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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizd en el Centro Experimental
Chuquibambilla de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Nacional del Altiplano Puno, con el objetivo de determinar la Seroprevalencia del
Neospora caninum, en 88 vacunos hembras seleccionados por el método estadistico de
muestro al azar, provenientes de 4 razas (Brown Swiss, Aberdeen Angus, Charolais y
Criollo) y 2 edades (mayores de 2 afios y menores de 2 afios). EI método de diagndstico
fue la técnica de ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA), con la cual, se
detectd anticuerpos contra el patdgeno; realizada en el Laboratorio de Salud animal, para
lo cual se tom6 muestras de 5 mL de sangre a nivel del tercio inferior del cuello de la
vena yugular de los animales, obtenidos durante el afio 2019. Luego de los analisis, se
determind que la Seroprevalencia en general del Neospora caninum en el centro
experimental fue de 4.55 %; segun edad para vacunos mayores de 2 afios fue de 4.54 %,
para vacunos menores de 2 afios 4.54 % no encontrando diferencia significativa (p>0.05);
segln raza, se determind que para vacunos Charolais fue de 9.09 %, Criollos de 4.54 %,
Aberdeen Angus de 4.45 % y Brown Swiss de 0 %, no encontrando diferencia estadistica
significativa (p>0.05). Con lo que se puede concluir que existe la presencia del Neospora

caninum en el Centro Experimental Chuquibambilla.

Palabras Claves: Neospora caninum, ELISA, razay edad.
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ABSTRACT

The present research work was carried out at the Chuquibambilla Experimental
Center of the Faculty of Veterinary Medicine and Animal Husbandry of the National
University of the Altiplano Puno, with the objective of determining the Seroprevalence
of Neospora caninum in 88 female cattle selected by the statistical method of random
sampling, from 4 breeds (Brown Swiss, Aberdeen Angus, Charolais and Criollo) and 2
ages (older than 2 years and younger than 2 years). The diagnostic method was the
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) technique, with which antibodies against
the pathogen were detected; performed in the Animal Health Laboratory, for which 5 mL
of blood samples were taken at the level of the lower third of the neck of the jugular vein
of the animals, obtained during the year 2019. After the analysis, it was determined that
the overall Seroprevalence of Neospora caninum in the experimental center was 4.55%;
according to age for cattle older than 2 years was 4.54%, for cattle younger than 2 years
4. 54 % not finding significant difference (p>0.05); according to breed, it was determined
that for Charolais cattle it was 9.09 %, Criollos 4.54 %, Aberdeen Angus 4.45 % and
Brown Swiss 0 %, not finding significant statistical difference (p>0.05). Therefore, it can
be concluded that Neospora caninum is present in the Chuquibambilla Experimental

Center.

Key Words: Neospora caninum, ELISA, breed and age.

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

CAPITULO |

INTRODUCCION

La actividad ganadera es de importancia fundamental para el area rural y la
seguridad alimentaria del pais; ya que genera empleo e ingresos para 1.8 millones de
familias, representando un 40.2% del valor bruto de la produccion (VBP) del sector
agropecuario; se registra la crianza de al menos un bovino en aproximadamente 824 mil
productores; existiendo una poblacién de a nivel nacional es de 5'1 01,895 cabezas y a
nivel regional de 610,630 vacunos; las principales microcuencas lecheras de la region
son: Melgar, Puno, Azangaro, Huancané y San Roméan con poblaciones de 89,220;

92,900; 107,040; 61,060 y 29,210 vacunos respectivamente (Minagri, 2016).

Existen numerosos agentes infecciosos, causantes de diversos problemas que
enfrentan la ganadera bovina, ocasionando altas pérdidas econémicas, productivas y
reproductivas. Entre los principales agentes patégenos responsables de interrupcién de la
gestacion normal, se tiene a la N. caninum, Brucella abortus, Leptospira interrogans el
Togavirus que causa la diarrea viral bovina (BVD); hace un par de décadas se perfila al
parasito protozoario intracelular N. caninum como el causante de grandes problemas
reproductivos en varias zonas del mundo, produciendo abortos, reabsorcion embrionaria,

momificacion fetal (Dubey, 2007).

La enfermedad neosporosis, es causada por el mal manejo reproductivo, poca
importancia a los calendarios de vacunacion, falta de seguimiento clinico durante la

gestacion bovina; los efectos que ocasiona esta enfermedad reproductiva, durante la
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gestacion bovina son muy visibles como el aborto que conlleva a la pérdida de una cria,
una lactancia, haciendo el crecimiento del hato ganadero muy lento, conllevando a un
déficit de ingreso econémico e incrementando los costos de produccién (Gibney et al.,

2008).

Llevar un adecuado manejo sanitario, requiere realizar un diagndstico temprano,
para la prevencion de las enfermedades y/o ampliacién de programas de sanidad,
vacunacion, reposicion del ganado que aborta y o que muestre alteracion de los
parametros productivos, etc., para el caso de la neosporosis son escasos los datos que
existen, ademas que se refieren Unicamente a hallazgos esporadicos del agente etiolégico
o0 de las lesiones que origina en fetos bovinos que abortaron; haciéndose necesario mas
estudios epidemioldgicos que permitan conocer la prevalencia, los factores de riesgo
asociados y la importancia real, tanto econémica como sanitaria, de la enfermedad. Por
lo que el presente trabajo de investigacion se realizd con la finalidad de conocer la
Seroprevalencia de Neospora caninum, en el centro experimental Chuquibambilla,
mediante la utilizacion de la técnica de ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
(ELISA), y asi recabar informacion sobre esta enfermedad; por lo tanto, los resultados

obtenidos serviran para tomar medidas preventivas y de control.

11
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1.1. OBJETIVO GENERAL:
- Determinar la seroprevalencia de Neospora caninum en vacunos del centro

experimenta de Chuquibambilla

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Determinar seroprevalencia de Neospora caninum segun edad.

- Determinar seroprevalencia de Neospora caninum segln raza.

12
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CAPITULO I

REVISION DE LITERATURA

21 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

2.1.1 A nivel Internacional

Se encontro la importancia de la transmision horizontal y el rol del perro en la
infeccion con N. caninum, por lo que frente a este hecho seria trascendental trabajar en
medidas de tenencia responsable de las mascotas con los productores propietarios de
perros. Frente a la transmision vertical la principal medida es mantener un registro de
cada vaca, sobre todo frente a eventos de abortos. La tasa de animales seropositivos a la
infeccion por N. caninum y su asociacion a factores de riesgo en predios de pequefios
productores de leche, asociados al programa de Servicio de Asesoria Técnica. Se
evaluaron 45 sueros de vacas en periodo de lactancia de 9 predios y se determiné la
presencia de anticuerpos contra N. caninum en 18 sueros utilizando la técnica de Enzyme
Linked Support-Assay (ELISA). Ubicados en la Region del Libertador Bernardo
O’Higgins, Chile. Los factores de riesgo con asociacion estadistica fueron: el historial de
aborto (OR =5,09), el tipo de alimentacidn de los perros del predio (OR = 6), el consumo
de agua desde acequias (OR = 4,5) y el manejo del material biol6gico de partos y abortos
(OR = 7,43) Ademas, se debe considerar la reposicion de animales seropositivos a N.
caninum y que hayan cursado con abortos, siempre complementando estas medidas con

mejoras en la bioseguridad de las instalaciones (Lavado, 2015).

Se presento anticuerpos contra N. caninum en vacas con desordenes productivos,
se utilizaron para este estudio 196 sueros de vacas procedentes de 27 fincas del municipio
de Monteria, Colombia, la prueba utilizada para la determinacion de anticuerpos fue
ELISA, los criterios de inclusion para las vacas fueron:  antecedentes de  aborto,

13
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momificaciones, reabsorciones embrionarias y repeticion de servicios, los resultados del
estudio determino una seropositividad de N. caninum del 10,2 %, de los animales
muestreados el 10,76 % presenta aborto, 9,75 %fueron vacas repetidoras de celo, 20,0%
presentaron momificacion fetal y 0,0 % con reabsorciones embrionarias, con los
resultados se puede afirmar que existe evidencia de circulacion antigénica de N caninum

en hembras bovinas del municipio de Monteria, Colombia (Oviedo, 2007).

Para las provincias de Santa Fe y Coérdoba de Argentina, se establece una
Seroprevalencia de 24,4% en fetos abortados, 64,5% en bovinos lecheros y 92,3% para
vacunos de carne; para Estados Unidos 10% de prevalencia, Nueva Zelanda 38%, Francia
26%, Suiza 21%, Holanda 17%, Austria 34,1%, para Reino Unido la estimacion es 12,5%
de abortos, en Espafa se determinaron tasas de prevalencia de 17,9% en fetos bovinos

abortados y 83,2% en rebarfios lecheros y para México 36,5% (Andersen, 2000).

