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RESUMEN 

 

La neosporosis bovina es una enfermedad parasitaria provocada por un protozoario 

parásito intracelular llamado Neospora caninum que es prevalente en todos los 

continentes. La enfermedad se caracteriza por provocar lesiones neuromusculares 

graves y causar aborto tanto en ganado lechero como del productor de carne originando 

pérdidas económicas cuantiosas, motivo por el cual es necesaria su vigilancia. 

 

El objetivo del presente trabajo fue buscar la concordancia entre las técnicas Enzyme 

Linked Inmunosorbent Assay (ELISA) e Inmunofluorescencia Indirecta (IFI). Se tomó 

como prueba de referencia diagnóstica a la técnica IFI (VMRD) en la detección de 

anticuerpos contra Neospora caninum. Se determinó la sensibilidad (S), la especificidad 

(E), el valor predictivo de un resultado positivo (VPRP) y el valor predictivo de un 

resultado negativo (VPRN) de la técnica enzimoinmunoensayo. 

 

Se evaluaron 343 sueros de bovinos de diferentes haciendas de las zonas de Pintag 

(Prov. de Pichincha), Alluriquín (Prov. de Santo Domingo de los Tsáchilas) y Salinas 

(Prov. de Bolívar). Las muestras fueron facilitadas por el proyecto Seroprevalencia de 

enfermedades reproductivas bovinas de la Pontificia Universidad Católica del Ecuador 

(SERB-PUCE II). Las técnicas ELISA competitiva e inmunofluorescencia indirecta se 

realizaron en el Laboratorio Veterinario de la PUCE. 

 

Mediante el cálculo del valor kappa se obtuvo un k= 0,89. La técnica de ELISA tuvo una S 

de 100 % y E de 95 %, VPRP de 85 % y un VPRN de 100%. Las prevalencias 

encontradas para Neospora caninum fueron de 27,1 % mediante la técnica de ELISA, y el 

23% mediante la técnica de IFI.  

 

Se concluyó que la concordancia entre ELISA e IFI fue muy alta, es decir que la fuerza de 

concordancia es casi perfecta, pese a que los kits usan antígenos no nativos del Ecuador. 

 

Palabras Claves: Neospora caninum, serología, enzimoinmunoensayo, 

inmunofluorescencia, haciendas, sensibilidad, especificidad, seroprevalencia, 

neosporosis. 
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CAPÍTULO I 

 

 

1.1 Introducción 

 

Neospora caninum es un protozoo del Phylum Apicomplexa, familia Sarcocystidae, causante 

de la neosporosis en animales. No se reconoce a Neospora caninum como un patógeno 

humano. N. caninum es morfológicamente similar a Toxoplasma gondii y está relacionado a 

otros protozoos formadores de quistes como Hammondia o Besnoitia, sin embargo fue 

descripto como una especie distinta en 1988 (Dubey J. y., 1996). 

 

Neospora caninum tiene un amplio rango de hospedadores, entre estos se encuentran 

animales domésticos, como bovinos, felinos, caninos, ovinos, equinos, y animales silvestres, 

como coyotes, zorros y lobos (Del Campo 2008). Se ha comprobado que el hospedador 

definitivo de Neospora caninum es el perro y también el lobo. Se ha reconocido también que 

el perro puede comportarse como hospedador intermediario.  

 

Actualmente el diagnóstico de Neospora caninum se ha profundizado. Se han desarrollado 

una serie de técnicas diagnósticas como: exámenes histopatológicos de fetos abortados, 

pruebas inmunohistoquímicas, inmunofluorescencia indirecta (IFI), ensayoinmunoenzimático 

ligado (ELISA), Test de Aglutinación (NAT). La Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

es una opción diagnóstica más reciente, limitada a ciertos laboratorios. Dentro de las 

pruebas de diagnóstico indirecto las técnicas de ELISA e IFI, son muy útiles, sin embargo la 

serología positiva sólo es indicativa de exposición al protozoo. 

 

 

1.2 Justificación 

 

La Neosporosis es un problema emergente y de distribución mundial que afecta al ganado 

bovino, con repercusión en los costos para el productor. Si no es detectada a tiempo afecta 
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la productividad de la hacienda porque los animales crónicamente infectados son un foco de 

diseminación dentro del rebaño. 

 

La importancia de la presente investigación radica en la comparación de las técnicas 

serológicas IFI y ELISA, cuyos resultados determinan la presencia de anticuerpos contra 

Neospora caninum. Estas dos técnicas son las más utilizadas y se manejan a nivel de 

diagnóstico veterinario como pruebas de laboratorio. Evaluarlas conjuntamente permite 

compararlas y además probarlas en un contexto diferente al lugar de origen de los reactivos. 

 

Neospora caninum es considerado como patógeno importante que afecta la economía de 

cualquier sector ganadero, pues las vacas seropositivas son más vulnerables a  presentar 

aborto que aquellas que son seronegativas. Dos de las provincias estudiadas representan un 

peso importante dentro del sector ganadero del país como son las provincias de Pichincha y 

Santo Domingo de los Tsáchilas. Fuente obtenida del INEC, donde se  informó que el 

número de cabezas de ganado vacuno creció un 6,1 por ciento entre 2008 y 2009 y que, de 

las 5,2 millones de cabezas registradas en 2009, 50,39% se registraron en la región Sierra 

del país. (INEC 2008-2009) 

 

La veracidad de la investigación se sustenta en exámenes de laboratorio aplicadas a 343 

bovinos de las tres provincias; muestras representativas que fue factible realizarlas en el 

tiempo programado. Los hallazgos positivos permitieron hacer recomendaciones para el 

control de la diseminación del parásito. 

 

1.3 Planteamiento del problema 

 

La Neospora caninum es un parásito intracelular que afecta a los bovinos en cualquier parte 

del mundo. En Ecuador sobre todo en las provincias de la Región Sierra,  se han presentado 

problemas reproductivos en bovinos relacionados con Neospora caninum (Lozada E. , 2004). 

La presencia de animales con infección asintomática constituye núcleos de diseminación 

dentro del rebaño y el consecuente riesgo de infección de animales sanos. 

 

Conocer y seleccionar las técnicas de laboratorio más adecuadas, así como saber de las 

ventajas y limitaciones para su aplicación en un contexto determinado es una cuestión 
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fundamental en la práctica de laboratorio, debido a que de esta manera se puede aportar de 

forma satisfactoria en la prevención de esta enfermedad, lo que ayudaría en gran medida a 

evitar grandes pérdidas económicas – reproductivas en las diferentes haciendas ganaderas 

de nuestro país.  

 

Frente a lo dicho se planteó la necesidad de identificar anticuerpos contra Neospora 

caninum, mediante técnicas serológicas seleccionadas, ELISA e IFI, y la respectiva 

comparación de los resultados obtenidos entre éstas dos pruebas, para lo cual se usaron 

sueros de ganado bovino de fincas localizadas en las provincias de Bolívar, Santo Domingo, 

y Pichincha. Se aprovechó la experiencia de que en dichas zonas se encontró una 

seroprevalencia variable de Neospora caninum, conforme el estudio “Seroprevalencia de 

enfermedades infecciosas bovinas: leptospirosis, brucelosis, neosporosis y leucosis en un 

mínimo de tres haciendas de cada una de las provincias de Pichincha, Santo Domingo y 

Bolívar” realizado en la PUCE en el 2008. De donde se obtuvieron los siguientes valores: 

seroprevalencia de 27.1 % mediante ELISA, y de un  23.0 % mediante IFI. 

 

La comparación de las dos técnicas mencionadas, permitirá conocer y valorar los resultados 

de ELISA frente a IFI y determinar así su aplicabilidad en nuestro medio, con reactivos 

producidos en otro país (USA), que por tanto no contienen antígenos nativos del Ecuador. 

Los mismos que pueden ser aplicables en las diferentes zonas de donde se obtuvieron los 

sueros bovinos, con el debido consentimiento de los dueños, o en los lugares que se vean 

en la necesidad emergente de solucionar problemas reproductivos en sus ganados, donde 

los ganaderos serán los más favorecidos debido a que se evitaran pérdidas económicas.  

 

Además de cumplir con el propósito esencial de comparar dos de las más importantes 

técnicas usadas en el serodiagnóstico de Neospora canimun, el estudio permite establecer la 

seroprevalencia para este parásito. Los resultados son de mucho interés no solo para  las 

provincias involucradas sino también para el país. 

 

En vista de lo expuesto mediante el presente estudio se pretende resolver la siguiente 

interrogante:  
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¿Qué correlación existe entre los resultados obtenidos en ELISA con la técnica IFI, de los 

sueros bovinos analizados? 

