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FRECUENCIA DE Toxoplasma gondii Y Neospora caninum EN VICUNAS
(Vicugna vicugna) DE LASIERRA CENTRAL PERUANA MEDIANTE
LAS TECNICAS DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA
Y ELISA INDIRECTA

FrReQUENcY oF Toxoplasma gondii AND Neospora caninum in VicuRas (Vicugna
vicugna) oF THE PERUVIAN CENTRAL SIERRA BY THE IMMUNOFLUORESCENCE
INDIRECT (IF1) AND INDIRECT ELISA TECHNIQUES

Karen Pinedo R.!, Amanda Chavez V.*?, Hermelinda Rivera G.!, Rosa Pinedo V.,
Francisco Suarez A.?

RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la seroprevalencia de Toxoplasma gondii y
Neospora caninum en vicufias de la provincia de la zona de Yauli, Junin, asi como
determinar el grado de concordancia entre las pruebas de inmunofluorescencia indirecta
(IF1) y ELISA indirecta. Se recolectaron 79 muestras de sangre durante un «Chaku». Las
frecuencias halladas para T. gondii fueron de 5.1 y 3.1% mediante las pruebas de ELISA
indirecta e IFI, respectivamente, no encontrandose reaccion seropositiva para N. caninum.
Se encontro un valor de kappa de 0.85, pero el escaso nimero de muestras positivas
impide inferir que la concordancia entre ambas pruebas sea buena.

Palabrasclave: Toxoplasma gondii, Neospora caninum, vicufia, inmunofluorescencia
indirecta, ELISA indirecta

ABSTRACT

The objective of this study was to estimate the frequency of antibodies against
Toxoplasma gondii and Neospora caninum in vicufias in the Yauli province, Junin, Peru,
and to determine the degree of concordance between the indirect immunofluorescence
(IFA) and indirect ELISA test. A total of 79 blood samples were obtained during a «Chaku»
(rodeo). The results showed a frequency of antibodies against T. gondii of 5.1 and 3.1%
for indirect ELISA and IFA respectively, whereas none of the samples were positive to N.
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caninum. The kappa value was 0.85, but the small number of positive samples does not
allowed inferring that the degree of concordance between the two test was good.

Keywords: Toxoplasma gondii, Neospora caninum, vicufia, indirect immuno-

fluorescence, indirect ELISA

La vicufia (Vicugna vicugna) es el
miembro mas pequefio de los camélidos sud-
americanos (CSA). Habita de forma silves-
tre entre los 3000 y 4600 msnm en las altas
mesetas andinas del centro y sur del Perd, la
zona occidental de Bolivia, el norte de Chile
y el noreste de Argentina. La importancia de
esta especie radica en la produccion de fibra
de gran finura, altamente valorizada en el
mercado internacional. El aprovechamiento
de la fibra implica el manejo racional de es-
tos animales en sus habitats naturales, mini-
mizando los factores que puedan afectar la
salud de los rebafios; sin embargo, son esca-
sos los estudios epidemioldgicos referidos a
problemas de tipo infeccioso y parasitario, que
ocasionarian alteraciones de tipo reproductivo
y disminucion de las tasas de natalidad, asi
como en la cantidad y calidad de la fibra
(IBCE, 2010).

La toxoplasmosis y la neosporosis son
enfermedades parasitarias causadas por
protozoarios apicomplexos, que pueden lle-
gar a producir abortos y mortalidad neonatal
y perinatal (Buxton, 1998; Buxton y
Henderson, 1999). Ambos parasitos presen-
tan un ciclo de vida del tipo predador-presa,
donde la reproduccion asexual y sexual ocu-
rre en el predador y la asexual solo ocurre en
la presa (Rojas, 2003). Los hospederos defini-
tivos de Neospora caninum son el canino do-
méstico (Lindsay et al., 1999) y el coyote
(Gondim et al., 2004), mientras que los hospe-
deros definitivos de Toxoplasma gondii son el
gato (Dubey et al., 1970) y otros felinos (Jewell
etal., 1972). La vicufia actuaria como hospe-
dero intermediario para ambos parasitos.
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Ambos protozoarios tienen tres estadios
infectivos: ooquistes esporulados, taquizoitos
(pseudoquistes) y bradizoitos (quistes
tisulares). Los ooquistes son excretados con
las heces, mientras que los taquizoitos y
bradizoitos son hallados en los tejidos de los
hospederos intermediarios (Dubey y Lappin,
1998). Las vicufias adquiririan la infeccién a
través de la ingestion de pastos y agua con-
taminados con ooquistes esporulados o por
via transplacentaria (Leguia y Casas, 1999).