En un estudio realizado en México, sobre la determinacion del N. caninum en
bovinos. Los resultados arrojados en esta investigacion confirman que si existe relacion
entre caninos y bovinos para que exista el parasito en estas especies. Los resultados
obtenidos en este estudio fueron de un 62,14% de relacion canino bovinos ante la
presencia del parasito. En los bovinos se obtuvo un 61% Yy en los caninos un 65% de

positividad al parasito (Ofia, 2015).

Un estudio epidemioldgico para determinar la Seroprevalencia y factores de riesgo
asociados a la infeccién por Brucella spp., Coxiella burnetii, Leptospira interrogans
Serovar Hardjo y N. Caninum en rebafios bovinos de produccion lactea y mixta de
Ecuador. Un total de 2.668 muestras de suero de 386 rebafios se analizaron mediante kits
comerciales de ELISA, La prevalencia real obtenida para Brucella, C. Burnetii,

Leptospira interrogans Serovar Hardjo y N. caninum fue de 17,0%, 12,6%, 13,7% y

14
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33,2%, para N. caninum, su rango oscilé entre el 9 y el 100% (media: 42,3%). la
seropositividad de N. caninum se identificaron factores de riesgo: una edad superior a 48

meses (Guzman, 2017).

2.1.2 A nivel Nacional

Se determin0 la Seroprevalencia de N. Caninum en el valle de Moqguegua, distrito
de Moquegua provincia de Mariscal Nieto, donde se evaluaron 157 vacas, obteniendo
muestras positivas con una Seroprevalencia de 50,96 %. Segun la edad en vacas de 2 a 3
afios 50,09 %de casos positivos, de 4 a 6 afios con 61,40 % resultaron positivos, de 7 a 9
afios 37,78 % positivos, mas de 10 afios 18,18 %. La presencia de perros en los hatos
lecheros demuestra asi: hatos sin perros 125 % con 1 a 2 perros y méas de 5 perros 6,25

dejan a la intemperie de seropositividad (Mamani, 2007).

La frecuencia de N. Caninum en vacas lecheras de la cuenca izquierda del Valle
del Mantaro, Junin, Per(. Se analizaron 182 sueros de bovinos hembras provenientes de
15 establos lecheros de los distritos de Matahuasi, Concepcion, 9 de Julio y Santa Rosa.
Se utiliz6 la prueba de ELISA indirecta con un kit comercial para determinar
anticuerpos contra N. Caninum. Se encontr6 una prevalencia de 46.7 + 7.2 % (85/182).
Los distritos de Matahuasi y Santa Rosa presentaron la mayor (68.7%) y menor (17.8%)
Seroprevalencia, respectivamente. Los resultados confirman la presencia de una alta
frecuencia de N. Caninum en bovinos lecheros de la cuenca izquierda del Valle del

Mantaro (Granados, 2014).

La Seroprevalencia de N. caninum en bovinos lecheros del valle de Lima en el
afno 2000. Se evaluaron 304 sueros de vacas lecheras adultas provenientes de 19 establos
lecheros ubicados en la zona norte (n = 12) y en la zona sur (n =7) del valle de Lima, para

detectar anticuerpos contra N. caninum mediante la prueba de inmunofluorescencia

15
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indirecta. El 29.6 + 5.1% (90/304) de los animales presentd anticuerpos contra el parasito
en una dilucién de 1:200. La prevalencia en la zona norte fue de 40.8 + 8.8% (49/120),
mientras que en la zona sur fue de 22.3 + 6.0% (41/184). Todos los establos evaluados
presentaron algin animal seropositivo a N. caninum. Estos resultados confirman la

presencia de N. Caninum en bovinos lecheros del valle de Lima (Silva, 2003).

2.1.3 A nivel local

La Seroprevalencia de N. caninum en dos centros de crianza de llamas de la
provincia de Melgar, Puno. Se evaluaron 275 sueros de llamas hembras en los distritos
de Santa Rosa (n = 86) y de Nufioa (n = 189), mediante la prueba de inmunofluorescencia
indirecta. EI 16.7 + 4.4 % (46/275) present0 anticuerpos contra el parasito a una dilucion
de 1:50, Considerandose como una Seroprevalencia moderada. El fundo, de Santa Rosa
presentd una Seroprevalencia baja (4.7 + 4.5 % 4/86), mientras que en el de Nufioa fue
moderada (22.2 + 5.9 %, 42/189), existiendo diferencias estadisticas significativas entre
ambos fundos. No se encontraron diferencias significativas entre grupos etéreos (p
<0.05). Este estudio confirma la presencia de N. caninum en llamas hembras de la

provincia de Melgar, Puno (Moya, 2003).

La Seroprevalencia de N. caninum en vacunos lecheros criados al pastoreo de la
provincia de Melgar Puno, mediante la deteccidn de anticuerpos séricos por la técnica de
inmunofluorescencia indirecta (IFI). Se evaluaron 419 sueros obtenidos en forma
aleatoria de siete fundos ganaderos donde las prevalencias obtenidas variaron desde 4.0
*+ 7.7% hasta 37.5 + 11.9%. La prevalencia general fue considerada moderada (18.1 +
3.7%). Todos los fundos presentaron, al menos un animal seropositivo. La edad y el lugar
de procedencia representaron factores de riesgo en la prevalencia de la infeccion

(Atoccsa, 2005).

16
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La investigacion se realizé en las cuencas de produccion lactea: Taraco en la
provincia de Huancané, Progreso en el distrito de Asillo- Azangaro y la microcuenca de
Cabanillas de la Region Puno, con el objetivo fue determinar N. caninum vy algunos
factores de riesgo asociados, Los resultados para la Seroprevalencia del VDVB en Taraco
fue de 65,94%, Progreso 58,49% y Cabanillas 25,0%. La Seroprevalencia de N. Caninum,
en Taraco fue de 9,42%, Progreso 8, 49% y 0% para Cabanillas. El estudio confirma
elevada Seroprevalencia para el VDVB, bajo para N. caninum y coexistencia de ambos
en bovinos lecheros de las cuencas de Tarace, Progreso y Cabanillas de la Region Puno

(Chauca, 2010).

Una investigacién sobre ganado vacunos Brown Swiss del distrito de Caracoto
provincia de San Roman cuyo objetivo de evaluar la Seroprevalencia de N. caninum en
vacunos segun sexo, edad. El tamafio de muestra fue de 85 vacunos, el método de
diagnostico fue ELISA, El resultado de La Seroprevalencia general de N. caninum fue
de 4.71 %. La Seroprevalencia del N. caninum en vacunos machos fue 9,09% y hembras
4.05 % (p>0.05). La prevalencia de la N. caninum en animales menores a dos afios fue

7.14% y en mayores de 2 afios 3.51% (p>0.05) (Banegas, 2018).

22 MARCO TEORICO

2.2.1 Neoespora Caninum

La Neosporosis se diagnosticd en 1984 por primera vez, en Noruega siendo
descrito el nuevo género Neopora caninum en 1988; el primer aislado en cultivo celular
y en el ratén a partir de muestras de cerebro y masculos de origen canino, permitié el
desarrollo de una prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI) para el diagnéstico
serolégico; también desarrollaron una prueba de inmunohistoquimica para la deteccién
del parésito en tejidos de animales infectados, se realizaron estudios sobre la

ultraestructura de los taquizoitos, bradizoitos y quistes tisulares, describieron por primera
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vez al parasito como agente etioldgico de abortos en el ganado bovino, Los mecanismos
de transmision puso de manifiesto la importancia de la transmision vertical del parasito,
a comienzos de la década de los 90, se reconocié a la neosporosis como la principal causa
de aborto en el ganado bovino lechero evidenciandose al perro como el hospedador
definitivo; asi mismo, se han desarrollado nuevas pruebas diagnosticas indirectas, como
el enzimoinmunoensayo (ELISA) la prueba de aglutinacién directa y el Western blot y
directas como la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Dubey, 2007).
2.2.2 Taxonomia

Subreino: Protozoos

Phylium: Apicomplexa

Subclase: Coccidia (Coccidiasina)
Familia: Sarcocystidae

Género: Neospora

Especie: N. Caninum (Ribo, 1997).

2.2.3 Ciclo Bioldgico

El ciclo bioldgico consta de dos fases de reproduccion, siendo una sexual y otra
asexual.

- La fase sexual ocurre en el hospedador definitivo como, por ejemplo, el
perro el cual se contamina ingiriendo los tejidos contaminados con N. caninum de feto
abortados. En los intestinos del hospedador definitivo se originan los Ooquistes,
excretandose en las heces las cuales contaminan los pastos. Los huéspedes intermediarios,
se tiene a los bovinos, estos ingieren los ooquistes con que puede ser el alimento o agua
contaminada y estos se abren en el intestino para transformarse en taquizoitos que se

dividen y se distribuyen por todo el organismo. Siendo capaz de cruzar la placenta e
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infectar el feto. Y es el huésped quien desarrolla una respuesta inmunitaria, formando los

quistes tisulares en el sistema nerviosos del huésped (McAllister et al., 1996).

