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ABSTRACT

This study aimed to compare the techniques of indirect Immunofluorescence Antibody Test (IFAT) and Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) techniques for the diagnosis of Neospora caninum Dubey, Carpenter, Speer, Topper &
Uggla, 1988 in alpacas from the highlands of Peru. Sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive
value, and concordance of IFAT were evaluated using a commercial competitive ELISA kit (cELISA - VMRD) as a
reference. 1540 sera samples were collected from alpacas naturally exposed to V. caninum. The results showed good
sensitivity (92.95%), high specificity (99.75%), a positive predictive value of 92.90%, and a negative predictive value of
99.04%. The concordance between both diagnostic techniques (IFAT and ELISA) turned out to be almost perfect (k =
0.98). It is concluded that the IFAT test has a high efficiency for the diagnosis of N. caninum in alpacas.

Keywords: alpaca — concordance — IFAT — Neosporosis— sensitivity — specificity

RESUMEN

El objetivo del estudio fue comparar las técnicas de inmunofluorescencia indirecta (IFI) y Ensayo de inmunoadsorcién
ligado a enzima (ELISA) para el diagnéstico de Neospora caninum Dubey, Carpenter, Speer, Topper & Uggla, 1988 en
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alpacas de la sierra del Perti. Se evalué la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo
y concordancia de IFI usando de referencia un kit comercial de ELISA competitivo (cELISA - VMRD). Se obtuvieron
1540 muestras de sueros de alpacas expuestas naturalmente a V. caninum. Los resultados muestran una buena sensibilidad
(92,95%), alta especificidad (99,75%), valor predictivo positivo de 92,90% y un valor predictivo negativo de 99,04%.
La concordancia entre ambas técnicas diagnésticas (IFI y ELISA) resulté ser casi perfecta (k=0,98). Se concluye que la

prueba de IFI tiene un alto desempenio para el diagndstico de N. caninum en alpacas.

Palabras clave: alpaca — concordancia — IFI — Neosporosis — sensibilidad — especificidad

INTRODUCCION

La neosporosis es una enfermedad generada por el
protozoo Neospora caninum Dubey, Carpenter, Speer,
Topper & Uggla, 1988 (Dubey ez al., 1988) que ocasiona
importantes  pérdidas econdémicas por problemas
reproductivos (Chi ez al., 2002; Dubey et al., 2007;
Moore er al., 2013). Afecta a una gran variedad de
animales y es considerada la principal causa de abortos
en el ganado (Dubey, 2003; Cabral ez 4l., 2009; Bishop
et al., 2010; Jara et al., 2011; Varaschin ez al., 2012). Esta
enfermedad también afecta a los camélidos sudamericanos
como las alpacas causando abortos (Chdvez-Veldsquez ez
al., 2004; Serrano-Martinez et al., 2004), reduciendo su
productividad y perjudicando a los criadores campesinos
de bajos recursos que se benefician de su fibra y carne

(Vargas-Terdn, 2005; Serrano-Martinez ez al., 2007).

El diagnéstico de la neosporosis es indispensable para su
prevencién y control. En la actualidad se han desarrollado
diversas técnicas diagndsticas como Inmnoblot, Western
blot, ELISA, inmunofluorescencia indirecta (IFI)
y aglutinacién directa (Soler er al, 2022). Entre las
pruebas mds usadas se encuentra el ELISA, que permite
un rdpido y sencillo andlisis de las muestras. IFI fue la
primera técnica serolégica aplicada en el diagnéstico de
neosporosis (Atkinson ez al., 2000; Ortega-Mora et al.,
2006; Campero et al., 2015, Campero ez al., 2018). Sin
embargo, la eficiencia de estas técnicas fue evaluada en
especies bovinas, ovinas y caprinas, no existiendo en la
actualidad una prueba diagndstica evaluada especifica en
camélidos sudamericanos.

El actual desarrollo de tecnologias especificas para
camélidos sudamericanos permite el mejoramiento en
el diagnédstico de V. caninum en estas especies (Serrano-
Martinez ez al., 2007). La creacién de anticuerpos contra
IgG de llama (cadena pesada y ligera) hechos a base
anticuerpos de cabra, permite una gran versatilidad de
aplicacién en diversas pruebas diagnésticas como ELISA,

Western Blot e inmunofluorescencia (Anaya ez al., 2008).
El uso de los anticuerpos especificos anti-IgG de llama
permite realizar una prueba de IFI mds especifica en
comparacién a otras pruebas diagndsticas con anticuerpos

anti IgG para otras especies (Daley ez /., 2005).