 

1.4 Objetivos de la investigación 

 

1.4.1 Objetivo general 

 

 Comparar las técnicas de Inmunofluorescencia indirecta (IFI)  y Enzimoinmunoensayo 

(ELISA) para detección de anticuerpos contra Neospora caninum  en 343 sueros  

bovinos recolectados en fincas de las provincias de Pichincha, Bolívar y Santo 

domingo de los Tsáchilas, en el año 2009. 

 

1.4.2 Objetivos específicos 

 

 Detectar  anticuerpos contra Neospora caninum mediante la técnica de IFI a los 343 

sueros bovinos obtenidos en el estudio (SERB – PUCE). 

 

 Establecer si existe diferencia estadísticamente significativa entre la seroprevalencia 

evaluada con la técnica IFI, en comparación a la determinada con el método de 

ELISA que se evaluó como parte del proyecto PUCE: “Seroprevalencia de 

enfermedades reproductivas bovinas en las haciendas de las provincias de 

Pichincha, Bolívar y Santo Domingo de los Tsáchilas, (SERB - PUCE II)” 

 

 Determinar el grado de concordancia de las técnicas IFI y ELISA en la población de 

estudio. 
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CAPÍTULO  II 
 

 

2.1 Generalidades 

 

Neospora caninum fue reconocido por primera vez por Dubey en 1984, como un protozoario 

causante de miositis y encefalitis en perros (Lértora, A, & Catuogno).  Luego que Neospora 

caninum fue reconocido como causa de enfermedad en los perros, se identificaron en fetos 

bovinos abortados momificados, y en terneros con parálisis neonatal. La enfermedad en 

bovinos ha sido reconocida en diversas partes del mundo, y actualmente se ha demostrado 

que los caninos y los bovinos se infectan con la misma especie de microorganismo (Moore, 

2001).  

 

 

2.2 Género Neospora 

 

2.2.1 Taxonomía 

 

N. caninum se incluye dentro del philum Apicomplexa, familia Sarcocystidae, junto con los 

géneros Toxoplasma, Sarcocystis, Hammondia y Besnoitia (Dubey et al., 1988a; Ellis et al., 

1994). Esta familia se caracteriza por tener ciclos biológicos heteroxenos y formar quistes en 

el hospedador intermediario. Los hospedadores definitivos eliminan en las heces ooquistes 

sin esporular, y una vez en el medio ambiente, estos esporulan, y presentan en su interior 

dos esporoquistes con cuatro esporozoítos cada uno (Del Monte 2008). 

 

 

2.2.2 Características Generales del microorganismo 

 

El parásito Neospora caninum es un  protozoo intracelular, que suele observarse en sus tres 

estadios parasitarios: 
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- Quistes son redondos u ovales, miden hasta 107μm (Bjerkas D. &., 1991). Su 

estructura, está compuesta por una pared quística primaria y una capa granular 

gruesa y contienen estadios parasitarios de lenta replicación denominados 

bradizoítos los cuales son delgados, miden 6-8 μm de longitud por 1-1,8 μm de 

anchura. (CDV 2010). 

 

- Ooquistes son esféricos o subesféricos (Ilustración 1), miden 10 a 11μm y contienen 

dos esporocistos con cuatro esporozoítos cada uno, que son eliminados en el aparato 

gastrointestinal del hospedador definitivo; luego los ooquistes se eliminan en las 

heces del perro (Dubey J. y., 1996).   

 

- Taquizoíto tienen forma de media luna o globular, miden 3 a 7μm de largo por 1 a 

5μm de ancho, dependiendo de la etapa de división en la que se encuentren.  (Dubey 

J. C., 1989). Estos son detectados en varios tipos de tejidos como: cerebro, medula 

espinal, corazón, pulmón, hígado, membranas fetales, músculo, placenta y piel. (CDV 

2010) 

 

2.2.3 Características de crecimiento 

 

En el bovino se desarrollan dos estadios: los taquizoitos y los bradizoitos. El hospedador 

intermediario ingiere los ooquistes (Ilustración 1) que son eliminados en las heces del perro, 

al llegar al intestino delgado del bovino salen los esporozoitos de los ooquistes  hacia la luz 

intestinal donde empiezan a reproducirse. 

 

Los taquizoitos infectan y se multiplican rápidamente en una amplia variedad de células 

incluyendo neuronas, macrófagos, fibroblastos, células endoteliales, miocitos, hepatocitos y 

células renales, invadiendo al feto por vía transplacentaria (Valentini).  Debido a la respuesta 

inmune del huésped los taquizoitos se transforman en bradizoitos, que se dividen lentamente 

formando quistes tisulares en el sistema nervioso central(Campillo, 1999).  Los quistes 

contienen bradizoitos que miden 1 a 2 µm x 6 a 8 µm. En estados de inmunodepresión, los 

quistes se rompen y la infección se reagudiza (Patitucci A, M, & M., 2001).   El riesgo de 

aborto se da generalmente entre el 5-7 mes de gestación. (Hattel et al 1998). 
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La neosporosis se manifiesta con lesiones producidas en el sistema nervioso central, donde 

se evidencia encefalitis; y en la placenta donde se manifiesta con un proceso inflamatorio 

agudo con necrosis focal, lo que afecta la relación estrecha con el feto. 

 

Ilustración 1: Ooquiste 

 

 

Fuente: (Murray, 2010) 

 

2.2.4 Distribución 

 

La infección natural por N. caninum se ha descrito en el perro y en el ganado bovino, en la 

cabra, la oveja, el caballo y, recientemente, en el búfalo de agua y en el camello. En 

animales silvestres, la infección ha sido detectada en el ciervo el antílope, el mapache el 

coyote, y el zorro. La infección experimental ha sido establecida en el ratón la rata, el gato, el 

perro, la oveja. (Del Monte 2008). 

 

En diferentes países de Latinoamérica se muestran prevalencias en vacas de lechería en un 

rango de 4 y 60%, valores que varían según la región considerada y el tipo de prueba 

serológica usada (Tabla 1). En Ecuador se han mostrado prevalencias tan altas como del 70-

100%. (Lozada E. , 2004), y tan bajos como del 10%. 
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Tabla 1: Prevalencia de anticuerpos en vacas y detección de Neospora caninum en fetos de 

Latinoamérica. 

País Tipo de animal Positivos/Nº 

muestras 

Positivos 

(%) 

Técnica Referencia 

 

 

 

 

 

Argentina 

Feto lechería 

Feto carne 

Vacas abortadas 

20/82 

1/22 

122/189 

24,4 

4,5 

64,5 

IFAT Venturini et al. 1999 

Feto lechería 

Vacas lechería 

26/354 

--- 

7,3 

16,1 

IHQ 

IFAT 

 

Campero, 2002 

Lechería s/probl. 

Lechería c/probl. 

Fetos 

174/1048 

323/750 

29/43 

16,6 

43,1 

67,4 

 

IFAT 

IHQ 

Moore et al, 2002 

Carne 15/305 4,9 IFAT Moore et al, 2003 b 

Fluidos fetales 

(carne y leche) 

26/66 27,4 IFAT Moore et al, 2003 a 

 

 

Brasil 

Lechería 63/447 14,1 IFAT Gondim et al, 1999 

Feto 25/223 11,2 IFAT Corbellini et al, 2002 

Lechería 89/663 14,3 IFAT Guimaráes et al, 2004 

Fetos 

Fetos 

37/161 

34/161 

23,0 

21,1 

Histopatol. 

IHQ 

Corbellini et al, 2005 

 

Chile 

Lechería --- 

--- 

50,0 

20,0 

ELISA 

IFAT 

Meléndez et al, 1999 

Lechería 20/55 36,4 IFAT Pattitucci et al, 1999 

Lechería 83/371 22,4 IFAT Pattitucci et al, 2000 

Colombia Lechería 193/357 54,1 ELISA Zambrano et al, 2001 

Ecuador Lechería 166/395 42,0 ELISA Lozada, 2004 

 

México 

Feto lechería 

Feto lechería 

73/211 

41/73 

34,5 

56,2 

Histopatol. 