- La fase asexual, se origina con la liberacion de esporozoitos, en la células
entéricas se transformandose en taquizoitos de replicacion rapida, diseminandose a
diversas células, Posteriormente a la diseminacion de los taquizoitos para posterior a esto
realizarse la formacién de los bradizoitos, enquistandose en quistes tisulares y cuya
localizacion es el tejidos nervioso, la ingestion del quiste tisular da reinicio al ciclo en el
hospedero definitivo (Dubey et al., 2007; Fisher y McGarry, 2007).

2.2.4  Estructura del Neospora Caninum

Para poder estudiar su estructura se tuvo que aislar in vitro, para purificarlo en un
elevado nimero de taquizoitos para la obtencion y analisis de sus proteinas. Las proteinas
de N. caninum se denominan con las siglas MIC o MAP (proteinas asociadas a
micronemas); los granulos densos contienen proteinas denominadas GRA; las proteinas
de roptrias (organulo secretor especializado. Son organulos en forma de club conectados
por cuellos delgados al polo apical extremo del parasito. La proteina roptria ayuda a la
movilizacion del protozoario) se denominan ROP y los antigenos de superficie se
designan como SAG o SRS. En las N. caninum, las proteinas homologas las han

caracterizado empleando el prefijo “Nc¢” (Howe et al., 1999)

2.2.5 Agente Etioldgico

Neospora caninum es un protozoo intracelular obligado perteneciente al Phylum
Apicomplexa y a la familia Sarcocystidae. Mediante microscopio electronico se
reconocen organelos caracteristicos de ese Phylum como: micronemas, roptrias y

granulos densos; este parasito es morfoldgicamente similar a Toxoplasma gondii y esta
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relacionada taxonémicamente a otros protozoos formadores de quistes como Hammondia

heydomi e Isospora bigemina,
Los estadios parasitarios en un ciclo son:

a. Taquizoitos

Los taquizoitos se dividen por endodiogénesis en forma rapida, mide
aproximadamente 7,5 um aprox. (3- 7 um) de longitud, (1- 5 um) de ancho, tiene entre
6-16 roptries y en algunos casos presentaron entre 4-6 roptries localizados posterior al
nucleo, raramente se observa un microporo. Son de forma ovoide, semilunar o globosa

(Andresen, 1999).

b. Bradizoitos

Los bradizoitos se dividen por endodiogénesis, en forma lenta, encontrandose
dentro de los quistes titulares, miden aproximadamente 7-8 pum presentan u nimero
menor de roptries, morfolégicamente son similares a los taquizoitos, los quistes titulares

han sido observados en tejido nervioso y muscular (Anderson et al., 2000).

c. Quistes

Es un estado en el hospedador intermediario; los quistes en el tejido son ovalados
o redondos y miden hasta 107 um de didmetro y se encuentran primariamente en el
sistema nervioso central, dentro de los quistes se encuentran los bradizoitos

aproximadamente entre 50 a 500, su pared es lisa y gruesa (Moore et al., 2005).

d. Ooquistes no esporulados
Son los eliminados por los perros infectados experimentalmente, midiendo entre

11.7 a 11.3 mm de didmetro (Lindsay et al., 1999).
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e. Ooquistes esporulados

Los Ooquistes no esporulados luego de tres dias en el medio ambiente desarrollan
dos esporo-quistes con cuatro esporozoitos cada uno morfolégicamente similar a los
Ooquistes de T. gondii y Hammondia en perro, los estados enteroepiteliales en el perro

no han sido descritos hasta el presente (Paz, 2005).

2.2.6 Epidemiologia

El N. caninum ha sido identificada en fetos bovinos abortados tanto en ganado
lechero como en el ganado de carne, problema que ocurre en casi todos paises de los cinco
continentes. Ademas, la infeccién se ha identificado en casos de aborto endémico,
esporédico y en brotes de aborto epidémico en ganado bovino de leche y carne. La
neosporosis esta considerada como una de las causas principales de aborto y la tasa de
prevalencia de la infeccidon por este parasito, observada en fetos bovinos abortados
enviados para diagnostico del proceso abortivo y/o utilizados en estudios epidemioldgicos
en distintos paises es muy variable, observandose una mayor prevalencia en aquellas

granjas con problemas previos de aborto (Hentrich et al., 1997).

Por otra parte, existe una asociacion entre el ganado lechero seropositivo y la
presencia de abortos debidos a la infeccion por N. caninum (Paré et al., 1997), hecho que
ha sido confirmado con los resultados obtenidos en un estudio encontraron una elevada
correlacion entre la presencia de anticuerpos en la madre y la presencia del parasito en

los fetos abortados (Sager et al., 2001).

La infeccidn por N. caninum en el ganado bovino estad ampliamente difundida y
se ha demostrado una asociacion significativa entre la presencia de la infeccion y el

aborto, se sefialé por primera vez en 1996 en fetos abortados y en el ganado lechero
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adulto, mediante la observacion de lesiones especificas y la deteccion de anticuerpos

especificos (Gonzélez et al., 1996).

El examen inmunohistoquimico de secciones del sistema nervioso central
permitié detectar la presencia de pequefias cantidades de antigeno y establecer un
diagndstico de neosporosis como causa del aborto. Recientemente se han detectado la
infeccion en un 38,8% de los fetos bovinos remitidos para el diagndstico por al menos
una de las cinco técnicas diagnosticas empleadas (histologia convencional,

inmunohistoquimica, IFI, ELISA y PCR) (Pereira -Bueno et al. 2003).

Como denominador comun en la mayor parte de los estudios, los fetos fueron
enviados para diagnostico y procedian de ganado bovino lechero. En Suecia, Dinamarca
y Bélgica, los primeros diagnosticos de la infeccion en casos de aborto se realizaron entre
1994 y 1997. En todos los casos los fetos enviados procedian de explotaciones lecheras
con problemas de aborto. Asi mismo la infeccidn por N. caninum es uno de los problemas
mas importantes en las grandes explotaciones de ganado lechero en la costa oeste de los
EE.UU. Desde la primera descripcién de la presencia de N. caninum en fetos bovinos
abortados en ganado lechero en Nuevo México, la infeccion se ha asociado a la
presentacion de abortos esporadicos, endémicos o epidémicos en el ganado. En California
en base a los resultados del diagndstico del aborto en fetos enviados a los laboratorios
oficiales se considera que la infeccion por N. caninum es la causa mas importante de
aborto en el ganado bovino lechero (Barr et al., 1991; Anderson et al., 2000; Dubey,

2007).

Posteriormente, los estudios realizados en el ganado lechero de otros paises de
Europa, América, Oceania y Asia han confirmado resultados positivos a la N. caninum.

Sin embargo también se ha identificado al parasito como un causante importante de fallo
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reproductor. En Canadé se han realizado diagnosticos de la infeccion por N. caninum en
abortos tanto en ganado de leche como de carne al igual que en Argentina (Moore et al.,

2005).

HORIZONTAL
TRANSMISSION

VERTICAL
TRANSMISSION

Iy

Figura 1. Ciclo biologico de Neospora Caninum en bovinos como hospedero

intermediario y al perro como hospedero definitivo del ciclo (Goodswen et al., 2013)

2.2.7 Factor de Riesgo
Los diversos estudios de prevalencia realizados en los diferentes hospedadores
naturales de la infeccion ponen de manifiesto una mayor repercusion de esta parasitosis

fundamentalmente.

a) Edad
En relacion a la edad de los animales los datos que existen hasta el momento son
controvertidos. En general no se observan diferencias en la tasa de Seroprevalencia de la
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infeccion por N. caninum en relacién con la edad de los animales lo que indica que la
infeccion en los rebafios se mantiene principalmente por transmision vertical y que los
brotes de aborto atribuibles a la infecciéon son inducidos por factores que estimulan la
reactivacion de las infecciones cronicas méas que debidos a reinfecciones (Paré et al.,

1996).

En aborto por la infeccion por N. caninum en ganado lechero no se han observado
diferencias significativas entre las tasas de aborto obtenidas en los diferentes grupos de
edad de los animales abortados. Ademas en relacion con el aborto, cabe sefialar que la
infeccion se ha diagnosticado en fetos abortados por hembras de edad muy variable,
identificandose el paréasito en fetos abortados de novillas y en fetos abortados de vacas de

hasta 11 afos de edad (Davison, H, A. 1999).

Sin embargo, en el estudio epidemioldgico realizado en Maryland en un hato
lechero, se detect6 una prevalencia mas baja en los animales de 13 y 24 meses de edad
en novillos y novillas, habiendo una riesgo creciente en la actividad seroldgica en vacas

de mayor edad (Dyer et al., 2000).

b) Inmunidad

Ante una infeccion por N. caninum los animales desarrollan una respuesta
inmune de base humoral y celular. Cualquier cambio en el equilibrio inmunolégico puede
influir de forma determinante en la relacion parasito-hospedador originando enfermedad
o muerte del feto. En el ganado bovino la eficacia de la respuesta inmune maternal, asi
como la capacidad del feto para desarrollar una respuesta inmune frente al parasito son
factores determinantes en el progreso de la infeccion y por consiguiente en sus

manifestaciones clinicas. (Shibahara et al., 1999).
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La capacidad inmunitaria va a depender del estimulo antigeno para la formacién
de células sensibles a antigenos se requiere para la seleccién clonal y la multiplicacién
celular inducida por antigenos. Es asi que los mamiferos neonatos son vulnerables a la
invasion durante las primeras semanas de vida. La madre le brinda en forma de anticuerpo
y en linfocitos T. La transferencia pasiva de inmunidad de la madre al neonato resulta

esencial para la supervivencia de este (Tizar, 1995).

