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. INTRODUCCION

Los parasitos internos como el protozoario Neospora caninum causan
diferentes tipos de trastornos fisiologicos en los animales productivos,
produciendo en ganaderia de tipo lechero, abortos en el ultimo tercio de la
gestacion, morbilidad y mortalidad neonatal, por tal motivo para el
ganadero representa una pérdida considerable, tanto en forma reproductiva
como también otras complicaciones clinicas; por lo tanto se hizo necesario
realizar este tipo de investigaciones que redunden en una mejor sanidad

animal.

En la actualidad se ha desarrollado un Kit de Elisa para el diagnostico
serologico de infeccion de Neospora en ganado vacuno, que podria ser util
en estudios epidemioldgicos o en medidas de manejo y control para reducir
la infeccidon de este protozoario en el ganado. Debido a que el diagndstico
definitivo solamente puede realizarse mediante el aislamiento del
organismo, esta técnica resulta ser valiosa para el caso de explotaciones

con historia de abortos u otras afecciones reproductivas.

A través de esta prueba, se lograra comprobar si existe relacion entre
antecedentes de abortos y serologia positiva a Neospora caninum en el
ganado lechero de la finca San Julidan de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

El siguiente trabajo de investigacion se realizd con el fin de determinar si
el hato lechero presenta anticuerpos circulantes a Neospora caninum,
debido a la presencia de perros en el area, ya que éstos juegan un papel

importante en el ciclo evolutivo de este parésito.



1. HIPOTESIS

“El ganado lechero de la Finca San Julidn, presenta anticuerpos circulantes

contra Neospora caninum”



111, OBJETIVOS

3.1 General:

e Contribuir con el estudio de Neospora caninum en el ganado
lechero de la Finca San Julian de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia.

3.2 Especifico:

e Determinar la presencia de anticuerpos contra Neospora caninum,

por medio de la prueba de Elisa Indirecto en ganado lechero de la

Finca San Julian, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.



IV. REVISON DE LITERATURA

4.1 NEOSPOROSIS EN GANADO VACUNO
4.1.1 HISTORIA

Esta se inicia en 1984 con un reporte de Bjerkas en Noruega de un
caso de encefalitis y miocarditis en caninos, producido por un protozoario.
Dubey y col en 1988 propusieron el nombre de Neospora caninum. En
1989 Neospora caninum reporta su participacion como causa de aborto en
bovinos y un afio se demostré la transmision transplacentaria en caninos,

felinos, ovinos y bovinos. ( 1,2)

En el afio de 1991 fue considerada como la mayor causa de abortos
bovinos en el Estado de California. En 1993 logran reproducir la

enfermedad al inocular taquizoitos en bovinos en forma experimental. (2,4)

Desde el punto de vista diagndstico se reportd en 1991 que las cepas
aisladas en caninos son idénticas a las aisladas en bovinos. Con este
hallazgo y el desarrollo de técnicas de diagnostico inmunohistoquimico y
de ELISA se amplian las herramientas diagnosticas. A pesar de los estudios
realizados quedaban por definir algunos aspectos relacionados con el ciclo
de vida del protozoario especialmente referentes con el huésped definitivo
de la entidad, y aunque este tema fue elaborado desde 1988 por varios
autores. Solamente en 1998 logran definir al perro como huésped definitivo
al haber demostrado la presencia de ooquistes en materia fecal de animales

alimentados con tejidos infectados de taquizoito.(1,5)



4.1.2 TAXONOMIA

Reino: Protozoa
Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoea
Subclase: Coccidia
Orden: Eucoccidiidae
Suborden: Eimeriina
Familia: Sarcocistidae
Genero: Neospora

Especie: caninum (5,10)

4.1.3 MORFOLOGIA

La Neospora caninum se caracteriza por las estructuras y organelos
dispuestos en el polo anterior de estos parasitos. Las estructuras estdn
constituidas por los anillos polares, microtubulos internos y conoide. Este
complejo apical es vital para el proceso de invasion de estos parasitos
intracelulares, los ultimos andlisis filogenéticos ubican a Neospora en la
familia toxoplasmatinae, que incluye otros coccidios formadores de quistes

como Toxoplasma gondii, Hammondia ssp. y Besnoitia sp. (3,7)



Durante el ciclo de vida de N. caninum presenta las siguientes fases:

4.1.3.1 TAQUIZOITOS

Es uno de los tres estados infecciosos de Neospora caninum y se
encuentra en el hospedador intermedio y en forma intracelular,
generalmente a nivel citoplasmatico, especificamente, en la vacuola
parasitofaga de la célula hospedador. Puede parasitar a un gran nimero de
células como neuronas, macrofagos, fibroblasto, células endoteliales,

miocitos. (5,6)

