es facil. Estas pruebas utilizan
distintos tipos de antigenos: taquizoitos sonicados, taquizoitos fijados con formalina,

antigenos recombinantes o antigenos incluidos en particulas iscom (William et al., 1997).
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ELISA indirecto que emplea antigeno soluble mezcla de antigenos intracelulares
y de membrana de los diferentes aislados de N. caninum BPA1 y NC-1 es la técnica
diagndstica que se emplea con mayor frecuencia en la deteccién de anticuerpos
especificos en suero y liquidos fetales (Bjorkman y Uggla, 1999). Una variante de los
ELISAs convencionales que emplean antigeno soluble de taquizoitos es el ELISA de
competiciéon. El ELISA de competicion es una prueba indirecta en la cual se incluye el
empleo de un anticuerpo monoclonal que compite con los anticuerpos especificos del

suero problema por los epitopos disponibles del antigeno fijado en la placa.

El ELISA basado en particulas “iscoms” se utilizd por primera vez para
diagnosticar la infeccién en el perro. Las particulas “iscoms” son estructuras de
aproximadamente 40 nm compuestas por Quil A, colesterol, fosfolipidos y a las que se
aflade el antigeno, el cual incluye un nimero limitado de proteinas de membrana de
origen citoplasmatico de N. caninum. Las particulas iscoms permiten seleccionar
antigenos anfipdticos, como las proteinas de membrana de los taquizoitos localizadas en
los compartimentos intracelulares y de la superficie celular. En el desarrollo de este
ELISA se han incluido antigenos del aislado NC-1 de 18, 30-45 y 61 kDa. (Bjorkman et
al., 1994).

2.12.6. Aglutinacion Directa.

La Aglutinacién Directa (HIA) se basa en la capacidad de aglutinacién de los
taquizoitos formolizados en presencia de inmunoglobulinas especificas. La prueba, ha
incluido una modificacidn en la cual Unicamente se detectan IgG mientras que las IgM
son destruidas mediante un tratamiento con mercaptoetanol. En esta técnica de
aglutinacién directa modificada se basan las pruebas disefiadas para el diagndstico de la
infeccién por Neospora (Romand et al., 1998; Packham er al., 1998). La prueba ha
demostrado ser bastante especifica y en su desarrollo se han empleado los aislados de N.
caninum BPA-1 (Packham et al., 1998) y Nc-1 (Romand et al., 1998), obteniéndose en
ambos casos una sensibilidad elevada cuando se analizaron sueros de 16 especies

diferentes (Packham e al., 1998).

HIA modificado resulta ser una prueba con una alta sensibilidad y especificidad

contra anticuerpos de la especie bovina. Sin embargo, como otras pruebas seroldgicas,
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su aplicacion en diversos huéspedes debe ser evaluada cuidadosamente (Bjorkman y

Uggla, 1999).

2.12.7. Inmunoelectrotransferencia (Western blot o Western blotting).

Esta técnica, se emplea como apoyo a otras pruebas seroldgicas, mds que como
una técnica rutinaria de diagndstico en la neosporosis, empledndose como prueba de
investigacion, junto con otras técnicas seroldgicas (IFI y ELISA) para establecer valores
de concordancia y puntos de corte. Estos estudios recientes proponen al western blot
como técnica de referencia de la neosporosis en sustitucién de IFI, debido a su mayor
sensibilidad sin que conlleve un descenso de la especificidad (Schares et al., 1998).

La técnica de western blot se ha utilizado, fundamentalmente, para estudiar la
composicién antigénica de N. caninum, empleando sueros de diferentes especies
infectadas. Entre los antigenos identificados destacan por su intensidad y frecuencia de
reconocimiento varios antigenos inmunodominantes de 17, 29-30, 37 y 46 kDa (Bjerkas

etal., 1994).

2.13. Tratamiento.

En la actualidad, dnicamente los perros con sintomas clinicos de neosporosis
reciben tratamiento terapéutico. Los resultados con algunos de los fairmacos ensayados
en perros con problemas neuroldgicos compatibles con una neosporosis son

controvertidos y no permiten establecer conclusiones.