C) Sexo

En la actualidad la informacion disponible sobre la influencia del sexo en la
presentacion de la enfermedad es escasa, ya que todos los estudios realizados en la especie
bovina se han llevado a cabo en hembras reproductoras y ain no se dispone de datos sobre
la prevalencia de la infeccion en los machos, las manifestaciones clinicas y el papel que

juegan éstos en el ciclo biol6gico de la N. caninum.

d) Raza

La infeccion por N. caninum se ha diagnosticado con mayor frecuencia en los
rebafios de razas de aptitud lechera que en los de razas de aptitud carnica. Sin embargo,
en los bovinos no se ha demostrado la existencia de una mayor sensibilidad a la infeccién

en las razas de aptitud lechera que en las de aptitud carnica (Paré et al., 1998).

Por otra parte, la mayor frecuencia de la neosporosis observada en los rebarios de
leche podria estar relacionada con unas condiciones mas adecuadas en estas explotaciones
para la transmision de la infeccién. En el ganado de leche en el que en muchos casos, la
reposicion se realiza con animales de la misma granja, la infeccion se transmite
principalmente por via transparentaria sin la participacion de un hospedador definitivo
que contamine el medio con Ooquistes del parasito, existiendo una tasa de infeccién

congénita elevada. (Schares et al., 1998).
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e) Antecedentes De Fallo Reproductivo

La infeccidn por N. caninum es mas frecuente en los rebafios con problemas de
aborto y mortalidad neonatal que en las explotaciones sin antecedente de fallo
reproductivo, observandose tasas de Seroprevalencia intra rebafio mas elevadas que
aquellos con antecedente de aborto sin este antecedente. Asi mismo la tasa de
Seroprevalencia individual es mas elevada entre los animales con problema de aborto que
entre los que no presentan esta manifestacion clinica y en el ganado lechero se ha
demostrado recientemente que la probabilidad de que los animales que abortan sean
seropositivos es tres veces mayor a la probabilidad de que sean seronegativos (Paré et al.,

1996).

f) Infecciones Frecuentes

Entre los factores de riesgo de aborto en los bovinos hembras, esta se asocia a
las infecciones frecuentes por otros patdgenos. Aunque experimentalmente se ha
demostrado que la infeccion por N. Caninum puede inducir el aborto en los bovinos es
posible que esta infeccion no sea la Unica causa de aborto, nacimiento de animales
muertos o enfermos, ademas no se puede excluir aquellos diferentes factores de
infecciones por otros agentes patdgenos, agentes inmunosupresores o factores
hereditarios que predispongan al aborto de fetos infectados por N. caninum (Thurmond

1997).

En general, en los fetos bovinos abortados con infeccién por N. caninum se ha
detectado con poca frecuencia la presencia de otros agentes que pueden ser también causa
de aborto en el ganado bovino. Se han identificado simultdneamente infecciones;
salmonelas (Salmonella dublin), leptospiras (Leptospira hardjo), Bacillus licheniformis

y Actinomyces pyogenes, entre otros (Caldow et al., 1998).
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Aunque en los bovinos la infeccion por T. Gondii es poco frecuente, ademas este

parasito no se considera una causa de aborto en esta especie, (Gottstein et al., 1998).

0) Tamafio De La Muestra

En cuanto al tamafio de la explotacién, apenas existen datos que lo relacionen con
la presencia de la infeccion por N. caninum. En EE.UU la infeccidn se ha diagnosticado
tanto en explotaciones lecheras de gran tamafio como en rebafios de tamafio més reducido

(Anderson et al., 2000).

En Francia, los resultados de un estudio Seroepidemiolédgico en ganado Normando
y Charoléis, indicaron que la infeccion fue mas frecuente en los rebafios lecheros

considerados de tamarfio grande (78 animales) (Klein et al., 1997).

La infeccion por N. caninum fue més frecuente en los rebafios considerados de
tamafio medio (11-49 animales) (64%) que en los pequefios (hasta 10 animales) (36%) y

en los grandes (50 0 més animales) (49%) (Quintanilla-Gonzalo et al., 1999).

h) Estaciones Del Afio

En general, los abortos de fetos infectados por el parésito se presentan en cualquier
época del afio, aunque en ocasiones se ha observado una mayor frecuencia en los animales
con infeccién cronica durante algunos meses otofio e invierno, debido probablemente a
factores inmunodepresores que predominan durante este periodo relacionados con la

alimentacion y el estrés, (Thurmond et al., 1995).

En el caso de posibles infecciones postnatales via ingestion de Ooquistes, la
infeccion de los animales en zonas templadas y los abortos por esta causa serian también
mas frecuentes durante los meses de otofio-invierno, ya que probablemente la viabilidad
de los Ooquistes en el medio disminuiria notablemente durante la estacion seca y calida.
En este sentido describieron una asociacion entre el aumento de la prevalencia en el
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ganado bovino de carne y una mayor cantidad de animales durante la estabulacion

invernal (Sanderson et al. 2000)

2.2.8 Tipos De Transmision
a) Transmision horizontal

La transmision horizontal post-natal o trasmision exdgena de la infeccion es por
la ingestion de Ooquistes eliminados en las heces del hospedero definitivo,
principalmente el perro. Que contamina el alimento (pastos y forrajes y piensos
almacenados) y el agua de bebida y siendo el causante del aborto en el ganado bovino

(Moore et al., 2005).

b) Transmision placentaria vertical

Es el principal modo de infeccion , dado por la propagacién y mantenimiento de
la enfermedad, también llamada transmisién congénita. Esta via ha sido demostrada
experimentalmente en ovinos, caprinos, ratones, caninos, felinos, porcinos y primates.

Las formas de transmision transplacentaria vertical son la enddgena (Moore et al., 2005).

2.2.9 Patogeénesis

La patogénesis del N. caninum en el ganado bovino, esti relacionado a los
mecanismos de la muerte fetal. Y son los bradizoitos alojados en los quistes tisulares del
SNC en la hembra bovina gestante, provocando una parasitemia en el animal, ya sea por
reactivacion de quistes latentes o como resultado de una infeccion oral. Los taquizoitos
atraviesan la placenta produciendo necrosis e inflamacion en los tejidos fetales por via

sanguinea (Horna et al., 2003).

En las células infectadas del feto se inicia el proceso de multiplicacion mediante
endodiogenia que, ocasionando este dafio celular con necrosis e inflamacién, formandose

quistes tisulares capaces de persistir toda la vida del animal. Los mecanismos hormonales
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e inmunoldgicos maternos ocurren durante la gestacion, se ha estimado que transcurren
3-4 semanas entre la infeccidn fetal, hasta provocar la muerte fetal o nacer un ternero
infectado, que en caso de ser hembra transmitira la enfermedad a su descendencia, siendo

propensa al aborto (Morales, 2001).

2.2.10 Diagnostico

El diagnostico de la Neosporosis se debe basar en la historia clinica, signos
clinicos, lesiones macroscopicas y microscopicas en los tejidos fetales, cuyo caso del
parasito puede ser confirmada por técnicas inmunohistoquimicas (Lindsay y Dubey,

1989; Anderson et al., 2000).

También existen pruebas serologicas como la prueba de inmunoflorescencia
indirecta (IFI) la prueba de Aglutinacidn Directa y diferentes ensayos inmune absorbentes
ligados a enzimas ELISA. Recientemente la técnica de PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa) ha permitido un gran avance en el diagnostico sin embargo no es muy usado

por su elevado costo (Dubey, 2007)

2.2.10.1 Técnicas seroldgicas empleadas
a) La IFI

Fue la primera prueba seroldgica empleada en la deteccion de anticuerpos
especificos (IgG) frente a N. Caninum en el suero de animales infectados). Posteriormente
se ha empleado el enzimoinmunoensayo (ELISA) en el cribado de un nimero elevado de
muestras. Asi mismo otras técnicas seroldgicas como el western blot y la prueba de
aglutinacion directa también han presentado buenos resultados de sensibilidad vy

especificidad en el diagnostico de la neosporosis (Dubey et al., 1988)
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b) ELISA

Recientemente, se han desarrollado numerosas pruebas ELISA para la deteccion
de anticuerpos especificos, cuya sensibilidad es adecuada y la especificidad elevada. La
sencillez y rapidez de su realizacion y la facil interpretacion de los resultados, la
capacidad de automatizacion y el bajo costo econdmico son ventajas a tener en cuenta
cuando se analizan un nimero elevado de muestras. Estas pruebas utilizan distintos tipos
de antigenos: taquizoitos sonicados, taquizoitos fijados con formalina, antigenos

recombinantes o antigenos incluidos en particulas iscom.