Los taquizoitos se dividen por endodiogénesis en forma rapida.
Miden aproximadamente 7,5 m m aprox. (3 - 7 um) de longitud, tienen
entre 6-16 roptries y en algunos casos presentaron entre 4-6 roptries
localizados posterior al nlicleo, raramente se observa un microporo. Son de

forma ovoide, semilunar o globosa. (3,5)

4.1.3.2 BRADIZOITOS

Los bradizoitos se dividen por endodiogénesis, en forma lenta,
encontrandose dentro de los quistes tisulares. Miden aproximadamente 7-8
micras, contiene los mismas organelas que el taquizoito, pero presentan un
nimero menor de roptries  Morfologicamente son similares a los

taquizoitos.( 8)



4.1.3.3 QUISTES

Es un estado encontrado en el hospedador intermedio. Los quistes en
el tejido son ovalados o redondos y miden hasta 107 micras de didmetro y
se encuentran primariamente en el sistema nervioso central, dentro de los
estos encontramos los bradizoitos aproximadamente 50 - 500. Su pared es

lisa y gruesa. ( 6)

4.1.3.4 OOQUISTES

No Esporulados:

Son los eliminados por los perros infectados experimentalmente,

midiendo entre 11.7 a 11.3 m m de diametro.
Esporulados:

Los ooquistes esporulados, son los que después de tres dias en el
medio ambiente contienen dos esporo-quistes con cuatro esporozoitos cada
uno, son morfologicamente similar a los ooquistes de T. gondii y

Hammondia en perro. (6,10)

414 CICLO EVOLUTIVO

El perro actaa, (tal como ocurre en el caso del gato infectado por
Toxoplasma), como h. intermediario y h. definitivo, desarrollando las fases
de reproduccion asexual (merogonia) y sexual (gametogonia),
respectivamente; luego de ingerir los quistes tisulares con bradizoitos

(infeccidn transversal). ( 1)
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Consecuentemente en las heces los perros excretan los ooquistes
inmaduros, que luego de unos pocos dias esporulan y entonces estan listos

para infectar al bovino y a otros animales. ( 1)

En el bovino ocurre una reproduccion asexual (merogonia),
asintomadtico, pero con capacidad de infeccion vertical o transplacentaria,

para generar patologia fetal y aborto. (2)

En estos tejidos hay taquizoitos y bradizoitos, que al ser ingeridos

por el perro se completa el ciclo vital. (2)

Hospedero definitivo: Los perros, estos eliminan los oocitos no
esporulados. Los oocitos esporulan fuera del huésped dentro de 24 horas,

dos esporocistos con cuatro esporozoitos cada uno.

Hospederos intermediarios: vacuno, Ovino, equino, Cabra, perro (3).

4.1.5 EPIDEMIOLOGIA

La Neosporosis es reconocida como una importante causa de abortos
en bovinos lecheros en distintos paises del mundo. En Argentina se ha
descrito la transmision transplacentaria, siendo la prevalencia en fetos del
24,4% vy del 64,5% en vacas lecheras con antecedentes de abortos. El

parasito fue identificado por inmunohistoquimica en fetos abortados. (4,3)

La Neosporosis fue descrita por primera vez en Noruega en el afio
1984 por Bjerkas y col., como una encefalitis y miositis de los perros
causada por un esporozoo no identificado. En 1988 Dubey y col. aislaron y
describieron a su agente causal, denominandolo Neospora caninum. En
1993 fue aislado de bovinos en California por Conrad y col.; si bien
durante alglin tiempo se discutid si los parasitos provenientes de perros y
de bovinos eran similares, se coincidié posteriormente en su semejanza

estructural y antigénica. (3,4)
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Una de las vias de transmision, es la vertical o transplacentaria.
Segtn la etapa de la gestacion en que se produce la infeccion, ésta podra
resultar en un aborto, muerte perinatal o en el nacimiento de una ternera
infectada, lo que condicionara la permanencia de la infeccion en el rodeo,

la otra via de transmision es la horizontal. (3,4)

También se ha comprobado que los perros pueden infectarse
mediante la ingestion de placentas de animales infectados, que

probablemente vehiculicen taquizoitos o quistes de N. caninum. (3,7)

El perro puede presentar signos clinicos representados por paralisis y
paresia, acompafnados de serologia positiva. Los perros provenientes de
areas rurales presentaron serologia positiva en un mayor porcentaje de
casos en relacion con perros de areas urbanas. Se considera que podria
existir algin otro hospedador intermediario, dado el bajo nimero de

ooquistes que en general se encuentra en las heces de perro. (3,7)

Por otra parte, se ha observado experimentalmente que algunos
perros eliminadores de ooquistes no presentan anticuerpos para Neospora
caninum ( NC), lo que hace pensar en una localizacion intestinal estricta

del parasito, sin invasion de tejidos extraintestinales. (3)