IHQ 

Morales et al, 2001 

Lechería 110/187 58,8 ELISA García-Vázquez et al, 

2002 

Paraguay Lechería 

Carne 

107/297 

155/582 

36,0 

26,6 

ELISA Osawa et al, 2002 

Perú Fetos lechería 

Lechería 

16/29 

18/29 

55,2 

62,1 

IHQ 

IFAT 

Rivera et al, 2000 

Uruguay Lechería 135/844 16 ELISA Piaggio et al, 2004 

Lechería 130/217 60 IFAT Kashiwazaki et al, 

2004 

 

Fuente:(Valenzuela, 2005) 

 

2.2.5 Ciclo Biológico 

 

 

Se conocían algunas especies hospedadoras implicadas en el ciclo biológico de N. caninum 

mediante la única vía existente hasta el año de 1998, la transplacentaria, que  fue 

determinado gracias a los estudios experimentales de McAllister et al. (1998), los cuales 
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fueron definitivos en el conocimiento de la biología de este parásito, y que determinaron al 

perro como hospedador definitivo de N. caninum.  

 

Los perros en sus heces eliminan los ooquistes, los cuales contaminan el pasto que luego es 

ingerido por los bovinos o por los hospedadores intermediarios (ovinos, caprinos, equinos, 

caninos y bovinos) y, por consiguiente, el modo de transmisión horizontal se da al ingerir 

alimentos contaminados con ooquistes o restos de fetos abortados y placenta, además 

puede transmitirse a los terneros mediante la transmisión vertical provocando aborto o el 

nacimiento de terneros infectos. (Ilustración 2). 

 

Se conocen tres estadios del ciclo biológico de N. caninum, el taquizoíto, el quiste tisular con 

bradizoítos en su interior y el ooquiste (Ilustración 1). 

Los taquizoítos, responsables de la fase aguda de la infección, pueden invadir una gran 

variedad de tipos celulares en el hospedador parasitado incluyendo macrófagos, neutrófilos, 

células neuronales, hepatocitos, fibroblastos, miocitos y células endoteliales de los vasos 

sanguíneos y renales (Dubey et al., 1988b; Bjerkas & Presthus, 1989; Speer & Dubey, 1989). 

 

En los perros infectados que presentan cuadros de parexia los taquizoítos se encuentran con 

frecuencia en la musculatura estriada, aislándose fácilmente del músculo cuádriceps. N. 

caninum es un parásito intracelular obligado, por tanto el reconocimiento de la célula 

hospedadora es un requisito necesario para que tenga lugar la invasión y multiplicación.  
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Ilustración 2: Ciclo de vida de Neospora caninum 

 

 

 
Fuente:(García G. Á., 2003) 
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Los taquizoítos penetran en la célula hospedadora mediante invasión activa en menos de 5 

minutos, localizándose en el interior de una vacuola parasitófora en el citoplasma. En el 

interior de la vacuola parasitófora los taquizoítos se multiplican. Tras la ruptura celular, los 

taquizoítos salen al medio extracelular y en pocas horas se iniciarán los mecanismos de 

adhesión e invasión de nuevas células diana (Hemphill et al., 1996). La destrucción celular y, 

por consiguiente, la enfermedad depende de un equilibrio entre la habilidad de los 

taquizoítos para penetrar y multiplicarse en  la célula hospedadora y la habilidad del 

hospedador para inhibir la multiplicación del parásito. 

 

2.2.6 Transmisión 

 

Las evidencias sugieren que la transmisión vertical, principalmente vía transplacentaria y 

posiblemente también vía calostro, es el principal modo de contagio de la enfermedad 

natural siendo la infección postnatal poco importante. (CMV, 2010) 

La detección de anticuerpos precalostrales frente a N. caninum en el suero de terneros 

nacidos de vacas seropositivas indica la existencia de infección intrauterina. 

La transmisión vertical es el modo más frecuente de transmisión de infección en el ganado 

bovino. Está demostrado que, una vez adquirida la infección -in útero- de los terneros, aún 

cuando se produzca la infección prenatal del feto, no siempre se desarrolla la enfermedad y 

el parásito se aloja silenciosamente en el tejido de los terneros recién nacidos en forma 

inaparente,  probablemente de por vida, y así transmitir la infección a sus descendientes 

consecutivamente o no (VETERINARIO, 2010). 

 

El otro modo de transmisión se da a través de la ingestión de ooquistes eliminados en las 

heces del hospedador definitivo (el perro) que contaminarían el alimento a ser ingerido por 

los bovinos. Este modo es conocido como transmisión horizontal.   El descubrimiento del 

perro como un hospedador definitivo para N. caninum puso de manifiesto la posible 

transmisión horizontal de la infección, ya que se detectó la eliminación de ooquistes en las 

heces del perro. 
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2.2.7 Patogenia 

 

Ya  en el organismo, los taquizoítos pueden infectar las células de casi todos los tejidos del 

animal, con mayor afinidad por las células del Sistema Nervioso Central (SNC), células 

musculares esqueléticas y cardíacas y células endoteliales, ocasionando la destrucción de 

las mismas con la consiguiente aparición de focos de necrosis, que constituyen la principal 

lesión de esta enfermedad.  

 

2.2.7.1 Hembras 

 

En las hembras se inicia con el aborto del embrión o la presencia de feto momificado 

(Ilustración 3), y el nacimiento de terneros congénitamente infectados con o sin 

sintomatología. La infección al comienzo de la gestación suele originar la muerte del feto, 

mientras que a mitad de la gestación puede provocar la muerte fetal o el nacimiento de 

terneros infectados, los cuales pueden presentar sintomatología al nacimiento.  Finalmente, 

si la infección se produce en la última fase de la gestación suelen nacer terneros infectados 

sin sintomatología aparente, los cuales pueden transmitir la infección a la descendencia si 

son mantenidos en el rebaño como ganado de reposición. (Del Monte 2010). 

 

Ilustración 3: Feto momificado 

 

 

Fuente:(Dra. Andrianarivo, 2003) 

 

 

Existen algunos factores que desencadenan el desarrollo de la enfermedad como:  

 momento de la gestación en el que se produce la parasitemia 

 cantidad y duración de la parasitemia, 

 capacidad del feto para desarrollar una respuesta inmune 
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2.2.8 Respuesta Inmune 

 

N. caninum es un parásito intracelular obligado, por lo cual tanto la respuesta de anticuerpos, 

como los mecanismos implicados en la respuesta celular son importantes elementos de la 

respuesta inmune frente a N. caninum. (CMV, 2010) En el primer trimestre de la gestación el 

feto es incapaz de reconocer al patógeno, por lo cual es vulnerable a la infección con N. 

caninum y es bastante improbable que sobreviva. En el segundo tercio de la gestación el feto 

ya es capaz de producir una respuesta inmune, la que se evidencia por presencia de 

anticuerpos en el suero de fetos abortados. Esta respuesta puede no ser suficiente ya que la 

mayoría de los abortos ocurre en este período. Sin embargo, si la infección ocurre en el 

último tercio de la gestación el feto es capaz de sobrevivir y nacer infectado clínicamente 

sano, es decir que tenga la enfermedad pero que no presente síntoma alguno. (Ilustración 4). 

 

Ilustración 4: Respuesta inmune durante la gestación 

 

 

Fuente: (Innes et al. 2002) 

 

Se ha comprobado que las vacas infectadas persistentemente desarrollan una inmunidad 

natural protectora contra una segunda exposición a Neospora. La principal respuesta inmune 

protectora contra infecciones de parásitos intracelulares es la respuesta mediada por células, 

asociada a linfocitos T helper tipo 1, los cuales estimulan la producción de interferón γ (IFN-

γ), (Ilustración 5).  interleuquina 12 (IL-12) e IL-2.  Aunque, en las vacas gestantes se 

generan una disminución en la respuesta inmune entre los 4 y 6 meses de gestación, lo cual 

favorecería la multiplicación del parásito y por lo tanto, también la transmisión. (Dubey). 
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Ilustración 5: Respuesta de infección de ganado no preñado 

 

 

Fuente: (Andrianarivo, 2003) 

 

2.2.9 Diagnóstico de Laboratorio 

 

Un diagnóstico directo permite determinar la presencia de infección. La examinación de los 

fetos mediante técnicas histopatológicas que permiten la detección de lesiones, el 

aislamiento del parásito, su identificación, la detección de sus ácidos nucléicos es necesaria 

para el correcto diagnóstico de neosporosis. Por ello es importante enviar al laboratorio el 

feto completo, en caso de no ser posible, enviar al menos la cabeza del feto ya que el tejido 

más afectado en los fetos es el cerebro, incluso en el caso de fetos momificados o con 

autolisis avanzada. La inmunohistoquímica (IHC) es la técnica más usada para demostrar la 

presencia de Neospora en los tejidos (Lindsay & Dubey, 1989). En la actualidad la reacción 

en cadena de la polimerasa (PCR) ha probado ser un método suficientemente robusto para 

detectar DNA de N. caninum (Sager et al., 2001) en suero, leche, fluidos vaginales y saliva. 