La prueba de hemaglutinacion indirecta
(HAI) presenta especificidad del 96.6% y
sensibilidad del 45.9% para el diagnostico de
T. gondii (Dubey et al., 1992), y constituye
una de las técnicas mas utilizadas en estu-
dios de CSA por su practicidad y economia.
Actualmente, se emplean, ademas, otras téc-
nicas para el diagnostico de Toxoplasma y
Neospora que ofrecen una mayor sensibili-
dad y especificidad, como la técnica de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) con sen-
sibilidad y especificidad de 96 y 98%, res-
pectivamente, y la técnica de ELISA indirec-
ta comercial, usado en otras especies, con
sensibilidad y especificidad de 96.6 y 100%,
respectivamente.

En el Peru se dispone de escasos estu-
dios sobre la presencia de anticuerpos contra
T. gondii en vicufias. Pastor et al. (2003)
encontrd en Puno una frecuencia de 14.8%
con la prueba de HAI, y Zuzunaga et al.
(2006) en la Reserva de Pampas Galeras
hallaron una frecuencia de 5.8% utilizando la
prueba de IFI. Asimismo, Wolf et al. (2005)
hallaron la presencia de anticuerpos contra
N. caninum en alpacas y llamas, mas no asi
en vicufias.
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Cuadro 1. Frecuencia de anticuerpos de Toxoplasma gondii mediante las técnicas de IFI y
ELISA indirecta, segun estrato etario y sexo, en vicufias de la provincia de

Yauli, Junin, 2011

) ELISA indirecta IFI
Variable Animales (positivos) (positivos)
N.°
() n % n %
Grupo
Cria 1 0 0 0 0
Juvenil 19 1 5.3 0 0
Adulto 59 3 5.1 3 51
Sexo
Macho 40 2 5.0 2 5.0
Hembra 39 2 51 1 26
Total 79 4 5.1 3 38

Debido a la diversidad de pruebas de
alta sensibilidad y especificidad existentes
para el diagnostico de toxoplasmosis y
neosporosis, el objetivo del estudio fue de-
terminar la frecuencia de anticuerpos contra
T. gondii y N. caninum en vicufias de la sie-
rra central del pais, asi como determinar el
grado de concordancia entre las pruebas de
IF1'y ELISA indirecta.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio y Animales

El estudio se llevé a cabo en octubre de
2011 en la SAIS Tapac Amaru, en el area
ubicada en distrito de Paccha, provincia de
Yauli, departamento de Junin, a 3742 msnm.
La zona presenta un clima frio y lluvioso, con
temperaturas de 20 a -4 °C, siendo la época
de lluvia entre septiembre y marzo y la épo-
ca de sequia entre abril y agosto.

Las vicufias son animales silvestres y

deben ser manejadas con cautela. Para su
captura, se realiza un «Chaku», técnica an-
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cestral de arreo, a cargo de personas espe-
cializadas, que permite la captura de anima-
les vivos, donde son esquilados en un tiempo
de dos minutos (Tuppia, 2009). Se aprovecho
este manejo para tomar muestras de sangre
del mayor nimero de animales posibles, los
cuales fueron elegidos por los comuneros. Se
lleg6 a recolectar 79 muestras, anotandose el
sexoy grupo etario [cria (<1 afio), juvenil (1-
3 afios), adulto (>3 afios)] del animal.

Recoleccion y Anélisis de Muestras

Las muestras de sangre fueron obteni-
das por puncion directa de la vena yugular,
utilizando vacutainers estériles de 7 ml y agu-
jas 20 x 1%”. Las muestras fueron traslada-
das con geles refrigerantes al Laboratorio de
Parasitologia de la Facultad de Medicina Ve-
terinaria, Universidad Nacional Mayor de San
Marcos (FMV-UNMSM), Lima, donde se
procedid a extraer el suero y se almacend en
viales de 2 ml a -20 °C.