4.1.6 SIGNOS CLINICOS

En vacas adultas, NC ocasiona abortos entre el tercer mes hasta el
final de la gestacion, aunque mas frecuentemente ocurre entre el quinto y
sexto mes. Se desconoce si NC ocasiona pérdidas tempranas de prefiez; sin
embargo, se ha descrito que mientras vacas seronegativas a la enfermedad,
reciben 1.7 dosis inseminantes para quedar prefiadas, las vacas

seropositivas necesitaron 2.2 dosis de semen (2,3).
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Asi mismo, existen evidencias que vacas serorreactoras a NC son
eliminadas anticipadamente por presentar una bajo desempefio
reproductivo. Estos hallazgos sugieren que vacas seropositivas a NC podria
resultar subfértiles.

El aborto puede producirse en pocas vacas o involucrar hasta el 30%
de los animales en un rodeo. Las vacas con anticuerpos a NC tienen mayor
riesgo de abortar que aquellas seronegativas al parasito. El feto muerto en
el utero puede ser reabsorbido, momificarse, o expulsarse con avanzado
grado de autdlisis. Aunque no es patognomonico, la momificacion es un
hallazgo frecuente habiéndose descrito en casos naturales y experimentales.
Los terneros infectados en el ttero pueden tener signos neuroldgicos y bajo
peso al nacimiento. Mas comunmente acontece el nacimiento del ternero
clinicamente normal pero cronicamente infectado. El examen clinico puede
revelar ataxia, disminucion del reflejo patelar o falta de sensibilidad

propioceptiva. (2,8)

41.6.1 RESPUESTA INMUNE

En el primer trimestre de la gestacion el feto es incapaz de reconocer
al patdogeno, por lo cual es vulnerable a la infeccion con N. caninum y es
bastante improbable que sobreviva. En el segundo tercio de la gestacion ya
es capaz de montar una respuesta inmune rudimentaria, la que se evidencia
por presencia de anticuerpos en el suero de fetos abortados. Esta respuesta
puede no ser suficiente ya que la mayoria de los abortos ocurre en este
periodo. Sin embargo, si la infeccion ocurre en el ultimo tercio de la
gestacion el feto es capaz de sobrevivir y nacer infectado pero clinicamente
sano. (9)

Se ha comprobado que las vacas infectadas persistentemente

desarrollan una inmunidad natural protectiva contra una segunda
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exposiciéon a Neospora. La principal respuesta inmune protectiva contra
infecciones de pardasitos intracelulares es la respuesta mediada por células.
Asociada a linfocitos T tipo 1, los cuales estimulan la produccion de
interferon y (IFNy), interleuquina 12. Pero, en las vacas gestantes se
produce un ambiente inmunoldgico bastante particular, generandose una
disminucion en este tipo de respuesta inmune entre los 4 y 6 meses de
gestacion, lo cual favoreceria la multiplicacion del parésito y por lo tanto,

también la transmision ( 9,10 ).

4.1.7 DIAGNOSTICO

En esta enfermedad es necesario distinguir entre la infeccion clinica
y subclinica. En general, si una vaca es positiva seroldégicamente a
Neospora no necesariamente implica que €sta sea la causa del aborto, sino
que solo es indicativo de que ha estado expuesta a N. caninum. Solamente
el examen histopatologico del feto abortado permite el diagndstico
definitivo de Neosporosis. Para establecer este diagndstico, se considera
una buena evidencia el hallar las lesiones caracteristicas en el feto y,
ademas, que N. caninum sea encontrada en dichas lesiones. Las posibles
reacciones cruzadas con Toxoplasma gondii, Sarcocystis sp. o con otras
especies Apicomplexas se pueden evitar usando Anticuerpos

Monoclonales. (2,4)

Para histopatologia e inmunohistoquimica (IHQ) en fetos, el ideal es
contar con el feto entero para su evaluacion histopatologica en busca de
lesiones caracteristicas. Sin embargo, en esta enfermedad no hay lesiones
patognomonicas. El principal organo afectado es el cerebro, cuya lesion
tipica es la presencia de encefalitis multifocal caracterizada por necrosis e

inflamacion no supurativa. (2,4)
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4.1.8 TRATAMIENTO

En la actualidad, no hay un tratamiento efectivo para las vacas
infectadas que pueda prevenir la transmision vertical. Sin embargo,
experimentos en ratones han evidenciado que el uso de los anticoccidiales
derivados de la triazina, como toltrazuril y ponazuril, previenen la
formacion de lesiones cerebrales y ademas disminuye la deteccion de DNA

parasitario por medio de PCR en mas de 95%. (9,10)

Aun no existe informacion concluyente respecto a la eficacia de la
vacuna muerta en reducir la infeccion fetal o abortos en vacas infectadas o

en prevenir la infeccion post natal en vacas no infectadas. (9,10)