 

La serología materna y fetal es considerada una ayuda importante en el diagnóstico indirecto 

de la infección,  el diagnóstico en el laboratorio se realiza mediante la detección de 

anticuerpos específicos contra N. caninum en el suero.  

 

En vacas, se consideran como indicador de aborto por este parásito las reacciones positivas 

con títulos altos, pero no se excluyen otras etiologías, a la inversa la ausencia de detección 

de anticuerpos excluiría la neosporosis como causante de aborto. El hallazgo de anticuerpos 
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contra N. caninum en vacas que abortaron no confirma que la neosporosis haya sido la 

causa (Manuel, 2004). Hay que reconocer que la neosporosis no puede ser considerada 

como la única causa de aborto en bovinos, existen otras enfermedades como, Brucella, 

Leptospira, (principales causas en Perú) (scielo, 2009) 

 

2.3 Serodiagnóstico 

 

La serología ha sido usada habitualmente como objeto para desarrollar estudios 

epidemiológicos buscando la asociación entre N. caninum y abortos en bovinos. 

Las técnicas serológicas Inmunofluorescencia y ELISA demostraron ser excelentes técnicas 

para la determinación de anticuerpos para Neospora caninum. Según estudios realizados 

(Baszler et al. 1996), en donde se determinó mediante ELISA una sensibilidad de 97,6 % y 

una especificidad de 98,6 %. En tanto que IFI muestra 98 % y 99 % de sensibilidad y 

especificidad respectivamente (Packham et al. 1998), en sueros analizados en varias 

haciendas de tres estados de Lima-Perú dedicadas a la ganadería. Esto ha permitido que 

estas técnicas sean usadas con mucha frecuencia en los laboratorios de diagnóstico 

veterinario. 

 

Para la detección de anticuerpos específicos contra N. caninum se utilizan una amplia 

variedad de antígenos inmuno-reactivos que han sido descriptos (Tabla 2). Los antígenos 

inmunodominantes de N. caninum fueron detectados como un grupo de moléculas con un 

peso de 37, 29/30, 16/17 y 46 kDa. Los antígenos de 29/30 y 37 kDa (p37 y p29/30) son los 

que muestran mayor consistencia por lo que se reconocen como los más importantes para 

ser utilizados en los test serológicos, (Barta & Dubey, 1992) y (Bjerkas, 1994). 
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Tabla 2: Antígenos de taquizoítos de N. caninum 

 

Designación 
recomendada 

Peso molecular (kDa) Localización 
celular Estimado Aparente 

SAG1 28,2 a 29/36b Membrana externa 
SRS2 34,1 35/43 Membrana externa 
GRA6 19,0 37 Gránulo denso 
GRA7 23,0 33 Gránulo denso 

NTP3/NTPasa-1 66,3 67 Gránulo denso 
   

a
 Masa molecular de la proteína basada en la secuencia de amino-ácidos. 

  
b
 Masa molecular de la proteína basada en la migración sobre SDS-PAGE;  

  condiciones de no reducción / reducción. 
 

Fuente:(D.P. Moore & M.C. Venturini, 2005) 

 

Estas técnicas son posibles, debido a que los anticuerpos constan de dos partes, una región 

variable (que es la que reconoce al antígeno) y una región constante (que forma el esqueleto 

y estructura básica de la molécula de anticuerpo) Ilustración 6. Es importante notar sin 

embargo, que esta división es artificial y que en realidad la molécula de anticuerpo se 

encuentra formada por cuatro cadenas polipeptídicas: dos cadenas pesadas y dos livianas, 

estas últimas son las que contienen la región variable. 

 

Ilustración 6: Estructura de los anticuerpos 

 

 

Fuente: (Merck Sharp & Dohme de España, 2005) 
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Es posible que existan varios anticuerpos que reconozcan diferentes antígenos (es decir que 

tengan diferentes regiones variables) pero que compartan la misma región constante. Todos 

estos anticuerpos con diferentes especificidades pueden ser reconocidos a su vez por un 

único anticuerpo secundario que reconozca la región constante. Esto ahorra el esfuerzo 

técnico y el costo de modificar cada uno de los anticuerpos primarios para acarrear el 

fluoróforo. 

 

2.3.1 Inmunofluorescencia indirecta 

 

La IFI fue la primera prueba serológica empleada en la detección de anticuerpos específicos 

(IgG) frente a N. caninum en el suero de animales infectados. (Patitucci A, M, & M., 2001) 

Posteriormente, se ha empleado ELISA porque permite evaluar un número elevado de 

muestras.  

 

La IFI detecta anticuerpos séricos que se unen a los antígenos de Neospora caninum fijados 

a las células presentes en las placas de reacción. Se considera un resultado positivo cuando 

se observa fluorescencia en toda la superficie celular, que normalmente aparece cuando se 

analizan sueros con títulos moderados o altos, sin embargo cabe recalcar que la 

interpretación también va dirigida a la intensidad de la fluorescencia emitida y al número de 

células fluorescentes. Una coloración únicamente apical o la ausencia de fluorescencia se 

consideran como negativo. Por ejemplo reacciones cruzadas con T. gondii pueden mostrarse 

como reacciones apicales, por ello hay que tener cuidado en la lectura e interpretación de 

este tipo de resultados. (Atkinson). 

 

En una reacción positiva se produce una interacción antígeno – anticuerpo, entre los 

anticuerpos de la muestra y el antígeno (cultivo de células vero infectadas con Neospora 

caninum) fijadas en la placa de reacción. Posteriormente todo el excedente es eliminado 

mediante un proceso de lavado con PBS pH 9,0. El conjugado que está constituido por anti 

(IgG) marcada con fluoresceína reacciona con el anticuerpo bovino. La reacción positiva se 

observa como una coloración verde brillante (Ilustración 7) debido a la fluoresceína que 

contiene el conjugado. 
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Ilustración 7: Microscopia de Fluorescencia 

 

 

Fuente: (Daniela Escobar, 2010) 

 

En la Inmunofluorescencia indirecta se combinan la sensibilidad de la técnica histológica y la 

especificidad de las técnicas inmunoenzimáticas. La prueba de inmunofluorescencia 

indirecta se utiliza para detectar anticuerpos anti-Neospora en el suero de las vacas que 

abortan o en el suero o líquidos fetales, ha sido ampliamente usada para el diagnóstico, 

siendo considerada como prueba de referencia al compararse con otras técnicas. (Dubey & 

Lindsay, 1996). 

 

Las ventajas de la IFI son que es una técnica reproducible, permite tinciones dobles e incluso 

se aplica en microscopia confocal. Esta técnica requiere el uso de buenos  controles y 

apropiada experiencia del analista, microscopio de luz UV, y registro de horas de trabajo de 

la lámpara, además nos permite llevar a cabo análisis serológicos semicuantitivos, esta 

ultima característica es una ventaja importante sobre la técnica de ELISA. 

 

Las desventajas son, que las reacciones no son permanentes y que es necesario fotografiar 

las reacciones positivas para documentar los casos. Un problema muy significativo con la 

inmunofluorescencia es el fotoblanqueo, es decir la pérdida de la actividad fluorescente 

causada por la exposición a la luz. Esta pérdida de actividad puede ser controlada 

reduciendo la intensidad o el tiempo de exposición a la luz, incrementando la concentración 

de fluoróforo, o empleando fluoróforos que sean menos propensos al fotoblanqueo (Burtis 

CA 2008). Además, requiere microscopio de fluorescencia, que es un instrumento de relativo 

alto costo. (Biocientifica 2008), y que por esta razón no todos los laboratorios la disponen. 

 



19 

 

2.3.2 ELISA 

 

La técnica ELISA se fundamenta en la detección de anticuerpos. La sencillez y rapidez de su 

realización y la fácil interpretación de los resultados, la capacidad de automatización y el bajo 

costo económico son ventajas que se consideran al momento de realizar análisis y con un 

número elevado de muestras. Estas pruebas utilizan distintos tipos de antígenos: taquizoítos 

sonicados, taquizoítos fijados con formalina, partículas Iscoms (Tabla 3). 

 

Las primeras proteínas recombinantes empleadas como antígeno en el ELISA para la 

detección de anticuerpos para N. caninum, fueron las proteínas de gránulos densos NcGRA6 

y NcGRA7 (Lally et al., 1996b; Jenkins et al., 1997).  