En la préctica el ELISA indirecto emplea el antigeno soluble (mezcla de antigenos
intracelulares y de membranas de los diferentes aislados de N. caninum BPAly NC-1)
es la técnica de diagndstico mas empleado con mayor para la deteccidn de anticuerpos

especificos en suero y liquidos fetales (Bjorkman & Uggla, 1999).

En la actualidad, se han comercializado diferentes pruebas ELISA basadas en
antigeno soluble, como los desarrollados por las casas comerciales IDDEX

(Herdcheck®), Hipra (Civtest®) e Intervet (CHEKIT® Bommeli).

Una variante de las pruebas de ELISA convencionales que emplean antigeno
soluble de taquizoitos, es el ELISA de competicién el cual es una prueba indirecta que
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. Una ventaja es que analiza el nivel de anticuerpos que se unen a un Gnico epitopo,
lo cual le confiere una mayor especificidad con respecto al ELISA indirecto tradicional.
Desarrollaron una prueba de competicidn para detectar anticuerpos especificos frente al
parasito en el ganado bovino, empleando un anticuerpo monoclonal -Mab 4A4-2- dirigido

frente al antigeno de superficie de 65 kDa (Baszler et al., 1996)
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Recientemente la prueba ha sido validada mediante el andlisis de diferentes grupos
de sueros de referencia, sugiriendo el empleo de un Unico punto de corte sin que conlleve
un descenso de la sensibilidad o de la especificidad. Por otra parte desarrollaron un ELISA
de competicion, cuyos valores de sensibilidad y especificidad no pudieron ser calculados
debido a la variabilidad existente entre los diferentes laboratorios incluidos en el estudio
en relacion a la lectura e interpretacién de los resultados de la prueba de referencia

empleada: la IFI (Dubey et al., 1997).

Williams et al., en 1997 describieron un ELISA que empleaba como antigeno los
taquizoitos enteros del aislado de origen canino NC-L.iv, fijados con una solucion salina
formulada. Mediante esta técnica Unicamente los antigenos de la membrana celular
externa son accesibles a los anticuerpos especificos presentes en el suero aumentando la
especificidad. En laactualidad la prueba se ha comercializado con el nombre Mastazyme-
Neospora (MAST Diagnostics), normalizado unicamente para el anélisis de sueros de
origen bovino. La validacion se realizd6 mediante el analisis de sueros procedentes de
animales con infeccion aguda y cronica, obteniendose diferentes valores de sensibilidad

para cada punto de corte considerado (Williams et al., 1999).

Se desarroll6 diversas proteinas recombinantes del N. caninum que podrian
emplearse en nuevas pruebas inmunodiagndsticas basados en el empleo de antigenos
recombinante, presenta una serie de ventajas con respecto al ELISA clasico. EI ELISA
recombinante al emplear uno o varios antigenos especificos de N. caninum frente a una
mezcla de antigenos que componen el extracto soluble, presenta una mayor especificidad

detectandose un menor nimero de reacciones cruzadas con otros protozoos cercanos.
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C) WESTERN BLOT

La técnica de western blot se ha utilizado fundamentalmente para estudiar la
composicion antigénica de N. caninum, empleando sueros de diferentes especies
infectadas. Entre los antigenos identificados destacan por su intensidad y frecuencia de
reconocimiento antigenos inmunodominantes. En cuanto a su utilidad diagnéstica el
western blot es una técnica que se ha empleado en escasos estudios de rebafios, utilizado
mas que todo como apoyo a otras pruebas seroldgicas IFIy ELISA, el western blot
podria sustituir a la IFI como técnica de referencia en el diagnostico seroldgico de la
neosporosis, debido a que éste presentd una mayor sensibilidad en comparacién a la IFI
y el ELISA sin que por ello disminuyese la especificidad posteriormente, comprobaron
que el diagndstico serolégico fetal mejoraba considerablemente cuando se empleaba el

western blot (Schares et al., 1998).

d) AGLUTINACION DIRECTA

La aglutinacién directa se basa en la capacidad de aglutinacion de los taquizoitos
formalizados en presencia de inmunoglobulinas especificas. La prueba, posteriormente,
ha incluido una modificacion en la cual inicamente se detectan 1gG mientras que las IgM
son destruidas mediante un tratamiento con mercaptoetanol. En esta técnica de
aglutinacion directa modificada se basan las pruebas disefiadas para el diagnostico de la
infeccion por Neospora. La prueba ha demostrado ser bastante especifica y en su
desarrollo se han empleado los aislados de N. caninum BPA-1, obteniéndose en ambos
casos una sensibilidad elevada cuando se analizaron sueros de 16 especies diferentes).
Sin embargo, en la actualidad se debe evaluar su aplicacién en las diferentes especies,
razén por la cual no ha reemplazado a las técnicas seroldgicas IFI y ELISA que se

emplean de forma habitual en los estudios epidemiolégicos (Packham et al., 1998).
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2.2.11 Signos Clinicos

El aborto es el Unico signo clinico observado en las vacas infectadas. Los fetos
abortados estdn normalmente autolisados 0 momificados. La edad del aborto oscila entre
los 3 y los 8 meses de edad, aunque en su mayoria abortan entre los 4 y 6 meses de
gestacion. Pueden ocurrir muchos abortos en un periodo relativamente corto y las
hembras bovinas que han abortado nuevamente a causa de N. caninum pueden gestar un
ternero infectado de forma congénita en el siguiente parto o abortar de nuevo. Los terneros
que nacen infectados de forma congénita pueden presentar sintomatologia
neuromuscular. Los signos clinicos aparecen normalmente 5 dias después del nacimiento,
aunque pueden aparecer a las dos semanas, con terneros que pueden nacer bajos de peso,
débiles e incapaces de ponerse de pie. La temperatura, frecuencia cardiaca y respiratoria
son normales. Los miembros anteriores y posteriores de algunos terneros pueden
permanecer en extension rigida. ElI examen neuroldgico revela ataxia, reflejos patelares
disminuidos y pérdida de la propiocepcion de los miembros pélvicos, Las lesiones
microscopicas en los fetos abortados estan asociadas con la presencia de taquizoitos en
cerebro, médula espinal, corazon, y ocasionalmente en los pulmones y los rifiones. Las
lesiones microscopicas corresponden a encefalitis y miocarditis no supurativa
necrotizante multifocal. Cualquier porcién de cerebro o de la médula espinal puede tener
las lesiones. Es sencillo reconocer las lesiones en el tallo cerebral de los fetos méas joévenes
que en el cerebro debido a que alli la autolisis es mucho mas acelerada que en el tallo
cerebral. Es posible observar taquizoitos y lesiones ocasionalmente en la placenta

(Jimmy, 2001).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1 ZONA DE ESTUDIO

Las muestras serologicas del presente trabajo de investigacion se obtuvieron de
vacunos del Centro Experimental Chuquibambillay el analisis se realizo en el laboratorio
de salud animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Nacional del Altiplano con Sede en el Centro Experimental Chuquibambilla, que se ubica
en el distrito de Umachiri, provincia de Melgar de la Region Puno, a una altitud de 3915

m.s.n.m.

3.2 POBLACION - MUESTRA

El nimero de animales a estudiarse, se determind mediante el método de muestreo
al azar, tomando como referencia para el célculo de una prevalencia del 36%
considerando los resultados reportados por la Provincia de Melgar, Puno (Atoccsa, 2005)
con un nivel de confianza 95% y con un error de precision mediante la siguiente formula

(Miranda, 1987).

n= z’pq
d2

n= (1.96)%(0.36) (0.64) = 88.51

(0.1)
n= numero de vacunos
z%= valor de Z al 95% de confiabilidad
p= proporcién esperada 0.35
g=1-p (diferencia de proporcion)

d? = grado de precision del muestreo al 90%
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Cuya distribucion se presenta en la siguiente tabla, Segin edad y raza, Vacunos
mayores de 2 afios y menores de 2 afios, ya que representan un grupo de riesgo. Se
considero las razas Brown Swiss, Aberdeen Angus, Charolais y Criollo. Las muestras de
sangre fueron tomadas de vacunos del Centro, obtenidas durante el afio 2019.

Tabla 1. Ndamero de vacunos distribuidas segiun edad y raza del Centro

Experimental Chuquibambilla para determinar la Seroprevalencia de N. Caninum

Razas
Edad Brown Aberdeen Tot
Swiss Charolédis  Criollo Angus al

mayor 1

de 2 afios 11 11 1 11 44
menor 1

de 2 afios 11 11 1 11 44
Total 22 22 5 2 22 88

3.3 PROCEDIMIENTO DE RECOLECCION DE DATOS:

3.3.1. Toma de muestra sanguineo

La toma de muestras de sangre se procedié con la sujecion del animal luego se
realiz6 hemostasia a nivel del tercio inferior del cuello, se desinfecto el area de la
venopuncién. En la que se extrajo aproximadamente 5 ml de sangre de la vena yugular.
Las muestras fueron recolectadas en tubos al vacio (vacutainer) sin anticoagulante, los
tubos son colocados en posicidn inclinada, luego se realizé la centrifugacion a 3,500 rpm
durante cinco minutos. Posteriormente a ello, los sueros sanguineos se aislaron en viales
y se congelo a - 20°C, hasta el momento del trabajo en el laboratorio de Salud Animal de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia con sede en el Centro Experimental

Chuquibambilla.
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3.3.2. Materiales para la toma de muestra de sangre

- Agujas Hipodérmicas 20 G X 1 %.