4.1.9 PREVENCION

Existe informacion acerca de la sensibilidad in vitro de Neospora caninum
a ciertos antibidticos; sin embargo, en la actualidad se puede afirmar que no
existe un tratamiento capaz de combatir la enfermedad en bovinos, debido
a la dificultad de eliminar las formas quisticas tisulares, ademas del elevado

costo que representa el tratar rebafios con una alta morbilidad. (8,4)

Desde el punto de vista de prevencion de la enfermedad en los bovinos, el
uso de vacunas inactivadas es aun motivo de investigacion. Pero se ha
logrado una significativa reduccion de la tasa de abortos en rebafios
infectados, con una vacuna comercial disponible, sobre la base de parasitos
muertos (EJ. Bovilis neoguard, Intervet), las cuales se administran de la
manera siguiente:

5 mililitros por via subcutdnea durante el primer trimestre de gestacion, y

luego, una segunda dosis después de tres o cuatro semanas. (8,3)
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En las novillas proximas al servicio se deben realizar, por lo menos dos
pruebas, ya que este grupo es particularmente susceptible, debido a fallas
inmunolégicas. Se recomienda eliminar las hijas de las vacas seropositivas
a la enfermedad, por el alto riesgo de ser congénitamente infectadas.
Realizar un diagnostico serologico en todos los animales que vayan a
ingresar en la explotacion. Emplear receptoras seronegativas a la
enfermedad en los programas de trasplante de embriones. En el caso de que
se diagnostique la enfermedad en los perros de la finca, se debe proceder a
su rapido tratamiento con cualquiera de los farmacos siguientes:

Trimetropina, Sulfadiazina o Clindamicina. (8)

4.1.10 CONTROL DE LA NEOSPOROSIS
4.1.10.1 Control de la transmision vertical

Controlar serologicamente a las hembras para reposicion, tanto las
nacidas en el hato, como a las adquiridas a otros ganaderos, dejar para
reposicion sbélo terneras nacidas de vacas seronegativas. Si se utiliza

transplante de embriones, comprobar que las receptoras sean seronegativas.

(3.8)
4.1.10.2 Control de la transmision horizontal

Evitar el acceso de perros y otros carnivoros a los potreros y recintos
ganaderos, especialmente a los almacenes de alimentos, para evitar la

contaminacion fecal. (5)

Rapida eliminacién de placentas, fetos abortados y animales muertos

para evitar su ingestion por carnivoros.(5)

Desinfeccion de los materiales contaminados por el aborto. (5)
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4.1.10.3 Control de la Neosporosis en perros.

Restringir el empleo de perros al maximo manteniéndolos alojados
en forma aislada en lugares con cerco para impedir la difusion de sus heces

al medio ambiente. (3,5)

Impedir el acceso de perros a lugares destinados al depdsito de
alimento para el ganado (depositos de granos, galpones, silos, etc.) y
pasturas. Impedir que los perros entren en contacto con el ganado. Realizar
el examen seroldgico de los perros dos veces por afio a los fines de

asegurarse su negatividad. (3,5)

Evitar que los perros tomen contacto con material abortado (feto,

placenta) y alimentarlos con carne vacuna cocinada previamente. (3,5)

Se desconoce el rol que puedan tener los lobos , zorros, comadrejas
otros animales depredadores en la difusion de la enfermedad. Sin embargo,
trabajos realizados en el exterior han detectado titulos a Neospora caninum

en canidos salvajes. (3,5)
4.1.10.4 Control de la Neosporosis en vacunos

Identificacion, aislamiento y serologia de las vacas abortadas.
Realizar un muestreo de al menos el 10% de las vacas sanas, paridas y en
ordefie, dos veces por afio, a los fines de conocer el nivel de infeccion y el

riesgo de abortos. (5,8)

Cuando la seroprevalencia de la enfermedad fuere baja, podrian
eliminarse las vacas reaccionantes positivas, logrando asi rapidamente un

rodeo libre. Sin embargo, deberd tenerse en cuenta que ante una nueva
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exposicion desde el medio ambiente o mediante la introduccion de
animales, el estatus seroldgico del rodeo puede revertirse por lo que debera

realizarse en seguimiento seroldgico al menos una vez por afno. (5,8)

Trabajos seroepidemiologicos realizados en el exterior en rodeos con
alta prevalencia, la sola eliminacion de la vaca positiva, no logr6 bajar la
tasa de reinfeccion, de manera que esta Unica medida de control no es

suficiente y quizds econdémicamente, impracticable. (5,8)

Efectuar la reposicion con terneras seronegativas. Lo ideal es realizar
el sangrado anterior a la ingesta de calostro para no retener y recriar una
ternera que puede ser positiva. Esta determinacidon es imprescindible en

tambos con infeccidn que quieran realizar el saneamiento.