Entre los farmacos probados en cultivo celular destacan la mayoria de las
sulfonamidas (sulfadiazina, sulfadimetoxina, sulfameracina, sulfametacina,
sulfaquinoxalina y el sulfatiazol), los inhibidores de la dihidrofolato reductasa/timidilato
sintetasa DHFR/TS (diaveridina, metotrexato, ormitoprim, pirimetamina y trimetoprim),
los antibidticos iondforos (lasalocid, maduramicina, monensina, narasin y salinomicina),
los macrélidos (azitromicina, claritromicina y eritromicina), las tetraciclinas (doxiciclina
y minociclina) y las lincosamidas (clindamicina en sales cloruro y fosfato y la
lincomicina hidrocloruro) (Lindsay y Dubey, 1989b; Lindsay et al., 1994). A diferencia

de lo que sucede con pardsitos estrechamente relacionados con Neospora como Eimeria,
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Isospora o Toxoplasma, las sulfonamidas ensayadas en taquizoitos en cultivo celular no
presentan una adecuada eficacia. Todos los demds grupos farmacoldgicos analizados,
parecen tener mayor eficacia que las sulfonamidas, con mejores resultados frente a los
taquizoitos en cultivos celulares y presentando sinergismo en combinacién con los

inhibidores de la DHFR/TS (Lindsay et al., 1996a).

Existen dos problemas importantes para dar un tratamiento eficaz contra el
parasito. EIl primero es atacar directamente a los bradizoitos que se encuentran en los
quistes tisulares y el segundo es el tiempo de retiro de la leche hasta la eliminacién del

farmaco (Barr et al., 1997).

Gottstein et al. (2001) realizaron un estudio de dos drogas que pueden ser el
tratamiento quimioterapéutico de elecciéon a condiciéon de que sean apropiadas y
disponibles.  El experimento se realiz6 en ratones para la evaluaciéon de los
medicamentos Toltrazuril y Ponazuril. Los ratones fueron infectados via parenteral y la
infeccion fue supervisada en tres niveles: clinico (sintomas), histolégico-lesiones
(Inmunohistoquimica) y el nivel molecular (PCR). Como resultado previnieron la
formacion de lesiones cerebrales en los animales tratados y en el andlisis por PCR
demostré que disminuyé la detectabilidad del DNA del pardsito en 91 a 90%
correspondiendo a Toltrazuril y Ponazuril. Otro estudio en terneros, basdndose en el
efecto positivo del toltrazuril- Toltrazuril-sulfone (Ponazuril) usado experimentalmente
en ratones infectados, obtuvo resultados favorables. También se evaluaron los tres
niveles y los resultados fueron muy similares. Como conclusién se demostré que este
tratamiento puede ser aplicado como una alternativa de quimioterapia y a la vez para

controlar la neosporosis bovina (Kritzner et al., 2002).

2.14. Control y Prevencion.

El control se debe basar en el manejo adecuado de los perros como del ganado.
Asi como, el manejo de los perros. El control a nivel de los hospedadores definitivos e
intermediarios es de vital importancia dado que hasta el momento las vacunas en
desarrollo ain muestran dificultades para inducir inmunidad protectiva en el ganado

(Rojas, 2004).
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En vacas donde si se ha diagnosticado que el aborto es causado por Neospora
caninum, se debe empezar con la identificacién de los animales, el aislamiento de las
vacas con antecedentes de aborto la utilizacién de pruebas seroldgicas y la realizacion de
exdamenes para el feto abortado para identificar su seropositividad. Una buena medida de
control debe iniciarse en determinar la prevalencia en el hato con un 10 % de las vacas
sanas, paridas y en ordefio a fin de conocer el nivel de seropositividad y el riesgo de

abortos (French et al., 1999).