En la deteccion de anticuerpos contra
T. gondii y N. caninum se us6 un kit comer-
cial de ELISA indirecta (IDEXX, EEUU), con
un conjugado IgG anti-rumiante, siguiendo las

Rev Inv Vet Pera 2014; 25(1): 70-76
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Cuadro 2. Distribucién de las muestras positivas segin dilucion en la prueba de IFI

Diluciones IFI
Resultado
1:50 1:100 1:200 1:400
Positivo 3 3 2 0
Negativo 76 76 77 79

instrucciones del fabricante. Asimismo, se
empled la prueba de IFI utilizada por Tress et
al. (1993) y modificada en los laboratorios
de parasitologia de la Universidad Complu-
tense de Madrid y de la FMV-UNMSM. Para
esto, los sueros se emplearon en una dilucion
de 1:50, utilizandose taquizoitos de T. gondii
y N. caninum formolizados como antigeno y
un conjugado comercial anti-lg G de llama
(VMRD, EEUU), considerando como mues-
tras positivas aquellas que mostraron una fluo-
rescencia completa del taquizoito.

Andlisis Estadistico

Se calcul la frecuencia relativa porcen-
tual de reactores a T. gondii y N. caninum
(Daniel, 1996). Asimismo, el grado de con-
cordancia entre las pruebas IFl y ELISA in-
directa fue determinado mediante la prueba
de Kappa (Cohen, 1960).

REsuLTADOS

La frecuencia de anticuerpos anti-T.
gondii fue de 5.1 y 3.8% mediante ELISA
indirecta e IFI, respectivamente (Cuadro 1).
Asimismo, se encontraron muestras positivas
hasta la dilucién 1:200 (Cuadro 2).

El grado de concordancia entre ambas
pruebas (k) fue 0.85, lo que significa que el
grado de concordancia entre ambas pruebas
es muy bueno.
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Discusion

El 5.1 y 3.8% de frecuencia de
anticuerpos anti-T. gondii obtenido median-
te las técnicas de ELISA indirecta e IFI, res-
pectivamente, en vicufias de la sierra central
del pais (Cuadro 1), demuestran una baja fre-
cuencia, similar al 5.8% hallado por Zuzunaga
et al. (2006) en la Reserva de Vicufas de
Pampas Galeras, Ayacucho, con la prueba
de IFI. Sin embargo, Pastor et al. (2003) re-
portaron 14.8% de seroprevalencia en vicu-
fias de Puno que pastoreaban conjuntamente
con llamas y alpacas, empleando HAI, técni-
ca de menor sensibilidad (Blood y Radostis,
1992; Dubey et al., 1992). Posteriormente
se determinaron prevalencias para T. gondii
de 10.2 y 35.7% en llamas y alpacas, respec-
tivamente, de estas mismas localidades, con
la prueba de IFI (Saravia et al., 2004;
Ramirez et al., 2005).

Por otro lado, las vicufias evaluadas se
encuentran en zonas de puna seca, entre 3800
y 4500 msnm, con temperaturas promedio de
6 a 8 °C, y con heladas nocturnas con vientos
gue aumentan la sequedad y disminuyen la
temperatura (Brenes et al., 2001), donde los
Unicos hospederos definitivos serian los felinos
silvestres. Estas condiciones dificultarian la
supervivencia de los ooquistes infectivos del
medio ambiente, disminuyendo la probabili-
dad de infeccion.
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La seroprevalencia a T. gondii en
alpacas varia de moderada a alta, con valo-
res de 34.5a50% (Leguiaetal., 1988; Suarez
et al., 2004), lo cual estaria relacionada al
manejo de las alpacas que generalmente son
trasladadas a lugares proximos a poblados
para cumplir con los programas de
dosificaciones, destete y esquila, actividades
estresantes que pueden causarles una dismi-
nucion de las defensas inmunitarias, exponién-
dolas a otros tipos de infeccion (Tizard, 1995);
ademas, en dichas areas es notorio el mayor
namero de felinos domésticos.