Si esta recomendacidn no se puede realizar, se sugiere la serologia de
las terneras recriadas a los 5-6 meses de vida, cuando el efecto de la
interferencia en la reaccidon serologica de los anticuerpos calostrales
maternos ha desaparecido. Las terneras positivas deberan destinarse a

engorde y posterior faena. (3,8)

Serologia de todo bovino que ingrese al establecimiento, incluidos

los animales importados en pie. (3,8)

Correcta identificacion de las vacas abortadas seropositivas y de las
terneras que hayan nacido anteriormente de esas vacas, para no utilizarlas

en la reposicion. Eliminar las vacas que abortan por segunda vez. (3,8)



-18 -

Reconfirmar el mantenimiento de la prefiez en el lote de vacas
gestantes a los fines de detectar vacas abortadas o con mantenimiento de
fetos momificados en el utero. Utilizar hembras de reemplazo
seronegativas para minimizar los riesgos de infeccion en el rodeo (propias

y/o compradas). (3)
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

5.1.1 Recursos humanos

Estudiante investigador

e Personal que trabaja en Finca San Julian, Patulul.

e Personal de Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San
Carlos de Guatemala.

e Tres Asesores de tesis.

5.1.2 Reactivos

Kit Ensayo inmunoenzimatico indirecto para la deteccion y/o
cuantificacion de anticuerpos especificos frente a Neospora caninum en

suero de ganado bovino. (PRUEBA DE ELISA)

5.1.3 De Laboratorio

e Lector de ELISA

e Incubadora

e Pocillos simples

e Micropipetas uni y multicanal
e Puntal de 200 ul.

e Agua destilada

e Carretillas plasticas

e Beaker de 250 ml
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Bata

Guantes.

5.1.4 De Campo

5.1.5

5.1.6

Hielera

Tubos sin anticoagulante

Jeringas

Agujas

Cubeta con agua

Gasas y algodones

Yodo

Vehiculo para el transporte de muestras

Botas de hule.

De tipo biologico

Se muestreo el hato de ganado de tipo lechero de la finca San Julian

de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.

Se trabajo con un total de 48 muestras de suero sanguineo.

Centros de referencia

Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.
Biblioteca de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala.

Internet.
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5.2 METODOS

5.2.1 Area del estudio

La Finca San Julian se localiza en Patulul municipio del departamento
de Suchitepéquez a una distancia de 6.6 Km. de la cabecera municipal y a
124.6 Km. de la ciudad de Guatemala. Tiene como colindancias otras
fincas: Norte con la Finca “Santa Cecilia”, al sur con la Finca “Las Vegas”,
al este con la Finca “La Trinidad” y al oeste con las fincas “El Recuerdo” y
con la Finca “San Juan Luisiana”. Cuenta con una extension territorial de
7.88 caballerias distribuidas asi: casco de la finca 2.1 Ha, rancheria 3.5 ha,
potreros 142.3 Ha (dividido en 38 potreros), cafetales 109.55 Ha, callejones
y caminos 11.9 ha, area deforestada 45 Ha. Cuenta con una topografia
plana y ligeramente ondulada. Su zona de vida esta clasificada como
bosque hiimedo, subtropical calido. Esta ubicada a una altura de 425 metros
sobre el nivel del mar. Su temperatura promedio anual es de 26.2°C con
una temperatura maxima de 32.4°C y una minima de 17.5°C. En la finca
viven 1278 personas segun el censo poblacional realizado en Marzo del
2005. Laboran en la finca 39 personas en las distintas areas de produccion,
ademas de 4 personas que lo hacen en el drea administrativa. La poblacion
animal de la finca estd constituida asi: 792 gallinas de postura, 51
caimanes, 22 pelibueyes, 13 caballos, 379 bovinos distribuidos asi: 96

novillas, 11 novillos, 32 terneros, 63 terneras, 6 toros y 171 vacas.

El lote de ordefio se le realiz6 un diagnoéstico de gestacion el 25-2-09 vy,
de 48 vacas que estan siendo ordefiadas, 8 estan prenadas. Del lote general

conformado por 154 animales hay 81 animales prefiados.
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5.2.2 Métodos de campo

e Capacitacion de personal
Se realizd una capacitacion y una presentacion a las personas que

trabajan en la Finca San Julidn, sobre esta enfermedad.

e Recopilacion de datos
La investigacion se inicid con la recopilacion de datos del lote de vacas
en ordefio para ver historia de abortos, donde se realiz6 el presente estudio

para determinar la presencia de este parasito.
5.2.3 Disefio del estudio

Disefio completamente al azar.

Se muestred bovinos hembras en produccion para obtener un total
de 48 muestras. Se determind si existe anticuerpos contra Neospora
caninum por el método de ELISA INDIRECTO.