Se debe hacer una correcta y detallada identificacién de las vacas abortadas
seropositivas, asi como de las terneras que hayan nacido anteriormente de esas vacas. El
objetivo de esta identificacion es para no utilizar estos animales en la reposicion, puesto
que las vaquillonas congénitamente infectadas tienen 7 veces mds posibilidades de riesgo
de aborto durante su primera prefiez comparada con vaquillonas seronegativas (Anderson

etal., 1997).

La reposicion de los animales se debe efectuar con terneras seronegativa para esto
lo primordial es realizar una prueba seroldgica antes de la ingesta de calostro o a los 5-6
meses de vida del ternero cuando los anticuerpos calostrales maternos han desaparecido.
Las terneras positivas deberdn destinarse a engorde y su posterior sacrificio (French et

al., 1999).

Para evitar la transmision vertical se debe impedir el acceso de perros a lugares
destinados al depdsito de alimento para el ganado (depdsitos de granos, galpones, silos,
etc.) y pastizales. Asi mismo se debe realizar el exdmen serologico de los perros a fin de
asegurar su negatividad. Por ultimo, se debe evitar que los perros consuman material
abortado (feto, placenta) y se les debe alimentar con carne vacuna previamente cocinada

(French et al., 1999).

En los dltimos afios se estdn usando las vacunas como medidas de control, para
evitar la infeccion del ganado a través del consumo de ooquistes; y asi, realizar el control
selectivo de los animales, y realizar la transferencia embrionaria, y prevenir la
transmision del parasito a nuevas generaciones (Williams et al., 2006). EI producto

comercial que esta actualmente en el mercado se denomina: Bovilis® Neo vacuna para
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uso en vacas gestantes sanas como auxiliar en la reduccion del aborto causado por
Neospora caninum que contiene protozoarios muertos de Neospora caninum, con
SPUR® como adyuvante que contribuye a su alta inmunogenicidad y estabilidad. Y
actualmente se desarrolla otra vacuna por Jung-Hwa et al. (2005), a base de antigeno
recombinante NcSRS2 y NcDG1 en vitro y en vivo, los resultados ofrecen una nueva

alternativa de prevencion.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de Estudio.

3.1.1. Ubicacion.

El muestreo se realizé en los meses de febrero a marzo del afio 2004 en las zonas
de produccién: Accopujio, Alianza, Antacalla, San Francisco y Conchatanca
pertenecientes a la empresa Rural Alianza. Las cuatro primeras zonas se ubican en el
distrito de Nufioa y Conchatanca en el distrito de Macusani, pertenecientes a las

provincias de Melgar y Carabaya, respectivamente, departamento de Puno.

La “Rural Alianza”, es una Empresa de Propiedad Social, siendo una de las mas
destacadas en la crianza de alpacas y llamas a nivel mundial. Ademads se crian ovinos y
bovinos. La empresa se ubica en la sierra sur del Perd, a una altitud que va de 3.970 a

5.200 m.s.n.m.; longitud este de 76 ° 12" y longitud Surde 11° 1".

3.1.2. Animales.

Para el presente trabajo se colectaron muestras de suero de caninos mayores de
cinco meses provenientes de las cinco zonas de produccién de la empresa Rural Alianza.
Se tomaron referencias individuales a todos los animales muestreados que comprendia

informacién como edad, sexo y procedencia.
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3.1.3. Clima.

Es una region de clima frié y seco, con una estacion seca de Mayo - Agosto. La
temperatura media oscila entre 0 y 15 ° C, observdndose temperaturas méximas de 16.5 °
C y minimas de -10 ° C (Junio- Agosto, en las zonas mas altas), con una precipitacion
media anual que va de 250 a 500 mm. Las maximas precipitaciones se dan en los meses

de verano (Moreno Terrazas et al., 1998).

3.1.4. Pastizales.

La alimentacién del ganado de la zona esta constituido por pastos naturales
destacando las siguientes vegetaciones: Tolares (Parasthrephia lepidophylla, Baccharis
spp), especies nativas como; quefiua (Polylepis) y en las zonas inhdspitas la Azotella
yarita. Asi mismo en los pajanales existe una gran variedad de gramineas de los géneros

Festuca, Calamagrostis, Poa, Carex, Bromas, etc (Moreno Terrazas et al., 1998).