No hubo mayor variacion entre anima-
les juveniles y adultos, posiblemente debido a
la baja frecuencia de animales positivos a T.
gondii. Sin embargo, seria de esperarse que
animales de mayor edad muestren mayor
seroprevalencia al presentar un mayor tiem-
po de exposicion a la infeccion en compara-
cion con individuos de menor edad (Barberan
y Marco, 1997). Asimismo, la similitud de
seroprevalencia entre sexos corrobora los
hallazgos de Zuzunaga et al. (2006).

Estudios seroldgicos realizados en
alpacas y llamas demostraron la presencia
de N. caninum en Per( (Chavez et al., 2004).
Estudios preliminares reportaron frecuencias
de 42.4 y 18.4% en alpacas y llamas, respec-
tivamente, en CSA domésticos de comunida-
des de la zona central del pais (Chavez et al.,
2002) con diluciones 1:50. En la actualidad
se utiliza la dilucion de 1:100, habiéndose re-
portado 2.9% de seroprevalencia en llamas
de la sierra central (Casas et al., 2006). Es-
tos resultados indicarian que si N. caninum
afecta a los CSA domésticos, podria igual-
mente afectar a las vicufias; sin embargo,
siendo una especie silvestre que se le maneja
en forma eventual, tendria escaso contacto
con seres humanos, perros pastores y gana-
do en general, por lo que los factores de ries-
go serian menores.

En el presente trabajo no se logré de-
mostrar la presencia de anticuerpos anti-N.
caninum en vicufias. Por otro lado, cabe
mencionar que en la zona de estudio so6lo se
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pudo observar la presencia del zorro andino
(Pseudalopex culpaeus), el cual no se ha
demostrado que puede actuar como hospe-
dero definitivo de N. caninum, a diferencia
del perro y el coyote (Cafion et al., 2004).

Ambas técnicas resultaron eficientes en
el diagnostico de T. gondii y N. canimum;
sin embargo, podria considerarse una venta-
ja del ELISA indirecta sobre IFI al tenerse la
posibilidad de evaluar mayor nimero de mues-
tras por hombre/dia y obtener resultados au-
tomatizados que no dependen de la subjetivi-
dad en la interpretacion, como ocurre en el
caso de IFI. Ademas, esta Ultima considera
como resultado positivo una fluorescencia
completa del taquizoito, dado que fluores-
cencias parciales restringidas a la parte apical
del taquizoito son consecuencia de reaccio-
nes cruzadas o de concentraciones pobres
de anticuerpos (Paré et al., 1995). Por este
motivo, se prefiere emplear diluciones altas
como 1/100, 1/200 y 1/400 para incrementar
la especificidad (Chavez et al., 2005), y evi-
tar la sobreestimacion de la infeccion.

En la prueba de IFI se empled un con-
jugado anti-llama 1gG (VMRD) de uso ex-
clusivo en CSA, a diferencia del ELISA indi-
recta que se utiliz un conjugado antirrumiante
IgG (Laboratorios IDEXX) validado en bovi-
nos, ovinos y caprinos. En el presente estu-
dio se observo una adecuada interaccion del
anti-lgG rumiante con las inmunoglobulinas
de la vicufa, posiblemente debido a una rela-
cion filogenética entre rumiantes y camélidos,
ya que ambos pertenecen al orden Artio-
dactyla, en el cual se encuentran los anima-
les ungulados (Pachaly, 2001).

e La frecuencia de anticuerpos contra
Toxoplasma gondii en vicurfias en la pro-
vincia de Yauli, Junin fue baja (5.1y 3.1%
con las pruebas de ELISA indirecta e
IFI, respectivamente).

Rev Inv Vet Pera 2014; 25(1): 70-76
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No se detectd la presencia de anticuer-
pos contra Neospora caninum en las
vicufias.

El valor de kappa (k) fue de 0.85 para el
grado de asociacion encontrado entre las
pruebas de IFI y ELISA indirecta para
detectar anticuerpos de T. gondii en vi-
cufas; sin embargo, debido al escaso
ndmero de muestras positivas no se pue-
de inferir que la concordancia entre am-
bas pruebas sea buena.
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