5.2.4 Variables a medir

Las variables que se midieron en esta investigacion fueron,

seropositividad por medio de un kit de ELISA indirecto en el suero

sanguineo, edad, y raza de cada animal del ganado en produccion de la

Finca San Julian de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.
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5.25 Tomade muestra de sangre

Se realizd este procedimiento a bovinos en ordefio de la Finca San
Julian. Para ello se necesité de una limpieza o desinfeccion del area donde
se obtuvo la muestra. Se limpid con un antiséptico y algodén o gasas, para

evitar contaminaciones de la toma de sangre.

La toma de muestra se obtuvo de la vena yugular de los bovinos, se
obtuvo un volumen de 3 - 5 ml por bovino sangrado, inmediatamente

después se depositd en un tubo sin anticoagulante e identificado.

Este tipo de muestra por ser muy delicada, se transportd en hielera al
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia lo antes posible, para su analisis.

5.2.6 Métodos de laboratorio

5.2.6.1 Procesamiento de las muestras de sangre en el laboratorio
Después obtener las muestras de sangre de bovino, estas se
centrifugaron en el departamento de microbiologia para la obtencion del

suero sanguineo.

5.2.6.2 Técnica de Elisa Indirecto

Esta es una técnica de inmunoandlisis enzimatico disefiado para detectar
la presencia del anticuerpo contra Neospora caninum en el suero. Después
de centrifugada las muestras y obtencion de los sueros, estas se diluyeron
1/200 y se incubaron durante 45 minutos en los pocillos sensibilizados con
antigeno de Neospora caninum. Tras un primer lavado, se afiadid un

conjugado anti-IgG bovina y se incubd 30 minutos mas. Después de lavar,
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se afiadio el sustrato y tras 15 minutos la reaccion se frena el proceso, y el
desarrollo de color en las placas, se lee en un lector de ELISA. El color
verde en los pocillos indico la presencia de anticuerpos especificos de
Neospora caninum. Cuanta mas alta fue la concentracion de anticuerpos en
la muestra de suero, mas intenso se observo el color verde en el pocillo y

por lo tanto mayor fue la densidad Optica.

e Lavados

Los lavados se realizaron mediante un lavador automatico de placas o
mediante una micropipeta que permitié dispensar la cantidad de 300 pl por
pocillo. Tras las incubaciones, se realizaron los lavados segin las
siguientes instrucciones:

e Se elimino el contenido de la placa volcandola bruscamente para
evitar el intercambio de fluido entre los pocillos.

e Distribuy6 unos 300 ul de solucion de lavado por pocillo.

e Se agitd delicadamente la placa evitando el intercambio de
material entre pocillos.

e Se volco la placa bruscamente para vaciar su contenido.

e Antes de eliminar el contenido del ultimo lavado, se asegur6 de
tener preparado el reactivo a utilizar inmediatamente. No debe
mantenerse la placa en seco.

e Tras el ultimo lavado, se sacudid la placa boca abajo sobre un
papel filtro absorbente.

e Preparacion de las muestras:

Se diluyeron las muestras de suero 1/200 utilizando la solucién de
lavado al 1x. Para ello, se afiadi6 en un tubo 796 ul de solucion de lavado

Ix y 4 ul de suero. Se agitd bien para homogenizar.
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Preparacion de los reactivos

5.2.63

Solucién  de lavado: Se hizo una dilucion de 1/10 en agua
destilada de la solucion concentrada. Una vez preparada la
solucion, permanecio estable durante semana se mantuvo a 4°C.

Conjugado: Se diluy¢ el conjugado con solucion de lavado 1x de
acuerdo con la dilucion indicada en el control de calidad. Se
diluy¢ el conjugado pocos minutos antes de su uso. Cada vez que

se hizo el ensayo se prepar6 una solucion nueva.

Procedimiento de ELISA Indirecto

Se hizo necesario seguir los pasos que a continuacion se describen:

Se equilibraron placas, sustrato, solucion de frenado y solucion
de lavado a temperatura ambiente.

Se dispensaron 100 ul de solucion de lavado a los pocillos para
blancos (Al y A2), 100 ul de control negativo listo para usar a
otros dos pocillos (B1 y B2), 100 pul de control positivo listo para
usar en C1 y C2 y 100 ul de cada muestra diluida a los restantes
pocillos. Se Tapo la placa y se incubé 45 minutos a 37°C.

Se lavo 3 veces con solucion de lavado.

Se anadié 100 pl de conjugado a cada pocillo. Tapar e incubar 30
minutos a 37°C.

Se lavo cuatro veces la placa.