3.2. Materiales.

3.2.1. Materiales de Apoyo.

e Vacutainers con capacidad de 10 ml.
e Agujas venoject de 21x1 12

® Viales plésticos de 2 ml para conservar los sueros.
® Pipetas de plastico.

e (aja de tecnoport.

¢ QGradillas.

e Refrigerante.

e Alcohol al 96%

e Algodén

¢ (inta para rotular (Masking tape)

e (Centrifuga.

e Lapicero de tinta indeleble.
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3.2.2. Material para la prueba de IFI.

e Antigeno de Neospora caninum (NC-1), Taquizoito fijado en
formalina.

¢ Anti Ig G1 canino marcado con Isotiocianato de Fluoresceina.

e Suero bovino hiperinmune Anti Neospora caninum- control positivo.

e Suero bovino negativo a anticuerpos contra Neospora caninum.

¢ (Céamara humeda.

e Recipiente de lavado.

e Agitador magnético (Stuart Scientific)

e Estufa “Gallenkamp” de 37° C.

e Microscopio de fluorescencia “Leica”.

e Micropipetas (10, 50 y 100 ul).

e Tips descartables para pipetas.

¢ Solucidn salina tamponeada con fosfato (PBS).

¢ Fluido de montaje (50% Glycerol-50% pH 9).

3.3 Disefo Estadistico.

3.3.1 Tamano Muestral.

La poblacién total de perros de la empresa Rural Alianza se estim6 mediante el
nimero de pastores por cada zona, debido a que cada pastor tiene a su cargo de 2 a 3
perros como maximo. Para determinar el tamafo muestral se usé la formula de
poblacién finita, considerando una prevalencia referencial de 19.35% (Cornejo et al.,

2004) y un nivel de confianza de 95 % (Daniel, 1996).

Formula:

NZ2p (1-p)

d>(N-1)+Z2p (1-p)
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Donde:

N = 206.

Z = 1.96 (95 % de confianza).

p = 0.1935 (prevalencia referencial anterior a la enfermedad).
q = 0.8065 (complemento de prevalencia referencial).

d = 0.05 (Margen de error).

El tamafio de la muestra calculado fue 112 animales, lo cual nos representa el

ndmero minimo de animales a muestrear.

3.3.2. Estratificacion de Muestras

Para una mejor estimacion de la poblacion de la zona de produccion a muestrear,
se estratificd el tamafio muestral, utilizando la siguiente férmula de estratificacion de

muestras (Daniel, 1996).

Formula:

o Nk

Donde:
nd = Tamafio de muestra por estrato.
Nk = Poblacién por estrato.
N = Poblacién total

n = Tamano muestral.
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Cuadro 1. Estratificacion de los caninos segin la poblacion en cada zona de

produccion de la empresa Rural Alianza

Zona de Produccion Poblacion Poblacion
Canina Estratificada

Alianza 80 44

Antacalla 33 18

Accopujio 26 14

Conchatanca 52 28

San Francisco 15 8

Total 206 112

En términos generales se observa en el estudio que el tamafio muestral calculado
fue de 112 animales. Sin embargo, se logré recolectar 122 muestras durante los meses
de Febrero y Marzo del 2004, y el tamafio muestral se estratific por la presencia de

cinco zonas en la empresa Rural Alianza.

3.4. Recoleccion de Muestras.

La recoleccién de muestras se realiz6 en los meses de Febrero y Marzo del 2004.
Se extrajo cinco mililitros de sangre de cada animal, por puncion directa de la vena
cefdlica en tubos vacutainers estériles y luego fueron centrifugados para extraer el suero,
los mismos que fueron depositados en crioviales estériles de 2 ml, debidamente
identificados y luego almacenados en congelacion a —20 °C para su conservacion hasta

su procesamiento en el Laboratorio de Parasitologia Veterinaria FMV-UNMSM.
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3.5. Procesamiento de la Muestra.