 

Ilustración 8: Fundamento del ELISA 

 

 

 

 

 

Fuente: (Martínez, Inmunologiaonline, 2007) 

 

 

Existen algunos tipos de ELISA que permiten desde la cuantificación de un antígeno en 

solución, la detección de un anticuerpo en una solución, o la determinación de la subclase 

(idiotipo) de un anticuerpo. Entre los más comunes están: ELISA sándwich para la 

determinación de anticuerpos contra N. caninum fue diseñada por Shares et al. 

(1999).Björkman et al. (1994) desarrolló también un ELISA soluble el cual usa como antígeno 
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un extracto de taquizoítos incorporado a un complejo inmunoestimulante (ISOCOM- ELISA) 

(Tabla 3). Baszler et al. (1996) describió un ELISA de competición (CI-ELISA) empleando un 

anticuerpo monoclonal (Mab 4A4-2) dirigido frente al antígeno de superficie de 65 kD del 

taquizoíto de N. caninum. También se han empleado taquizoítos fijados con formalina 

(Williams et al.,1997). Björkman et al (1999) describe un ELISA de avidez que permite 

cuantificar la avidez de las IgG anti-N.caninum  presentes en el suero de los animales 

infectados y discriminar entre infecciones recientes y crónicas. 

 

Los ELISAs convencionales emplean antígeno soluble de taquizoítos (Paré et al., 1995; 

Björkman & Uggla, 1999) con alguna variante como el ELISA de competición, en el que se 

emplea un anticuerpo monoclonal que compite con los anticuerpos específicos del suero 

problema, confiriendo una mayor especificidad con respecto al ELISA indirecto tradicional.  

 

El ELISA aplicado en el presente trabajo es de tipo competitivo (cELISA) detecta anticuerpos 

para Neospora caninum en ganado vacuno. Los antígenos inmunodominantes de N. 

caninum usados en el Kit de VMRD (Veterinary Medical Research & Development, Pullman, 

WA 99163, U.S.A.) capturados en la fase sólida es una proteína de 65 kDa usando 

anticuerpos monoclonales.  Si la concentración de anticuerpos para N. caninum en el suero 

de la muestra es alta, muy poco del conjugado peroxidasa (HRP)-labeled N. caninum puede 

fijarse a los antígenos inmovilizados, ya que la muestra y el conjugado compiten por los 

mismos epítopes del antígeno p65 (Ilustración 9). Hay ausencia de coloración dado que no 

se produce la fijación del conjugado para unirse al sustrato. Inversamente, con muestras que 

contienen poco o ningún anticuerpo anti-N. caninum, se fijará más conjugado al antígeno en 

la fase sólida y la consiguiente adición de sustrato provocará la presencia de color. Por esto, 

la concentración de anticuerpos desconocidos en la muestra analizada es inversamente 

proporcional a la intensidad de color que aparece en los pocillos. Motivo por el cual en este 

estudio se eligió este tipo de ELISA  (competitivo) debido al grado de sensibilidad que esta 

prueba posee al competir con anticuerpos monoclonales, en comparación con IFI. 
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Ilustración 9: Principio de un ELISA competitivo 

 

 

 

 

 

 

Al existir varios tipos de ELISA, se han realizado estudios que ayudan a determinar la prueba 

más sensible y específica en la determinación de Neospora caninum. En una comparación 

entre los diferentes tipos de ELISA para diagnosticar Neospora caninum, realizado por 

García en el 2003  se determino que el ELISA Indirecto que utiliza antígeno crudo presenta 

una sensibilidad y especificidad (S=97,7 y E=95,6) ante ELISA competitivo donde se obtuvo 

una mayor Sensibilidad de 98%, y una Especificidad de 96%. De igual forma se realizo la 

comparación con el ELISA Indirecto pero que utiliza taquizoitos los resultados variaron de 

forma significativa pero no en gran cantidad, por ejemplo la sensibilidad obtenida mediante 

esta prueba fue de  95 y la especificidad fue del 96, valor que no supera al obtenido con el 

mismo método pero con la variación del antígeno (crudo). Donde se puede presumir que las 

variaciones difieren según los antígenos utilizados y en este caso el Antígeno crudo sería el 

más optimo debido a que la sensibilidad y especificidad son mayores que al utilizar como 

antígenos a los taquizoitos. Por este motivo se eligió trabajar con el ELISA competitivo por su 

mayor sensibilidad y especificidad frente a los demás tipos de ELISA. 
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Tabla 3: Tipos de ELISA desarrolladas para el diagnóstico de la infección causada por N. 

caninum. 

Tipo de 
 ELISA 

(Antígeno) 

 
Punto de corte 

Características 
diagnósticas 

 

 
Aplicación 

diagnóstica 

 
Técnica de 
referencia 

 
Referencias 

Se* Esp* 

 
 
 

Indirecto 
(Antígeno 

crudo) 

D.O. = 0,45 97,7 95,6 Infección en adultos IFI Björkman et a.l,1994 

S/P = 0,45 88,6 96,5 Infección en adultos IFI Paré et al.,1995a 

D.O. = 0,17 
D.O. = 0,40 

89 
97 

100 
100 

Infección en fetos 
Infección en adultos 

IFI Osawa et al., 1998 

 
 

S/P = 0,7 

 
88 
98 
98 

 
97 
92 
92 

Infección en adultos 
- que han abortado 
- rebaños endémicos 
- rebaños normales 
 

 
 

IHQ 

 
 

Wouda et al., 1998a 

I.R.C.P. = 5   Infección en adultos IFI Rebordosa et al., 2000 

 
Sandwich 

 
D.O. = 0,034 

 
94,2 

 
94,2 

Infección en adultos 
-aborto epidémico y 

endémico 

 
IFI y WB 

 
Sehares et al., 1999a 

 
 

Competición 
(Antígeno 

crudo) 

P.I. = 58% 
P.I. = 10% 
P.I. = 15% 
P.I. = 20% 

- 
98 
98 
98 

- 
89 
96 
96 

Infección en adultos 
 

Infección en adultos 
 

WB 
 

Mastazyme 

Baszler et al., 1996 
 

Williams et al., 2000 

 
P.I. = 30% 

97,6 
 

96,4 

98,6 
 

96,8 

 
Infección en adultos 

 

IFI e IHQ 
 

IFI 

 
Baszler et al., 2001 

Indirecto 
(partículas 

Iscoms) 

 
D.O. = 0,15-0,2 

 

 
100 

 
96 

 
Infección en adultos 

 

 
IFI 

 
Björkman et a.l,1997 

 
Indirecto 

(Taquizoítos) 

D.O. = 0,77 95 96 Infección en adultos IFI Williams et al., 1997 

P.P. = 20 
P.P. = 20 
P.P. = 10 

97 
85 
83 

95 
90 
75 

Infección en adultos 
- que han abortado 
- rebaños endémicos 
- rebaños normales 

 
IFI 

 
Williams et al., 1999 

Indirecto 
(Antígeno 

recombinante) 
NcDG1 y 
NcDG2 

 
 

D.O. = 1,000 
 

 
 
- 

 
 
- 

 
 

Infección en adultos 
 

 
 

IFI 

 
Lally et al., 1996b 

Jenkins et al., 1997 

N54 
 

N57 

D.O. = 0,04 
 

D.O. = 0,03 

95 
 

82 

96 
 

93 

 
Infección en adultos 

 

 
IHQ 

 
Louie et al., 1997 

SRS2 0,189 - - Infección en adultos 
 

IFI y WB Nishikakawa et al., 
2001c 

SAG1 
(Nc-p29) 

(+)D.O.> 1,2  
 

(-)D.O.< 0,5 

 
- 

 
- 

 
Infección en adultos 

 

 
WB 

 
Howe et al., 2002 

Indirecto 
(Antígeno 

purificado por 
afinidad) p38 

D.O. = 0,153 
D.O. = 0,149 
D.O. = 0,208 

 

83 
78 
85 

83 
78 
85 

Infección en adultos 
Aborto epidémico 
Aborto endémico 

 

 
IFI 

 
Sehares et al., 2000 

 
 

p36 (avidez) A.I. = 55% 92 92 Aborto epidémico –
endémico 

 

ELISA Sehares et al., 2002a 
 

*Se: Sensibilidad; Esp: Especificidad  Fuente: (García G. Á., 2003) 
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2.4 Control y Prevención 

 

La neosporosis se muestra como una causa más de aborto en bovinos, por tanto es 

importante el control de la enfermedad el cual debe ir orientado a reducir la prevalencia en 

las zonas con brotes declarados y a prevenir la propagación a otras zonas para evitar de tal 

forma la transmisión horizontal y vertical.     