Se anadié 100 ul de sustrato a cada pocillo, se agitd suavemente y
se mantuvo la reaccion durante 15 minutos a temperatura

ambiente y en oscuridad.
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e Se anadido 100 ul de solucion de frenado a cada pocillo en el
mismo orden que se dispensoé el sustrato.
e Se leyeron los valores de absorbancia a 405 nm dentro de los

siguientes 15 minutos.

5.2.6.4 Lectura e interpretacion de resultados

e Calculo de densidad optica corregida (DO)

0 DO Control Positivo (DO+)
Se calculd la DO media de los dos pocillos (C1 y C2) vy se rest6 la media
de los pocillos blanco (Al y A2).

0 DO Control Negativo (DO-)
Se calculo la media de los dos pocillos (B1 y B2) y se resté la media de los
pocillos blanco (Al y A2).

0 DO Muestras (DOm)
Al valor de su DO restar el valor medio de los pocillos blanco (Al y A2).

e (Cilculo del Ratio
Para obtener el ratio de muestras o controles, se divide cada DO corregida
de la muestra o control (M), entre la DO corregida del control positivo (P):

0 RATIO = DOy - DOg/DOp — DOg

e Validacion del test: El test se considera valido cuando:
0 La DO+ corregida > 0,75

0 Ratio del control negativo < 0.25

e Interpretacion de resultados

O Ratio de la muestra > 0.6 se considera positivo.
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0 Ratio de la muestra < 0.45 se considera negativo.

0 Ratio de la muestra < 0.6 pero > 0.45 se considera dudoso.
Analisis de datos
Los resultados se analizaron por la presencia de anticuerpos del
parasito en el suero sanguineo y los mismos se expresaron en

porcentaje.

Los datos se presentaron en tablas y graficas.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

El presente estudio se llevo a cabo en la Finca San Julidn de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia ubicado en el municipio de Patulul
departamento de Suchitepéquez a una distancia de 6.6 Km. de la cabecera
municipal y a 124.6 Km. de la ciudad de Guatemala, seleccionandose el

hato bovino en produccion de esta finca.

De la poblacion de 48 animales en produccidon presentes en esta finca, se
tomaron muestras de todo el hato lechero (Tabla No. 1), de los cuales se
extrajo 4 ml de sangre por bovino, la cual fue colocada en tubos sin
anticoagulante, ya que para este tipo de prueba es indispensable la

obtencion del suero sanguineo.

De los 48 animales bovinos en produccion muestreados, 14 fueron
positivos a anticuerpos de  Neospora caninum (tabla No. 1 y 2),
representando el 29.16% de la poblacion total muestreada y los otros 34
animales en produccidn representan el 70.84% del total de la poblacion

muestreada.

El rango de edad con mayor presencia de anticuerpos a Neospora caninum

fue de tres a cinco anos de edad.
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VIl. CONCLUSIONES

1) La presencia de anticuepos contra Neospora caninum en el hato
bovino en produccion de la Finca San Julian obtenidos por medio de

la prueba de ELISA indirecto es del 29.16%.

2) El kit de ELISA indirecto demostré apropiadamente la presencia de
anticuerpos contra Neospora caninum en el hato en produccion de

dicha finca.

3) La presencia de perros de vaqueria en el area donde se realizo este
trabajo de investigacion, es la responsable de Neosporosis en vacas

en produccion.

4) La edad de los bovinos afectados por esta enfermedad es mas
frecuente entre los tres y cuatro afnos de edad en la Finca San Julian

de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.
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VIlIl. RECOMENDACIONES

1) Que se implemente el uso de Kit de Elisa indirecto como prueba de
rutina en los hatos lecheros para determinar si existe la presencia de

anticuerpos contra la Neosporosis en los bovinos en produccion.

2) Que se continte con las pruebas peridodicas de otras enfermedades
infecciosas que provoquen aborto en vacas en producciéon con el

fin de descartar otras entidades confundibles con Neosporosis.

3) Realizar desparasitaciones a los perros de vaqueria, ya que éstos
actllan como hospederos definitivos de la Neosporosis y evitar asi

que estos propaguen la enfermedad a los bovinos.
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IX. RESUMEN

El presente estudio de llevo a cabo en la Finca San Julian de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia ubicada en el municipio de Patulul
departamento de Suchitepéquez a una distancia de seis punto seis Km. de
la cabecera municipal y a ciento veinte y cuatro punto seis Km. de la
ciudad de Guatemala, seleccionandose el hato bovino lechero en
produccion.

El proposito de este estudio fue generar informacion de la presencia del
protozoo Neospora caninum y la importancia que tiene en la reproduccion
bovina, ya que ocasiona aborto desde el 3er. mes hasta el final de la
gestacion produciendo perdidas considerables para esta unidad productiva.
Por medio de un kit de ELISA indirecto se logré determinar que el hato
lechero presenta anticuerpos circulantes a Neospora caninum, la causa es
la presencia de perros de pastoreo en el area, ya que €stos como hospedero
intermediario y definitivo juegan un papel importante en el ciclo evolutivo
de este parasito.