Se realiz6 en el Laboratorio de Parasitologia en la Facultad de Medicina
Veterinaria de la UNMSM, donde se aplic6 la prueba de Inmunofluorescencia Indirecta
(IFT), se usé antigeno de Neospora caninum (Nc-1) proporcionado por la Universidad

Complutense Madrid-Espafa.

3.6. Desarrollo de la Técnica.

Las muestras recolectadas fueron sometidas a la prueba de IFI y se procedi6 de la

siguiente manera:

1.- Se utilizaron ldminas de Inmunofluorescencia de 12 hoyos. Cada hoyo
contenia taquizoitos de Neospora caninum (NC-1) fijados.

2.- Se afiadieron 10 ul de suero diluido 1:50 a cada hoyo. En los 5 primeros
hoyos se colocan los sueros de referencia positivo y negativo y en el resto de
hoyos se colocan los sueros problema.

3.- Luego se incuba en cdmara himeda en una estufa a 37 ° C durante 30 minutos.
4.- Después de la incubacioén los portaobjetos se lavaron en una cubeta con PBS,
durante 10 minutos cada una en agitacién y por 2 veces.

5.- Luego los portaobjetos se secaron bien y se tuvo cuidado de dejar himedo los
pocillos.

6.- Se afiadieron 10 ul de conjugado/ pocillo.

7.- Se repitio el paso N° 3.

8.- Repetir el paso N° 4 afiadiendo un tercer lavado con PBS y el lavado con H,O
destilada también de 10 minutos.

9.- Se dejo secar los portaobjetos a temperatura ambiente y en oscuridad.

10.- Por ultimo se puso unas gotas de glicerina tamponada y se colocd un
cubreobjetos encima.

11.- Los portaobjetos se guardaron en oscuridad a 4° C hasta el momento de la

lectura en el microscopio de fluorescencia con el objetivo de 40x.

Observacion: Las preparaciones se pueden conservar a —20 ° C en oscuridad.
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Interpretacion:

» Positivo: Si se observa fluorescencia en todo el contorno del parasito.

» Negativo: Si no hay fluorescencia o ésta es parcial.
3.7. Analisis Estadistico.

Los resultados se expresan en porcentaje asi como el intervalo de confianza y el

nivel de confianza utilizado en la prueba es del 95 % de seguridad.
3.7.1. Prevalencia (P)

Determinado el nimero de muestras positivas, se cdlculo la prevalencia de
Neospora caninum de las zonas de produccién de la empresa Rural Alianza bajo la
siguiente formula (Thrusfield, 1990):

Formula:

p= N° muestras positivas x 100

N° total de muestras.

3.7.2. Intervalo de confianza (IC)

Se estimé mediante la formula (Armitage et al, 1997):
Formula:

P+7Z
IC= Pq

n
Donde:

p = Prevalencia (14.75%).

q=1-p.

Z.= 95 % de nivel de confianza (1.96).

n = Tamafio muestral (122).

3.7.4. Prueba de Chi? (X2).
La prueba de X? permitird determinar si las variables edad y procedencia estan o

no asociadas con la presentacion de la infeccion por N. caninum.
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IV. RESULTADOS

En el cuadro 2, se observa que la prevalencia de Neospora caninum en los 122
caninos procedentes de las zonas de produccién: Alianza, Antacalla, Accopujio,
,Conchatanca y San Francisco pertenecientes a la empresa Rural Alianza, en el
departamento de Puno, evaluados mediante la prueba de IFI mostré una prevalencia de

14.75 £ 6.29 % (18/122).

En el cuadro 3, se muestra los resultados de la frecuencia de N. caninum
distribuidos segin la edad, los animales menores de un afo no presentaron anticuerpos
contra Neospora caninum, siendo la frecuencia mas alta en el grupo de 1 a 7 afios con

17.52%.