 

Hay que recalcar que el desarrollo de la enfermedad está relacionado en gran medida con el 

sistema inmune del huésped, además se cree que hay sensibilidad de N. caninum a ciertos 

antimicrobianos (Schlech, Lavigne, & Bortolussi., Epidemic listeriosis evidence for 

transmission by food., 1985) que ocasionaron la reducción del número de taquizoítos 

cultivados in vitro. Entre las más efectivas se encuentran la clindamicina, diclazuril, 

robenidina y pirimethamina. Sin embargo cabe recalcar que la eficacia de dichas drogas no 

ha sido aun estudiada en bovinos. 

Existen vacunas que fueron aplicadas en diferentes estudios con el propósito de reducir el 

riesgo de abortos causados por N. caninum, si bien en el estudio realizado por Mainar-Jaime 

et al. (2001) no se encontró un efecto de dicha vacunación en el declinación de la incidencia 

de la infección y el aborto por Neospora. 

 

Bovilis® Neoguard (Ilustración 6) es una vacuna inactivada que contiene organismos 

muertos de Neospora caninum y SPUR como adyuvante para aumentar la estimulación del 

sistema inmune. Es una suspensión acuosa inactiva lista para su aplicación en vacas 

gestantes sanas (www.intervet.com.mx). Durante el primer trimestre de gestación administre 

5 ml por vía subcutánea. Aplicar una segunda dosis 3-4 semanas después. Se recomienda la 

revacunación con dos dosis en las gestaciones subsecuentes. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.intervet.com.mx/
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Ilustración 10: Vacuna Bovilis® Neoguard 

 

 
Fuente:(www.intervet.com.mx) 

 

 

La valoración de el efecto de Bovilis® Neoguard en  la reducción de la tasa de abortos tuvo 

un respaldo de investigaciones internacionales por tal motivo la utilización de este biológico 

fue aceptado por USDA (Departamento de Agricultura de los Estados Unidos) y se obtuvo la 

aprobación para su comercialización (Fabián Pita, 2011). 

 

La experiencia de la vacuna a nivel de campo en Ecuador era la reducción en la tasa de 

abortos que se tenía en las ganaderías. Sin embargo la utilización de esta vacuna tenía un 

nicho reducido debido en gran parte al desconocimiento de los veterinarios y ganaderos 

sobre la enfermedad y el aporte que la vacuna podía hacer en ellas. Otro factor importante 

fue que las ganaderías eran portadores de otras enfermedades causantes de abortos como 

brucelosis, DVB, IBR, leptospirosis lo cual encubría los efectos de la vacuna sin ser aporte 

en la reducción de la tasa de abortos (Fabián Pita, 2011). 

  

En la actualidad no se sigue vacunando porque se dejó de producir a nivel mundial la vacuna 

por la baja demanda del producto dando como resultado la falta de rentabilidad para la 

compañía ya que era un biológico costoso. 

 

Actualmente no existe tratamiento alguno en el mercado ecuatoriano para el control de la 

neosporosis, sin embargo podemos destacar las medidas que podrían contemplarse para el 

control de la transmisión horizontal. 
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 Eliminar adecuadamente los fetos, fluidos y placentas, también vacas y terneros 

muertos, evitando que puedan ser ingeridos por los perros, lamidos por la hembra 

abortada o entrar en contacto con otras vacas. 

 Evitar la exposición del alimento y agua, a las heces de perros. 

 Eliminar contaminación por heces de perro de la paja que constituirá la cama para 

los bovinos. 

 Evitar que los perros entren en las áreas de alojamiento de los animales. 
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CAPÍTULO III 
 

3.1 Localización 

 

Los sueros usados en el presente trabajo fueron obtenidos en el proyecto SERB-PUCE (II) 

en diferentes haciendas ubicadas en tres provincias del Ecuador: Pichincha, Santo Domingo 

de los Tsáchilas y Bolívar. 

 

La zona de Pintag pertenece a la provincia de Pichincha, se ubica a 3.100 msnm, su 

temperatura promedio es 20ºC.La principal actividad económica en la zona es la agricultura y 

textilería. 

Alluriquín es una parroquia rural de la provincia de Santo Domingo de los Tsáchilas, cuya 

temperatura promedio es 22ºC y se encuentra ubicada a 400 msnm. La principal actividad 

económica es la agricultura (café, palma africana, abacá, cacao, tubérculos, maíz, caucho, 

flores tropicales) ganadería e indicios de actividad turística. 

 

Salinas es una parroquia localizada en la provincia de Bolívar, Cantón Guaranda, toma el 

nombre de Salinas por la presencia de las minas de sal en su territorio ubicada a 

3.550msnm. Su temperatura promedio es de 13ºC.El pueblo es el centro de una zona en la 

que existe una gran cantidad de actividades agroindustriales, artesanales y ganaderas. 

Referencia obtenida según el INEC: el número de cabezas de ganado vacuno creció 6,1 por 

ciento entre 2008 y 2009 y que, de las 5,2 millones de cabezas registradas en 2009, 50,39% 

se registraron en la región Sierra del país. 

 

En consonancia con esas cifras, la región Sierra, con 76,3%, es la zona con mayor 

producción de leche, seguida de la Costa, con 15,89%, y el Oriente, con 7,81%. (INEC 2008) 
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3.2 Muestra 

 

Se trabajó con 343 sueros que fueron provistos por el Proyecto de Seroprevalencia de 

enfermedades reproductivas de la PUCE. (Proyecto anteriormente realizado). Muestras que 

fueron preservadas en congelamiento y analizadas paulatinamente. 

 

3.3 Procedimiento 

 

3.3.1 Muestreo 

 

Esta etapa fue cumplida dentro del proyecto SERB-PUCE (II). Las muestras de sangre 

fueron obtenidas por punción de la vena caudal o yugular, la cual se obtuvo en función de las 

facilidades disponibles en las fincas. La sangre fue recolectada por  medio de un equipo de 

tubos al vacío sin anticoagulante. Las muestras fueron transportadas en condiciones de 

refrigeración hasta el Laboratorio de Veterinaria de la Escuela de Bioanálisis de la Pontificia 

Universidad Católica del Ecuador. Los sueros obtenidos (Ilustración 10) se mantuvo a 

congelación (-20°C) hasta el día de su procesamiento. 

 

Ilustración 11: Rads de sueros 

 

Fuente: (Daniela Escobar, 2010) 

 

3.3.2 Técnica ELISA 

 

Para la detección de anticuerpos específicos contra N. caninum se aplicó la técnica de 

ELISA competitiva para lo cual se usó el kit de la casa comercial VMRD (NEOSPORA 

CANINUM ANTIBODY TEST KIT, cELISA) cuyo fundamento se sustenta en la detección de 

anticuerpos en los sueros bovinos, presentando una mayor sensibilidad gracias a los 
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anticuerpos monoclonales que utiliza este kit. Anexo 1. Los materiales y procedimiento de la 

técnica se detallan en el Anexo 5. 

 

3.3.3 Técnica IFI 

 

La técnica de inmunofluorescencia indirecta es otro test que se usó para la detección de 

anticuerpos contra  N. caninum. De igual forma que en la técnica de ELISA se usó los 

reactivos de la casa comercial VMRD (Anexo 3), El fundamento se sustenta en la 

fluorescencia que se obtiene una vez que se produjo la reacción del antígeno con los 

anticuerpos encontrados en la muestra y la posterior unión del conjugado marcado con el 

fluorocromo, para la determinación de la fluorescencia mediante la observación en el 

microscopio de UV.  Los procedimientos se detallan en el Anexo 6. 

 

3.4 Análisis Estadístico 

 

Para realizar el análisis estadístico de los resultados obtenidos se procedió a crear una base 

de datos en Microsoft Excel, la respectiva comparación y evaluación de ELISA frente a IFI 

que se basará en cálculos estadísticos para determinar los parámetros necesarios para 

brindar un diagnóstico confiable en base a criterios de validez y seguridad. Además, se 

realizó un estudio del grado de concordancia existente entre las dos pruebas serológicas 

mediante el cálculo del valor k (kappa). 

 

Validez: 

 Sensibilidad 

 Especificidad 

 Índice de Youden 

 Eficiencia o Exactitud 

 

Seguridad: 

 Valor Predictivo de un resultado positivo 

 Valor Predictivo de un resultado negativo 

 

Se usa una tabla de contingencia para calcular los criterios de validez y seguridad, la cual 

consta de 4 posibles combinaciones: en dos de éstas la respuesta de la prueba es correcta 



29 

 

(a positivos verdaderos y d negativos verdaderos) y en las otras dos es falsa (b falsos 

positivos y c falsos negativos) (Tabla 4). 