- Frascos colectores de suero sanguineo (viales criogénicos) x 2mL
- Tubos vacutainer de 6 ml

- Algodon.

- Alcohol yodado al 3%

- Lapiceros de tinta indeleble.

- Pipetas automaticas y manuales.

- Guantes de exploracion.

- Agujas Hipodérmicas 20 G. X 1 pulgadas.

3.3.3. Materiales para la prueba de ELISA.

- Micro pipetas de precision.

- Tips de 10ul y de 100uL

- Probetas graduadas de 500uL
- Bandejas.

- Papel toalla.

- Algodon.

- Agua destilada.

3.3.4. Reactivos.

- Placa tapizada con antigeno de Neospora caninum.
- Control negativo (Negativo control ELISA 1 x 0.9 mL).

- Control positivo (Positivo control ELISA 1 x 0.9 mL).
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- Conjugado 1 x 24ml.

- Diluyente de la muestra.
- Substrato TMB n °12.

- Solucion de frenado n°3.

- Solucion de lavado concentrada (10X).

3.3.5. Equipos de Laboratorio

- Estufa incubadora a 37°C

- Refrigeradora convencional

- Congeladora a -20°C

- Potenciometro.

- Crondmetro de tiempo.

- Lector de ELISA ChroMate Manager

- Micro pipeta canal simple 20 a 200 pL

- Micropipeta canal simple 100 a 1000 pL

- Micro pipetas multicanal 50 — 300 puL
3.4 METODOLOGIA

3.4.1. Procedimiento del test de ELISA

- Tomar la placa tapizada y anotar la posicion de las muestras
- Se dispenso 90 pL de Diluyente de Muestra en cada pocillo

- Se dispenso 10 pL. de Control Negativo (CN) en dos pocillos
- Se dispenso 10 pL. de Control Positivo (CP) en dos pocillos
- Se dispenso 10 pL de muestra en los pocillos apropiados

- Se homogenizo los contenidos de los micropocillos utilizando un agitador
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de placas

- Se cubri6 la Placa o se sell6 herméticamente y se incubo por 1 hora a una
temperatura de 37° C.

- Se elimind el contenido de cada pocillo y se lavd cada pocillo con
aproximadamente con 300 pl. de solucioén de lavado por 3 veces y luego se eliming el
fluido de lavado residual de cada pocillo golpeando sobre papel absorbente

- Se dispenso 100 pl. de Conjugado en cada pocillo

- Se sell6 herméticamente la Placa y se incubo por 1 hora a una temperatura
de 37° C.

- Se elimind el contenido de cada pocillo y se lavd cada pocillo con
aproximadamente con 300 pl. de solucion de lavado por 3 veces y luego se eliminé el

fluido de lavado residual de cada pocillo golpeando sobre papel absorbente

Se dispenso 100 pl. de Sustrato TMB n 12 en cada pocillo.

- Se incubo por 15 minutos a una temperatura de 18 a 24 °C

Se dispenso 100 pl. de solucion de frenado n 3 en cada pocillo

Se ha leido los resultados con un fotémetro de longitud de onda de 450 nm
a través de la lectora de ELISA

3.4.2. Descripcion y principios del KITS

Las placas de microtitulacion se suministran tapizadas con antigeno inactivado.
Las diluciones de las muestras que van a ser procesadas se incuban en los pocillos.
Cualquier anticuerpo especifico frente a N. caninum se une al antigeno que tapiza los
pocillos y forma un complejo antigeno anticuerpo en la superficie del pocillo. El material
que no ha quedado unido se elimina de los pocillos mediante lavado. A continuacion, se
afiade un conjugado formado por una IgG antirumiante unida al enzima peroxidasa, el

cual es susceptible de unirse a los anticuerpos de rumiantes que formaron el complejo con
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el antigeno de N. caninum. El conjugado no unido se elimina mediante lavado y se afiade
un sustrato TMB a los pocillos. El grado de color desarrollado (densidad 6ptica medida a
450 nm, tras la adicion de la solucion de frenado) es directamente proporcional a la
cantidad de anticuerpo especifico frente a N. caninum presente en la muestra. La
relevancia diagnostica del proceso se obtiene comparando la densidad 6ptica de los
pocillos con muestra, con la densidad Optica de los pocillos que contienen el control

positivo.

3.4.3. Calculo de la Seroprevalencia

Para estimar la Seroprevalencia de N. caninum se realiza mediante la formula:

Numero de muestras positivas

Prevalencia = ---- -- S X 100

NUmero total de muestra

Célculos de los controles:

Control Negativo (CN)

CN1 A (450) + CN2 A (450)
6111 T ——
2
CP1 A (450) + CP2 A (450)
CNX = cemmemmmemmemmemmcemcem e
2
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Calculo de la muestra

Muestra A (450) - CNX

M/P % = 100 X =--=-==mmmmmmmmmm oo

CPX - CNX

Interpretacion de los resultados
Negativo: M/P % < 30
Dudoso: M/P % <40

Positivo M/P % > 40

3.5. ANALISIS ESTADISTICO
Para las variables edad y raza de la Seroprevalencia del N. caninum se realizé la

prueba estadistica Ji cuadrada cuya formula es la siguiente:

X2 = Z(OiE— E)’
J
Donde:
X2=Valor de ji-cuadrado.
2= Sumatoria.
0;= frecuencia de valor observado.
Ej= frecuencia de valor esperado.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Seroprevalencia general de Neospora caninum.

La Seroprevalencia general de N. Caninum en el Centro Experimental de
Chuquibambilla en vacunos de las Razas Brown Swiss, Aberdeen Angus, Charolais y
Criollo se muestra en la Tabla 2, donde de las 88 muestras procesadas se encontraron 4
vacunos que son positivos al N. caninum representando el 4.55%, mientras que el 95.45%

de los animales son negativos a la enfermedad.

Tabla 2. Seroprevalencia general de N. caninum en vacunos del Centro
Experimental Chuquibambilla

Seroprevalencia N %
Positivos 4 4.55
Negativos 84 95.45

Total 88 100

Estos resultados indican que en la zona de estudio existiria una propagacion de
Neospora caninum, debido a que existen animales infectados con el parasito, teniendo al
hospedador cerca, ya que los pastores crian un perro al menos para el cuidado del hato;
corroborado por McAllister et al. (1996); Barling et al. (2000); Gondim et al. (2004),
quienes mencionan que el perro puede eliminar mas de 500 000 ooquistes, después de
alimentarse con el tejido infectado; por lo que la convivencia de perros y bovinos dentro

del establo incrementa el riesgo de transmisidn de neosporosis; lamentablemente, esta es
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una practica comun en los establos, al permitir que los perros se alimenten de los restos

placentarios producto de abortos o partos.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, mediante la técnica de ELISA
indirecta, resultan ser muy inferiores a los estudios de Cardona et al. (2015) quienes
reportaron 74.7 % de seroprevalencia; lo cual confirma la evidencia de circulacion
antigénica de N. caninum en las ganaderias bovinas de Monteria, Cordoba (Colombia); al
igual que lo reportado por Rivera (2000) quien encontré el 62. | % (18/29) de anticuerpos
contra N. caninum, cuyas vacas presentaron una alta incidencia de abortos ; asi mismo
Ofia (2015) obtuvo un 61% de positividad al parasito, y Granados (2014) encontr6 una
prevalencia de 46.7 £ 7.2 % (85/182) los distritos de Matahuasi y Santa Rosa presentaron
la mayor seroprevalencia de 68.7% y la menor con 17.8%. El contraste con estos estudios
indica que la alta prevalencia de N. caninum, los que podrian deberse a la introduccion
de vacas de otras zonas, sin previo descarte de enfermedades reproductivas como la
neosporosis; asi como a adquisiciones locales de ganado, con el fin de mejorar la genética
de las poblaciones en las cuencas lecheras; otro factor podria ser la presencia del
hospedero (perro) definitivo en las zonas de pastoreo o criaderos establecidos en cercania
con centros urbanos (McAllister et al.,1996).