En el cuadro 4 se evalia la variable sexo, donde los machos presentaron una

mayor frecuencia (15.69%) con respecto a las hembras (10%).

Mediante la prueba de Chi® no se observa asociacién entre las variable lugar de

procedencia, edad y sexo del perro con la presentacion de la infeccion por N. caninum.
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Cuadro 2. Frecuencia de Neospora caninum en perros pastores procedentes de
cinco sectores de produccion de la empresa Rural Alianza-Puno 2004.
Animales Animales
Procedencia Muestreados Seropositivos Frecuencia (%)
Alianza 38 3 7.89
Antacalla 19 1 5.26
Accopujio 17 3 17.65
Conchatanca 40 10 25.00
San Francisco 8 1 12.50
Total 122 18 1475 £6.29
Cuadro 3. Frecuencia de Neospora caninum segin estrato etareo en perros

pastores de cinco sectores de produccion de la empresa Rural

Alianza-Puno 2004.

Animales Animales
Estrato Etareo (Aiios) Muestreados Seropositivos Frecuencia (%)
<1 16 0 0
la7 97 17 17.52
>7 9 1 11.11

Cuadro 4. Frecuencia de Neospora caninum segin sexo en perros pastores de
cinco sectores de produccion de la empresa Rural Alianza-Puno 2004.
Sexo Animales Animales Frecuencia
Muestreados Seropositivos (%)
Macho 102 16 15.69
Hembra 20 2 10
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V. DISCUSION

La neosporosis se ha convertido en una enfermedad emergente en diferentes
partes del mundo. La especie mds afectada es el vacuno, manifestando cuadros de
abortos como signo clinico significativo (Schares et al., 1999). Su transmisién se
mantiene principalmente por la via vertical, ademads de la via horizontal realizada por los
caninos los que actian como hospedador definitivo e intermediario. En la especie canina
la enfermedad se puede manifestar con la presentacion de cuadros clinicos
neuromusculares en perros jovenes y eventualmente por abortos en las hembras gestantes

(Barber, 1998).

Se analizaron 122 sueros de perros de 5 zonas de produccién (Alianza, Antacalla,
Accopujio, Conchatanca y San Francisco) pertenecientes a la empresa Rural Alianza, en
el departamento de Puno. La prevalencia de anticuerpos contra N.caninum fue de
14.75% (18/122) obtenidas mediante la prueba serologica de IFI. Este hallazgo nos
indica que los animales estuvieron expuestos al parasito en algun momento de su vida, ya

sea en la etapa pre o post natal.

Existen estudios similares realizados en caninos de otras zonas ganaderas del
Peri que muestran prevalencias variables, asi tenemos en el Valle de Lima con 32.7%
(Del campo, et al., 2003) y en la provincia de Chachapoyas con 28.87% (Horna et al.,
2003) y 19.4 % (24/124).en el Valle del Mantaro (Cornejo et al., 2004). Al comparar los
resultados obtenidos en el presente estudio, con los resultados antes mencionados
demostrarian que la prevalencia hallada fue moderada, y que existen factores como la

convivencia estrecha de los perros con el ganado, nimero de perros por pastor,
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condiciones climadticas, que estarian involucrados para que la infeccién en la empresa

Rural Alianza prevalezca.

La empresa Rural Alianza se dedica a la crianza de varias especies como: vacuno,
ovinos, llamas y alpacas siendo este ultimo el predominante y de mayor importancia por
ser una especie que se adapta a la zona donde abundan los pastos naturales. El Pastoreo
de cada especie se realiza en un determinado territorio que esta limitada por barreras
naturales; ademads, existen pastores para cada grupo de las diferentes especies, y cada
pastor posee 2-3 perros pastores como maximo de diferentes edades, que se desplazan
libremente, contaminando las pasturas con sus heces, que servirdn de alimento para el

ganado.