De los 48 bovinos en produccién muestreados, 14 fueron positivos a
anticuerpos contra Neospora caninum, (Tabla No. 1, 2) representando el
29.16% de la poblacion total muestreada y los otros 34 animales en
produccion fueron negativos lo que representa el 70.84% del total de la
poblacién muestreada.

Los resultados obtenidos indican que los perros de vaqueria, la falta de
higiene e instalaciones inadecuadas donde los animales en produccion
puedan tener a sus crias, predisponen al aparecimiento de Neosporosis en
vacas en la Finca San Julian propiedad de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de Guatemala
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Tabla No. 1

-35-

Ficha clinica de resultados y variables que se tomaron en
cuenta del hato lechero en produccion en la Finca San Julian de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia.

Correlativo Identlﬁcacwn Raza Edad Resultados
animal

1 531 Holstein + pardo suizo | 2.5 afios -
2 4-55 Pardo suizo 1-5 afios -
3 4-136 Gyr lechero + criollo 5 afios -
4 4-120 Criollo 5 afios -
3-60 Criollo + pardo suizo 3.5 afios -

3-36 Holstein + gyr lechero | 2 aflos -

3-11 Holstein 2.5 afios -

8 408 Criollo + Holstein 5 aflos -
9 4-73 Criollo + Holstein 5 afios -
10 Toro 5 Criollo 4 afios -
11 436 Holstein + pardo suizo | 6 afios +
12 642 Holstein + pardo suizo | 3 afios -
13 4-07 Holstein + pardo suizo | 2 afios -
14 4-04 Holstein + pardo suizo | 3.5 afios +
15 2-63 Holstein + pardo suizo | 3.5 afios +
16 4-30 Holstein + pardo suizo | 3 afios -
17 528 Pardo + criollo 3 afios -
18 6-78 Pardo + criollo 4.5 aflos -
19 1-23 Pardo suizo + criollo 2 aflos -
20 6-89 Gyr lechero + criollo 3.5 afios -
21 4-43 Criollo 3.5 anos +
22 5-124 Criollo + pardo 3 afos -
23 443 Gyr lechero + criollo 5 afios -
24 514 Criollo 3.5 afios -
25 618 Criollo + pardo suizo 2 aflos -
26 2] Gyr lechero + criollo 2.5 afios -
27 4-71 Criollo 5 afos +
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28 523 Criollo + pardo suizo 5 afios -

29 4-99 Pardo suizo + criollo 4 afios -

30 609 Pardo suizo + criollo 2.5 afios +

31 1-84 Pardo suizo + criollo 1-5 afios -

32 1-29 Pardo suizo + criollo 5 aflos -

33 4-42 Pardo suizo + criollo 5 afios -

34 534 Pardo suizo + criollo 4 anos +

35 3-68 Pardo suizo + criollo 5 afios +

36 2-85 Pardo suizo + criollo 3 afios -

37 6-105 Pardo suizo + criollo 3 aflos -

38 6-02 Pardo suizo + criollo 5 afios -

39 522 Pardo + gyr 5 anos -

40 6-58 Pardo suizo + gyr 5 afos +
lechero

41 5-95 Pardo suizo + gyr 2.5 afios +
lechero

42 450 Pardo suizo + gyr 5 afos +
lechero

43 6-21 Pardo suizo + gyr 5 afos -
lechero

44 83 Pardo suizo + gyr 1.5 afios +
lechero

45 4-112 Pardo suizo + gyr 1.5 afios -
lechero

46 0-39 Pardo suizo + gyr 2.5 afios +
lechero

47 5-131 Gyr lechero 2.5 afios +

48 4-18 Gyr lechero 2.5 afios -
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TABLA No. 2 Resultados de los bovinos en producciéon muestreados
expresados en porcentaje en finca San Julian de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia. Afio 2009

Resultados %
Positivos 14 29.16
Negativos 34 70.84
Total
muestreados 48 100 %

GRAFICA No. | Distribucion de la frecuencia de animales positivos y
negativos en el diagndstico de anticuerpos circulantes contra Neospora
caninum en finca San Julian de la Facultad de Medicina veterinaria y

Zootecnia. Ano 2009

O POSITVOS
B NEGATIVO
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Fuente: Investigacion de campo.
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GRAFICA No. 2 Resultados totales de bovinos en produccion en base a
negatividad y positividad en Finca San Julian de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia. Afio 2009
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GRAFICA No. 3 Promedio de edad de negativos y positivos de los bovinos

muestreados en produccion en la Finca San Julidn de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia. Afio 2009
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Fuente: Investigacion de campo.
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