 

Tabla 4: Tabla de contingencia 

 

 
PRUEBA 1 

 
           PRUEBA 

                             2 
 
 
 
 
 

 

Tabla 5: Cálculo de las características diagnósticas 

 

PRUEBA DE REFERENCIA 
IFI 

 
           PRUEBA 

                 ALTERNATIVA 
                         ELISA 
 
 
 
 

3.4.1 Sensibilidad (S) 

 

La sensibilidad diagnóstica se define como la probabilidad de diagnosticar como positivo a 

un paciente cuando está en realidad enfermo: 

 

              
 

   
       

 

              
  

    
       

 

                     

 

 

79       14  93 

 

0       250  250 

 

79      264  343 

     Positiva        Negativa         Total 

Positiva         VP                 FP              a + b 

 

Negativa        FN    VN       c + d 

 

Total       a + c              b + d    a+b+c+d 
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3.4.2 Especificidad (E) 

 

La especificidad diagnóstica se entiende como la probabilidad de diagnosticar como negativo 

a un paciente que realmente está sano: 

               
 

   
       

 

               
   

      
       

 

                   

 

3.4.3 Índice de Youden (IY) 

 

El índice de Youden corresponde a la suma de la sensibilidad más la especificidad menos 

uno. Varía de 0-1, cuyo valor máximo de 1 representa un diagnóstico ideal o perfecto:  

   
   

   
   

 

   
      

   
   

 

        

Esto significa que el diagnóstico fue casi perfecto porque el IY fue de 0.95. 

 

3.4.4 Eficiencia o exactitud (EF) 

 

Es el rendimiento de la prueba para diagnosticar y corresponde a la probabilidad de 

clasificación correcta de la prueba: 
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La Eficiencia o exactitud fue de 95.91% es decir la probabilidad de llegar al valor real del 

diagnóstico. 

 

3.4.5 Valor predictivo de un resultado positivo (VPRP) 

 

Es la capacidad de una prueba para detectar enfermos entre todos aquellos cuyo resultado 

dio positivo: 

      
 

   
       

 

      
  

     
       

 

         

 

3.4.6 Valor predictivo de un resultado negativo (VPRN) 

 

Es la capacidad de una prueba para detectar sanos entre los pacientes con resultado 

negativo: 

      
 

   
       

 

      
   

     
       

 
 

           

 

3.4.7 Concordancia entre las dos técnicas serológicas 

 

Para determinar el grado de concordancia entre las dos técnicas serológicas se calculó el 

valor к (Coeficiente Kappa), que nos indica la fuerza de concordancia que se produce entre 

dos técnicas. Para calcular el valor к es necesario una tabla de contingencia 2 x 2 (Tabla 4), 

en la que se muestran los resultados positivos y negativos de las técnicas serológicas. 
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   Fórmula valor k: 

  
          

      
 

 

Se calculó la concordancia observada (C.O.) y la concordancia esperada (C.E.) y, a partir de 

estos datos, el cálculo del valor к. 

 

     
   

 
 

      

   
        

 

     
                       

  
 

                

    
        

 

 

 

  
              

        
 

 

       

 

La valoración del valor к puede tomar distintos valores entre -1 (discordancia absoluta) y +1 

(concordancia absoluta), pasando por el 0 (concordancia debida exclusivamente al azar). 

Los valores comprendidos entre 0 y 0,20 se interpretan como concordancia débil; entre 0,20 

y 0,40 concordancia escasa; entre 0,40 y 0,60 concordancia moderada y entre 0,80 y 1 

concordancia casi perfecta(Thrusfield, 1995). 

 

Tabla 6: Valoración del Coeficiente Kappa (Valor k) 

 

Coeficiente Kappa Fuerza de concordancia 

0,00 Pobre 

0,01 - 0,20  Leve 

0,21 - 0,40 Aceptable 

0,41 - 0,60 Moderada 

0,61 - 0,80 Considerable 

0,81 - 1,00 Casi Perfecta 
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CAPÍTULO IV 
 

 

Resultados y Discusión 
 

 

La seroprevalencia de anticuerpos para Neospora caninum, mediante la técnica de ELISA, 

del total de 343 muestras incorporadas en el presente estudio, evidenció 93 muestras 

positivas, que equivale a un 27,1%. 

 

 

Lozada, F. 2004, en el trabajo “Determinación de la presencia de anticuerpos a Neospora 

caninum en hatos lecheros de la sierra Centro Norte del Ecuador, por Prueba 

Inmunoenzimática”, analizó, 395 vacas adultas; encontró como dato promedio  que el 42% 

de las muestras eran positivos a la presencia de anticuerpos anti-N. caninum; 2,8% 

sospechosas y el 55,2% fueron negativas.  

 

Mientras que un estudio realizado en el Laboratorio de Veterinaria de la Escuela de 

Bioanálisis de la PUCE, revela que existe una seroprevalencia variable frente a Neospora 

caninum. Dicho estudio realizado en el año 2008, en el que se aplicó la técnica ELISA, 

muestra una prevalencia de 33.57% hasta 78.88%.(García & Torres, 2008), información 

verbal. 

 

La seroprevalencia de anticuerpos para Neospora caninum, mediante la técnica de IFI, del 

total de 343 muestras de este estudio mostró 79 muestras positivas, que equivalen a un 

23,0% en este estudio. 

 

 

Campero, 2003, en un trabajo en el que utiliza la prueba de inmunofluorescencia (IF) analizó 

sueros de vacas de 22 tambos de la cuenca Mar y Sierras en la Provincia Santa Fe – 

Argentina sin información previa referente a Neospora caninum. El mismo permitió detectar 

16,1% de vacas seropositivas existiendo al menos un animal positivo en el 95,4% de los 

rodeos lecheros en estudio. 
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Como se puede observar en estos resultados la presencia de esta enfermedad no está 

condicionada al tipo de producción, ya sea en ganado de carne o de leche y que afecta tanto 

hembras como machos, o entre el impacto de un aborto o repetición de celo es más notorio 

en hembras lo cual quizás sea de mayor importancia a estas, pero es importante considerar 

que toros seropositivos quizás en algún momento podrían ser la causa principal de 

diseminación, obviamente hasta el momento no se ha comprobado la transmisión de esta 

enfermedad por vía sexual. 

 

En cuanto a distribución de la prevalencia por Provincia mediante la técnica de ELISA, con 

respecto a Neospora caninum, se encontró que en la zona estudiada de la Provincia de Sto. 

Domingo de los Tsáchilas resultaron 46 positivas (28,2%); en la de la Provincia de Pichincha 

se encontraron 27 positivas (27,8%) y en la de la Provincia de Bolívar resultaron 20 positivas 

(24,0%) por lo tanto no se presentó una diferencia significativa. Aunque en la provincia de 

Sto. Domingo de los Táchilas la cantidad de bovinos es mayor comparado con Pichincha y 

Bolívar, las prevalencias son similares en las 3 zonas estudiadas de las mencionadas 

provincias. 

 

 

Tabla 7: Prevalencia de anticuerpos contra Neospora caninum evaluada con la técnica de 
ELISA e IFI  por provincia. 

 
PROVINCIA 

 
N° 

ELISA  IFI  

Positivo % Positivo % 

(Sto. Domingo de los 
Tsáchilas) 
Alluriquín 

163 46 28,2 39 23,9 

(Pichincha) 
Pintag 

97 27 27,8 21 21,6 

(Bolívar) 
Salinas 

83 20 24,0 19 22,9 

TOTAL  343 93 27,1 79 23,0 

 

Los resultados obtenidos del SERB-PUCE para la seroprevalencia de N. caninum fueron, en 

la provincia de Sto. Domingo de los Tsáchilas 33.57%, en la provincia de Pichincha el 

78.88% y en la provincia de Bolívar 37.73%. Los hallazgos en ambos estudios nos permite 

observar que la provincia de Pichincha tiene una alta seroprevalencia, mientras que en 

nuestro estudio es la provincia de Sto. Domingo.  
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Los anticuerpos detectados mediante las dos pruebas serológicas han demostrado la 

seroprevalencia de N. caninum en las diferentes haciendas de estudio de las tres provincias 

del Ecuador, como se demuestra en la (Ilustración 12). La N. caninum en el ganado bovino 

de la provincia de Santo Domingo de los Tsáchilas tiene una mayor seroprevalencia que en 

las provincias de Pichincha y Bolívar. 