Los canidos evaluados en el estudio, provenian de zonas de produccién de
camélidos sudamericanos (alpacas y llamas), y al comparar este resultado con los
obtenidos en ganado de la misma zona, por Moya et al (2003) en llamas, donde
reportaron una prevalencia de 16.72 % (46/275) y por Atoccsa et al (2005) en bovinos al
pastoreo, donde encontraron 18.1% (76/419), cuyos valores son similares al encontrado
en el presente estudio, siendo probable que los factores de riesgo para la adquisicion de

este parasito sean similares.

Las condiciones medioambientales en las zonas de produccion de la empresa
Rural Alianza no varian mucho lo que podria indicar que las diferencias encontradas se
deban al azar. A diferencia de los estudios realizados por Cheadle er al. (1999a) y
Wouda et al. (1999) en diferentes zonas geograficas, donde encuentran diferencias
significativas en el porcentaje de infeccion, relacionandolo a las variaciones locales de
temperatura. Ademds, Dubey y Lindsay (1996) demostraron que los quistes tisulares de
Neospora caninum pueden sobrevivir por 14 dias a 4°C mientras que a —20 °C solo son

infectivos por un dia.

Asi mismo, al comparar los resultados de seroprevalencia a N. caninum
realizados tanto en ganado al pastoreo como en sus perros pastores, ellos evidenciaron
correlacion, asi en el valle de Lima, Del Campo et al. (2003) reportaron en caninos el
32.7% mientras que Silva et al. (2002) en ganado vacuno encontrraron 29.6 %. Del

mismo modo en Chachapoyas, Horna et al. (2003) encontraron en caninos 28.8%,
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mientras que en bovinos Quevedo et al. (2003) hallaron 40.4%. Otros estudios de
comparacion en caninos procedentes de zonas urbanas y rurales encontraron un mayor
predominio en estos ultimos, sugiriendo una exposicion postnatal al parasito (Basso et

al.,2001; Wouda et al., 1999)

La variable procedencia se analizé en el cuadro 2, donde de los cinco sectores de
produccion evaluados se observa una frecuencia de infeccion minima de 5.26% (1/19)
correspondiente al sector Antacalla y una méaxima de 25% (1040) en Conchatanca. A
pesar de la aparente amplia diferencia entre las dreas evaluadas, al anélisis estadistico no
se encontrd asociacion estadistica alguna, debido a no existir una dispersion homogénea
del nimero de perros por sector de produccion, ademds en algunos sectores no se llego a
recolectar una mayor cantidad de muestras debido a la distancia, dificultad en el acceso a

las zonas en estudio y la desconfianza de algunos pastores.

En el cuadro 3 se analizo la variable edad, clasificada segin el grupo etareo,
donde se encontré la mayor frecuencia de infeccién (17.52 %) en los animales de 1 a 7
afios y la menor frecuencia (0%) en los animales menores de 1 afio. No existié una
dispersion homogénea del numero de perros en cuanto la edad por lo que la mayor
poblacion canina encontraba fue entre 1 a 7 afios en la empresa Rural Alianza. Es por
eso que, no se puede establecer que la tasa de infeccion aumenta segin se incrementa la
edad como si lo confirma los estudios realizados por Paré er al. (1998) y Basso et al.

(2001), donde la seroprevalencia de Neospora caninum se incrementa con la edad.

En el cuadro 4 se evalda la variable sexo, donde los machos presentaron una
mayor frecuencia (15.69%) con respecto de las hembras (10%), sin embargo al anélisis
estadistico mediante Chi cuadrado no presentaron asociaciéon con la presentacion de
infeccién contra Neospora caninum, esto puede verse afectado posiblemente por la
mayor poblacion de perros machos encontrado en el estudio. Ademas estudios anteriores
muestran similares resultados y sefialan que el sexo no representa un factor de riesgo
para la adquisicién de la infeccion. (Basso et al., 2001; Del Campo et al., 2003; Horna et