Por otro lado, nuestro resultado encontrado fue levemente inferior a los estudios
realizados por otros autores como el Tuemmers et al. (2017) quienes encontraron un
21.1% (92/437) de las muestras positivas a N. caninum, mientras que 13.9% (61/437),
Silva (2003) encontré el 29.6 + 5.1% (90/304) de los animales presentd anticuerpos contra
el parasito; Montiel-Pefia et al. (2011) reportaron una prevalencia general de neosporosis
de 20.8 %, de igual forma los estudios de Atoccsa (2005) con la técnica de
inmunoflorescencia indirecta (IFI) encontré para la Provincia de Melgar un 18.10 % de

prevalencia; igualmente Portocarrero et al.(2015) encontraron una seroprevalencia de
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18.8 + 3.9%; Huarachi (2008) reporta en vacunos Brown Swiss y criollos del CIP
Chuquibambilla 15.28 % de seroprevalencia a neosporosis; esta diferencia se deberia a la
permanencia de vacas seropositivas (transmision vertical) dentro del hato, presencia de
caninos que conviven con los bovinos dentro de los establos y falta de medidas higiénicas
sanitaria (Barling et al., 2000), tanto en los establos muestreados como en los alrededores.
Estos canes pueden defecar libremente sobre el alimento o dentro de los corrales, por lo
gue existen las condiciones propicias para que se realice la transmision horizontal del
perro al ganado o viceversa.

Existen reportes con similares porcentajes al presente trabajo, como el de Chauca
(2010), quien encontr6 una Seroprevalencia para el Neospora caninum, en Taraco de
9,42%, Progreso 8, 49% y 0% para Cabanillas de la region de Puno; al igual que al estudio
realizado por Oviedo (2007) en vacas con desordenes productivos de la finca de Monteria
Colombia encontrando una seropositividad de 10,2%; Laura, (2010), quien encontro
9.42% de prevalencia en vacunos del distrito de Taraco, 8.49% de prevalencia para
vacunos del Centro Poblado de Progreso; Ramos (2019) la Seroprevalencia general de N.
caninum fue de 8.64 %; Banegas (2018) encontré prevalencias similares al presente
estudio con la misma técnica de diagnostico, en donde reporta que el distrito de Caracoto
tiene un 4,71%; Thurmond et al. (1997) menciona que las diferencias en la prevalencia
varian en funcién del pais, region, técnica diagndstica utilizada, tamafio de muestra
seleccionado y caracteristicas del muestreo., corroborado también por Barling et al.
(2001); Fort et al. (2015); quienes indican que existe una asociacion entre la

Seroprevalencia y los factores de manejo.
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4.2. Seroprevalencia de Neospora Caninum en vacunos segun edad.

Los resultados del estudio de Seroprevalencia de N. caninum en vacunos segln
edad, en el Centro Experimental Chuquibambilla; se presenta en la Tabla 3 encontrandose
para vacunos menores de 2 afios una seroprevalencia de 4.54 % y para vacunos mayores

de 2 afos de 4.54 % .

Tabla 3. Seroprevalencia de N. caninum en vacunos segun edad, del Centro
Experimental Chuquibambilla

Animales Positivos
Edad Muestreados
n= (+) 0%

menores de 2
afnos 44 2 4.54

mayores de 2
afnos 44 2 4.54

Total 88 4

Los resultados de la Tabla 3, no mostraron diferencia estadistica (p>0.05) lo que
nos indica que la edad no influye en el grado de infeccion en vacunos Centro
Experimental Chuquibambilla, sin embargo, es notable que en ambas edades se tiene un
porcentaje bajo, pero esta condicidén pudiera aumentar si no se tiene el control de la

crianza de canes, del personal que tiene a su cuidado del hato de vacunos.

Un estudio en Moquegua (Mamani, 2007) determind que en edades entre 2 a 3
anos presentaron una prevalencia con 50% de casos positivos en vacunos de 4 a 6 afios
con 61,40 % de casos positivos, de 7 a 9 afios 37,78 % positivos, mas de 10 afios 18,18
%; Ofia (2015) determino una seroprevalencia de 45%, estableciendo a la edad como un

factor de riesgo; Contreras (2011) report6é una seroprevalencia segun edad es 66,67 % a
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los 8 afios y 25 % a los 2 afios; Granados (2014) en cuenca de Mantaro, Junin determind
que vacas de 3 a 9 afios de edad 46.7% confirmando una relacion con la edad; Bedoya et
al. (2018) en estudios de seroprevalencia de N. caninum en Colombia indican que segln
la edad las prevalencias mas bajas se presentaron en vacunos jovenes de 17 meses de edad
19.8% y que las mas altas prevalencias se encontraron en vacuno mayores a 3 afios
mayores de edad 31.1%. Estas diferencias se deberian a muchos factores, como lo indican
Jensen et al. (1999); Dyer et al. (2000); Sanderson et al. (2000); Rinaldi et al. (2005); y
concluyen que un factor importante que influye en la seroprevalencia de N. caninum es
la edad de los bovinos, quedando demostrado que la seropositividad se incrementa con la

edad determinando .

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, son inferiores a los estudios de
Montiel-Pefia et al. (2011) donde reporta que hembras de dos afios de edad tuvieron la
seroprevalencia mas baja (15.2 %), seguidas del grupo de tres afios (24.1 %); en hembras
de cuatro a siete afios de edad la prevalencia se mantuvo en el rango de 20 a 24 %; al
igual que la investigacion realizada en Melgar, Puno por Atoccsa (2005) quien determino
una seroprevalencia moderada de acuerdo a la edad en bovinos lecheros con 18.1%);
Repiso et al. (2004) mostré una prevalencia para vacas de 14.03 % (314/2237) y para
vaquillonas 13.05 % (291/2230); Ramos (2019) reporta una prevalencia para animales
menores a dos afios fue 8.33% y en mayores de 2 afios 8.88%; diferencias que se deberian
al factor edad es decir que existe una seropositividad que se incrementa con la edad

determinando (Sanderson et al. (2000); Rinaldi et al. (2005).

Existen datos similares a la presente investigacion como el de Banegas (2018)

quien encontrd una prevalencia en vacunos menores de 2 afios fue de (7.14%) y mayores
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de 2 afos (3,51%). A pesar que nuestros resultados, muestran que la edad no se relaciona
con la seropositividad ni incrementa el riesgo de infeccion, esto se deberia al factor
manejo seria, quien disminuye el riesgo en la presentacion de la infeccién, por lo que se
hace necesario establecer medidas sanitarias de control y prevencién a fin de evitar su
incremento, también se recomienda las evaluaciones seroldgicas periddicas del ganado

para poder descartar las vacas seropositivas.

4.3. Seroprevalencia de Neospora caninum segun Raza.

Los resultados del estudio de seroprevalencia de N. caninum en vacunos del
Centro Experimental Chuquibambilla; se presenta en la en la Tabla 4; cuyos datos son de
0, 9.09, 4.54, 4.54 % para vacunos Brown Swiss, Charolais, Criollo y Aberdeen angus
respectivamente.

Tabla 4. Seroprevalencia de N. caninum en vacunos segun raza del Centro
Experimental Chuquibambilla

N® N. caninum
total de
Raza imales —
anima Nedativo positivo
muestreados 9 %
Brown Swiss 22 22 0 0
. 2
Charolais 22 20 9.09
) 1
Criollo 22 21 454
1
Aberdeen Angus 22 21 454
Total 88

Los datos de esta tabla 4 para la seroprevalencia segun razas, no muestran
diferencias significativas (p>0.05), lo cual indicaria que la raza no es un factor que
influya en la presentacion de neosporosis. En esta Tabla 4 también se observa una

seropositividad nula numéricamente, en vacunos de la raza Brown Swiss, esto podria
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deberse al manejo que se les da a estos vacunos en el Centro experimental
Chuquibambilla como productores de leche, control realizado mas en lo que respecta a
sanidad y en la crianza de canes; a diferencia de los vacunos de las otras razas como
Charolais presentan un 9.09% de seropositividad esto podria ser por que el pastor de este
hato presento 3 canes para el apoyo del pastoreo, y en las razas de Aberdeen Angus y
Criollo presentaron 4.54% la cual también se observo la crianza de 1 perro en cada hato,
por lo cual nos daria la razén; como lo indica McAllister et al. (1996) Quienes mencionan
que la presencia de perros en las explotaciones ganaderas representa un factor de riesgo
importante, dado que los canes expulsan los ooquistes del pardsito en sus heces,
facilitando la transmision de la neosporosis, como también lo mencionado por Basso et
al. (2001) quienes indican que la convivencia de perros y bovinos dentro del establo
incrementa el riesgo de transmision de neosporosis.

Tuemmers et al. (2017) mencionan que las mayores frecuencias de
seropositividad se encuentran en animales Hereford (36.4%), Angus Rojo (36.0) y
Normando (37.5%), y en animales mestizos 17.1%; Bedoya et al. (2018) reportan una
prevalencia de 11.7 % menor en animales cruzados (Holstein x Gyr) que
en vacas Holstein (29,1%) y Jersey (27,1%); Lopez et al. (2007) reportan la presencia
de anticuerpos para IgG contra Neospora de para Holstein de 39,9% y de 2 % para. Estos
estudios dan a conocer que mas que el factor raza, estaria influenciando el factor de la
presencia de canes en el hato de bovino como indica Paré et al. (1998; Basso et al., 2001).
La presencia de perros en las explotaciones ganaderas representa un factor de riesgo
importante, dado que los canes expulsan los ooquistes del parasito en sus heces, la
tenencia de tres 0 mas perros representa un riesgo 3.21 veces mayor de infeccion en el

hato que en ausencia de ellos (McAllister et al. 1998), al demostrar que son pocos los
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ooquistes eliminados a partir del dia 8 de la infeccion y que estos son excretados

irregularmente por un corto periodo.