 

Ilustración 12: Prevalencia de la infección en las tres provincias de estudio mediante la técnica 
de ELISA e IFI 

 

 
 

 

Sin embargo al comparar con los resultados obtenidos mediante la técnica de IFI que se 

detalla (Tabla 9) la cantidad de positivos es menor comparada con los obtenidos por ELISA, 

esto puede deberse a la variación de sensibilidad y especificidad que existe entre estos dos 

tipos de pruebas. No obstante de que los porcentajes de IFI y ELISA muestran diferencia, 

mediante el cálculo del valor de k que se detalla en la (Tabla 5), se obtuvo una concordancia 

muy alta (к = 0.89), que al correlacionar con la valoración de la (Tabla 6), el valor k está 

dentro de la escala de (0.81 – 1,00) que quiere decir que hay una fuerza de concordancia 

casi perfecta entre las dos técnicas aplicadas en el diagnóstico de neosporosis bovina. 
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CAPÍTULO V 

 

Conclusiones 

 

Se encontró una concordancia casi perfecta entre las técnicas ELISA e IFI, establecida 

mediante el valor K. En base al objetivo principal que fue la comparación de las dos técnicas 

serológicas, se determinó que existen mayor resultados positivos mediante ELISA, habiendo 

una diferencia mínima entre IFI. 

Las variaciones se pueden deber a las diferentes sensibilidades que poseen las pruebas. De 

donde se tomo como referencia la IFI. 

 

Recomendaciones 

 

Las dos técnicas son adecuadas para la detección de Anticuerpos contra Neospora caninum. 

ELISA se recomienda como técnica de elección por cuanto tiene una mayor sensibilidad, y 

por las ventajas que tiene en cuanto a equipamiento y manejo técnico. 

 

Cabe destacar que en Ecuador aún falta mayor información acerca de la situación de esta 

enfermedad. Se necesitan estudios de laboratorio para detectar su presencia mediante el 

aislamiento del parásito, así como estudios epidemiológicos para determinar prevalencias 

regionales y nacionales. 

 

Además  de que al momento no existen vacunas contra esta enfermedad, debido a su 

descontinuación; se recomienda a los ganaderos tomar medidas precautelares en sus hatos  

y en sus haciendas, ya que ellos son los principales autores de que este tipo de 

enfermedades acabe con una buena producción en el sector ganadero, donde la principal 

causa según nuestro estudio se presenta de forma vertical. 
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ANEXOS 
 

Anexo 1: Inserto de instrucciones NEOSPORA CANINUM ANTIBODY TEST KIT, cELISA 
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Anexo 2: Validación del Kit por la Casa Comercial VMRD 

 

 



40 

 

Anexo 3: Certificado de análisis de IFI 
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Anexo 4: Certificado de análisis de fluido de montaje 
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Anexo 5: Procedimientos para la técnica de ELISA competitiva 

 

Materiales 

 

o 343 Muestras 

o 2  Recipientes de plástico  

o 1  Pipeta multicanal 

o 1  Pipetas serológicas 

o 1 Rollo de Papel absorbente 

o 1 Funda de Puntas de 100ul 

o 1 Funda de Puntas de 1000ul 

 

Reactivos (Kit ELISA)   

 

o 5 Placas impregnadas con antígeno 

o Control Positivo (1 botella de 3.6ml) 

o Control Negativo (1 botella de 3.6ml) 

o Conjugado Antibody-Peroxidase (100X) (1 botella de 500ul) 

o Buffer Diluyente Conjugado (1 botella de 60ml) 

o Solución de Lavado Concentrado (10X) (2 botellas de 120ml cada una) 

o Solución de Substrato  (1 botella de 60ml) 

o Solución  Stop  (1 botella de 60ml) 

 

Ilustración 13: Materiales (ELISA) 

 

Fuente: (Daniela Escobar, 2010) 
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TECNICA ELISA 

 

 Aclimatar reactivos, controles (Positivo y Negativo), y las muestras a ser procesadas. 

 

 Colocar  50 ul de controles (Positivo y Negativo) y de los sueros en la placa de 

microelisa, Agitar y cubrir con papel aluminio e incubar la placa 1 hora a temperatura 

ambiente (21-25°C). 

 

Ilustración 14: Colocación de sueros en la Microaplaca e incubación 
 

           
  

Fuente:(Daniela Escobar, 2010) 

 

 Después de la 1 hora de incubación lavar por 3 veces con la solución de lavado, 

290ul por cada pocillo. 

 

Ilustración 15: Lavado 
 

           
 

 
 

Fuente: (Daniela Escobar, 2010) 
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 Conjugado: Adicionar 50ul del diluido del conjugado por cada pocillo e incubar la 

placa por 20 minutos a temperatura ambiente (21-25C). 

 

Ilustración 16: Conjugado 
 

 
 

Fuente: (Daniela Escobar, 2010) 

 
 Después de la incubación de 20 minutos repetir el lavado (Ilustración 8). 

 
 Sustrato: Colocar 50ul de la solución de sustrato, agitar, cubrir e incubar por 20 

minutos. 
 
 

Ilustración 17: Sustrato 
 

 
 

Fuente: (Daniela Escobar, 2010) 

 
 Colocar 50ul de la solución Stop. 

Ilustración 18: Solución de Parada 
 

 
 

Fuente: (Daniela Escobar, 2010) 
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 Inmediatamente luego de adicionar la solución Stop leer en un filtro de 620 nm. 

 

Ilustración 19: Lector de ELISA 
 

 
 

Fuente: (Daniela Escobar, 2010) 

 

 

 Imprimir las densidades ópticas y proceder a realizar los cálculos. 

 

Validación de la prueba 

 

 Control Negativo:  DO ≥ 0.30 y < 2.50 

 Control Positivo: > 30%Inhibición 

 

Cálculo para el Porcentaje de Inhibición (%I) 

  
  

       
                

                 
 

 

Los criterios de Interpretación de la prueba de Neospora caninum según el fabricante son: 

 

 Positivo:   % I ≥ 30  

 Negativo:  % I < 30 
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Anexo 6: Procedimientos para la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta 
 

Materiales 

 

o 343 Muestras 

o 1  Erlenmeyer  

o 2  Pipetas serológicas 

o 4  Gradillas de espuma flex 

o 1 Rollo de Papel absorbente 

o 1 Funda de Puntas de 100ul 

o 1 Funda de Puntas de 1000ul 

o 1 Caja de Cubreobjetos 

o 600 Tubos de vidrio estériles 

o 2  Cámaras húmedas 

o 1  Incubadora 37 OC 

 

Reactivos de un IFI, contiene:  

 

o Placas  

o Diluyente Buffer pH 7,2 

o FA Rinse Buffer pH 9,0 

o Conjugado Anti-IgG o IgM 

o Fluido de Montaje 

 

Ilustración 20: Materiales y Reactivos (IFI) 
 

           
 

Fuente: (Daniela Escobar, 2010) 
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TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA 

 

 Diluir 1:200 los sueros con el diluyente buffer pH 7.2 (1990ul del diluyente + 10 ul del 

suero) 

 

Ilustración 21: Dilución de muestras 
 

           
 

Fuente: (Daniela Escobar, 2010) 

 

 Colocar  20 ul del suero diluido en cada pocillo de la placa e incubar  30 minutos en 

cámara húmeda a 37 OC. 

 
 
 

Ilustración 22: IFI 
 

           
 

Fuente: (Daniela Escobar, 2010) 

 

 Lavar la placa con un dispensador que contenga FA Rinse buffer pH 9.0 y sumergir  

la placa por 10 minutos en el  FA Rinse buffer pH 9.0 
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Ilustración 23: Lavado de la placa 
 

 
 

Fuente: (Daniela Escobar, 2010) 

 

 Después de los 10 minutos secar los bordes de los pocillos. 

 

Ilustración 24: Secado 

 
 

Fuente: (Daniela Escobar, 2010) 

 

 Colocar 20 ul anti-Ig G o Ig-M e incubar por 30 minutos  en cámara húmeda a 37 OC.  

Ilustración 25: Colocar anti-Ig G o Ig M 
 

           
 

Fuente: (Daniela Escobar, 2010) 
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 Lavar la placa con un dispensador que contenga FA Rinse buffer pH 9.0 y sumergir  

la placa por 10 minutos en el  FA Rinse buffer pH 9.0 (Ilustración 16). 

 

 Colocar la solución de montaje y colocar un cubreobjetos. 

 
Ilustración 26: Montaje 

 

           
 

Fuente: (Daniela Escobar, 2010) 

 

 Leer en un microscopio de fluorescencia con el lente de 200X. 

 

Ilustración 27: Microscopio de Fluorescencia 
 

 
 

 

 

Interpretación de Resultados 

 

 Positivo:   células fluorescentes. 

 Negativo: células no fluorescentes. 
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