al., 2003 y Cornejo et al., 2004).
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Cabe resaltar que todos los sectores de produccion tienen el mismo manejo de
crianza extensiva, donde los pastores poseen una determinada cantidad de perros (2-3)
que estdn en contacto directo con los camélidos. Por los estudios realizados, donde
determinan al perro como hospedador definitivo y diseminador de la infeccion
(McAllister et al., 1998; Basso et al., 2001a), al mantener la enfermedad por la via de
transmision horizontal (Yaeger et al., 1994; McAllister et al., 1996; McAllister et al.,
2000), y que la existencia de 3 a mds perros incrementa la seroprevalencia en un hato
(Pare et al., 1998) al diseminar al medio ambiente los ooquistes, confirmado por los
estudios experimentales que demuestran que la ingestion de ooquistes de N. caninum a
una dosis >1500 en el bovino, conducen al aborto si son administrados después del
primer trimestre de gestacion (Gondim et al., 2004b), determinando asi que es
fundamental la presencia de al menos un canino en un centro de producciéon ganadera

para la presentacion de la enfermedad.

La presencia de la infeccién de neosporosis en los sectores de produccion de la
empresa Rural Alianza se deberia a la forma de manejo de los animales, el pastoreo
extensivo con la ayuda de los perros pastores los cuales se desplazan libremente ya que
no cuentan con barreras fisicas que limiten el acceso a las zonas de pastoreo del ganado
facilitando el acceso a los probables abortos, descargas uterinas y placentas de los
hospedadores intermediarios que posibilitaria su transmisién (Dijkstra et al., 2002b), y
por la crianza mixta de camélidos con otras especies como ovinos y bovinos, en estas
especies, especialmente en bovinos se ha confirmado la transmision de la enfermedad al
introducir un perro infectado con el parasito, que infecta al ganado al liberar ooquistes al

medio ambiente (Dijkstra et al., 2002a).

La transmision horizontal se efectia al contaminar el agua y las pasturas con las
heces infectadas con ooquistes de Neospora caninum. Asi lo demuestran los trabajos
realizados por Dijkstra et al. (2001), Dijkstra et al. (2002b), donde concluyen que la
ingestion de restos fetales y placentarios de bovinos por el perro, ocasiona una infeccién
postnatal del ganado por la liberacién de ooquistes al medio ambiente (alimento, agua)

perpetuando la presencia del parasito.

Otro factor a tomar en cuenta en esta zona altoandina es la presencia de

hospedadores silvestres como es el zorro que llega hasta las puntas de paricion; ya que es
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posible la existencia de un ciclo de transmision silvestre de N. caninum (Barling et al.,
2000), y en el estudio realizado por Gondim (2004a), confirma que el coyote (Canis
latrans) y el ciervo (Odocoileus virginianus) estan involucrados en el ciclo de vida de
neosporosis, asi mismo, el zorro podria también actuar como hospedador definitivo y
contaminar las pasturas con heces infectadas con ooquistes, sin embargo hasta la fecha
esta teoria no ha sido demostrada, debiéndose realizar mayores estudios para poder
establecer otros hospedadores definitivos silvestres que estén involucrados en la

transmision de la neosporosis.

Por lo antes sefalado, los resultados obtenidos confirman la presencia
neosporosis canina en zonas del altiplano asociado a la crianza de CSA en la Empresa
Rural Alianza, y la exposicion a Neospora caninum de manera natural en alguna etapa de
sus vidas, ademds de su aparente correlacion con las prevalencias del ganado de la zona.
Siendo necesario realizar més estudios que determinen la implicancia de N. caninum
como causante de problemas reproductivos en CSA y la importancia del perro en la

permanencia de la infeccion.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

e La seroprevalencia de N. caninum en caninos de cinco sectores de
produccion ganadera de la empresa Rural Alianza fue moderada

(14.75 £ 6.29%).

e La edad, sexo y procedencia (sector de produccion) de los caninos
infectados no muestran asociacién con la posibilidad de adquirir N.

caninum.

¢ Continuar con los estudios en el Peru que demuestren la importancia
del canino doméstico y silvestre en la permanencia de la infeccion

por N. caninum.
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