En la investigacion realizada por Chauca ( 2010) en el distrito de Asillo, se
evidencio que la seroprevalencia a la neoporosis en bovinos de la raza Brown Swiss fue
de 9.42%; por otro lado Ramos (2019) report6 una prevalencia de la Neospora caninum
de 8.64 %; asi mismo Banegas (2018) encontr6 que para la raza Brown Swiss su
prevalencia fue de 4.71%. Estas diferencia posiblemente se deban a que en el altiplano el
N. canino estaria en proceso de ingreso de este agente en esta zona, pudiera deberse
también a que existe un control sanitario de los canes es decir control en la cantidad como

en las desparasitaciones periodicas realiza en el Centro Experimental Chuquibambilla.
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V. CONCLUSIONES

1. La Seroprevalencia general de Neospora caninum en el Centro Experimental de

Chuquibambilla en vacunos es de 4.55%.

2. La seroprevalencia segun edad fue de 4.53 % tanto para animales mayores de 2

afios y para animales menores de dos anos (p=>0.05).

3. La seroprevalencia segun raza fue de 0, 9.09, 4.54 y 4.54 para vacunos Brown

Swiss, Charolais, Criollo y Aberdeen angus respectivamente (p>0.05).
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VI. RECOMENDACIONES

- Implementar un sistema de monitoreo y cuarentena a los animales que
presenten la enfermedad y en especial con las nuevas vacas de reposicion
introducidos en el hato ganadero.

- Realizar programas de desparasitacion de canes, asi como también programa
de destruccidon de placentas y fetos siendo la incineracion la forma mas viable
evitando asi que los perros lo consuman y continten en el ciclo bioldgico del
parasito.

- Desarrollar programas de prevencion y control sobre la enfermedad de N.
Caninum, con el fin de no aumentar la prevalencia

- Al personal de trabajo, facilitar con charlas sobre la importancia de la

prevencion de este parasito, para impedir la proliferacion de esta enfermedad
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ANEXOS

ANEXO 1

Cuadro 1. Resultados ELISA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0.308 0.342 2.174 0.244 0.248 0.260 0.257 0.204 0.248 0.211 0.212 0.358
0.310 0.302 0.214 0.225 0.278 0.239 0.268 0.295 0.260 0.263 0.335 0.229
1.416 0.304 0.195 0.217 0.210 0.226 0.239 0.273 0.242 0.179 0.233 0.265
1.610 0.298 0.243 0.252 0.243 0.207 0.258 0.290 0.292 0.223 0.230 0.297
0.343 0.226 0.226 0.233 1.662 0.271 0.265 0.381 0.403 0.322 0.294 0.370
0.283 0.329 0.285 0.299 0.236 0.232 0.215 0.346 0.332 0.243 1.043 0.243
0.346 0.307 0.231 0.301 0.206 0.248 0.287 0.238 0.314 0.248 0.263 0.261
0.353 0.346 0.259 0.230 0.209 0.257 0.293 1.597 0.284 0.242 0.322 0.221

I & m m O O W >

Calculos de control de Kit ELISA segun inserto IDEXX

e Control Negativo (CN)
. CN1 A (450) + CN2 A (450) 2

2
Donde:
CN1=0.308
CN2=0.310
Ve 0.308 (450) + 0.310 (450) 2
2
CN =139.05

e Control Positivo (CP)

. CP1 A (450) + CP2 A (450) 2
- 2

Donde:
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CP1=1.416
CP2=1.610
op o 1416 (450) + 1.610 (450) 2
2
CP =680.85

e Calculo de Muestras:

Muestra A (450) — CN X
CPX-CNX

M/P%=100X

Interpretacion
Negativo: M/P % < 30 Dudoso: 30 <M/P % <40 Positivo: M/P % > 40

Cuadro 2. Resultados de las muestras inserto IDEXX de N. Caninum

N° Muestra Densidad M/P % Resultado
Optica
1 0.308 -0.083 Negativo
2 0.310 0.083 Negativo
3 1.416 91.944 Positivo
4 1.610 108.056 Positivo
5 0.343 2.824 Negativo
6 0.283 -2.159 Negativo
7 0.346 3.073 Negativo
8 0.353 3.654 Negativo
9 0.342 2.741 Negativo
10 0.302 -0.581 Negativo
11 0.304 -0.415 Negativo
12 0.298 -0.914 Negativo
13 0.226 -6.894 Negativo
14 0.329 1.661 Negativo
15 0.307 -0.166 Negativo
16 0.346 3.073 Negativo
17 2.174 154.900 Positivo
18 0.214 -7.890 Negativo
19 0.195 -9.468 Negativo
20 0.243 -5.482 Negativo
21 0.226 -6.894 Negativo
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22 0.285 -1.993 Negativo
23 0.231 -6.478 Negativo
24 0.259 -4.153 Negativo
25 0.244 -5.399 Negativo
26 0.225 -6.977 Negativo
27 0.217 -7.641 Negativo
28 0.252 -4.734 Negativo
29 0.233 -6.312 Negativo
30 0.299 -0.831 Negativo
31 0.301 -0.664 Negativo
32 0.230 -6.561 Negativo
33 0.248 -5.066 Negativo
34 0.278 -2.575 Negativo
35 0.210 -8.223 Negativo
36 0.243 -5.482 Negativo
37 1.662 112.375 Positivo
38 0.236 -6.063 Negativo
39 0.206 -8.555 Negativo
40 0.209 -8.306 Negativo
41 0.260 -4.070 Negativo
42 0.239 -5.814 Negativo
43 0.226 -6.894 Negativo
44 0.207 -8.472 Negativo
45 0.271 -3.156 Negativo
46 0.232 -6.395 Negativo
47 0.248 -5.066 Negativo
48 0.257 -4.319 Negativo
49 0.257 -4.319 Negativo
50 0.268 -3.405 Negativo
51 0.239 -5.814 Negativo
52 0.258 -4.236 Negativo
53 0.265 -3.654 Negativo
54 0.215 -7.807 Negativo
55 0.287 -1.827 Negativo
56 0.293 -1.329 Negativo
57 0.204 -8.721 Negativo
58 0.295 -1.163 Negativo
59 0.273 -2.990 Negativo
60 0.290 -1.578 Negativo
61 0.381 5.980 Negativo
62 0.346 3.073 Negativo
63 0.238 -5.897 Negativo
64 1.597 106.977 Positivo
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65 0.248 -5.066 Negativo
66 0.260 -4.070 Negativo
67 0.242 -5.565 Negativo
68 0.292 -1.412 Negativo
69 0.403 7.807 Negativo
70 0.332 1.910 Negativo
71 0.314 0.415 Negativo
72 0.284 -2.076 Negativo
73 0.211 -8.140 Negativo
74 0.263 -3.821 Negativo
75 0.179 -10.797 Negativo
76 0.223 -7.143 Negativo
77 0.322 1.080 Negativo
78 0.243 -5.482 Negativo
79 0.248 -5.066 Negativo
80 0.242 -5.565 Negativo
81 0.212 -8.056 Negativo
82 0.335 2.159 Negativo
83 0.233 -6.312 Negativo
84 0.230 -6.561 Negativo
85 0.294 -1.246 Negativo
86 1.043 60.963 Positivo
87 0.263 -3.821 Negativo
88 0.322 1.080 Negativo
89 0.358 4.070 Negativo
90 0.229 -6.645 Negativo
91 0.265 -3.654 Negativo
92 0.297 -0.997 Negativo
93 0.370 5.066 Negativo
94 0.243 -5.482 Negativo
95 0.261 -3.987 Negativo
96 0.221 -7.309 Negativo
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ANEXO 2
TRABAJO DE CAMPO

Figura 1: Vacuno de la raza Charolais.

Figura 2: Vacuno de la raza Aberdeen Angus.
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Figura 3: Vacuno de la raza Brown Swiss.

Figura 4. Toma de muestras.
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Figura 5: Placa tamizada con antigeno de Neospora Caninum

Figura 6: Procedimiento de Neospora Caninum segun IDEXX.
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Anexo 3

Pruebas de chi-cuadrado por raza

Valor gl Sig. asintética (2 caras)
Chi-cuadrado de Pearson 2,0952 3 0.553
Correccioén de continuidad ? 0.000 1 1.000
Razén de verosimilitud 2.868 3 0.412
Asociacion lineal por lineal 0.207 1 0.649
N de casos validos 88

Pruebas de chi-cuadrado por edad

Valor

Sig. asintética (2

caras)
Chi-cuadrado de Pearson 0.0002 1 1.000
Correccion de continuidad® 0.000 1 1.000
Razoén de verosimilitud 0.000 1 1.000
Asociacion lineal por lineal 0.000 1 1.000
N de casos validos 88
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