Por esta razén, el estudio buscé comparar las técnicas
serolégicas de inmunofluorescencia indirecta (IFI) y
ELISA para el diagnéstico de V. caninum en alpacas,
evaluando su concordancia en el desempefo diagnéstico,
con la finalidad de tener una herramienta alternativa para
su diagnéstico y control.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Se colectaron 1540 muestras de sueros de alpacas de las
comunidades campesinas y empresas ganaderas del Perti de
la Sierra Central de Junin y Huancavelica principalmen-
te en INIA (Instituto Nacional de Innovacién Agraria) de
Huancayo y Lachocc de la Universidad de Huancavelica; y
Sierra Sur de Cusco y Puno principalmente IVITA ( Insti-
tuto Veterinario de Investigaciones Tropicales y de Altura).
La Raya del Distrito de Marangani y Quinsachata en dis-
trito de Nufioa/Melgar, colectando 385 muestras de cada
provincia. Las muestras fueron colectadas entre noviembre
de 2016 y diciembre de 2017. Los animales estuvieron bajo
un sistema de crianza semi-intensiva. Todas las muestras de
sangre fueron obtenidas por puncién de la vena yugular
y procesadas en el Laboratorio de Parasitologfa Animal de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FAVEZ)
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH) en

Lima.

Deteccién de Anticuerpos
Por ELISA

Para determinar la presencia de anticuerpos frente a V.
caninum se utilizé un kit comercial (Neospora caninum
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Ab Test Kit cELISA, Veterinary Medical Research
& Development-VMRD, EEUU), siguiendo las
indicaciones del fabricante. Este producto tiene una alta
sensibilidad (96,4%) y especificidad (96,8%) (Baszler et
al., 2001). Los valores de la densidad 4ptica se midieron
usando un espectrofotémetro de 650 nm.

Por IFI

Se utilizé la técnica IFI para la deteccién de anticuerpos
especificos de V. caninum en suero sanguineo de alpacas,
descrita inicialmente por Trees (Trees ez al, 1993) y
optimizada en el Laboratorio de Parasitologfa Animal
de FAVEZ-UPCH. Como antigeno se utilizaron
taquizoitos (107/ml) de la cepa NcSpl donados por el
grupo “SALUVET” de la Universidad Complutense
de Madrid y reproducidos mediante cultivo de células
Vero. El antisuero policlonal usado fue anti-IgG de llama
conjugado con isotiocianato de fluoresceina (VMRD) en
una dilucién de 1:100 (Chdvez-Veldsquez ez al., 2004).
Se consideréd como muestra positiva la observacién de
la fluorescencia total del taquizoito y como muestra
negativa la falta de fluorescencia o fluorescencia parcial

(Paré et al., 1995).

Anilisis de Datos

Se estimé la sensibilidad (S), especificidad (E), valor
predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo
(VPN) de IFI usando como referencia la prueba
diagndstica de cELISA, considerando que no existe
la prueba “gold standard’ para el diagnéstico de N.
caninum en camélidos sudamericanos. El andlisis de
concordancia se realizé mediante el coeficiente de Kappa
de Cohen con un nivel de significancia de 0,05 (Cantor,
1996). El desempefo de la prueba (S, E, VP, VPN) y
la concordancia fueron evaluados usando el software

STATA 15 (StataCorp; College Station, TX).

RESULTADOS

La prueba de IFI, usando como prueba gold standard
a cELISA-VMRD registré un alto desempefio para el
diagndstico de anticuerpos contra N. caninum, mostrando
una sensibilidad de 92,90%, especificidad de 98,75%,
valor predictivo positivo de 90,91% y un valor predictivo

negativo de 99,04% (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados del desempeno de la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI) usando como referencia cELISA-
VMRD para el diagndstico serolégico de inmunoglobulina G contra Neospora caninum en alpacas.

. Sensibilidad (%) (95% Especificidad (%) Valor'p'rediﬁtivo Valor predicotivo negativo
Técnica IC) (95% IC) positivo (%) (%)
(95% 1C) (95% IC)
ELISA - - - -
IFI 92,9 (92,8-93.0) 98,8 (98,7-98,8) 90,9 (90,7-91,1) 99.0 (98,9-99,5)

Tabla 2. Resultados del diagnéstico serolégico de inmunoglobulina G contra Neospora caninum en alpacas con las

pruebas de inmunofluorescencia indirecta (IFI) y cELISA-VMRD.

IFI
cELISA Positivo Negativo Toual
Positivo 170 13 183
Negativo 17 1340 1357
Total 187 1353 1540
(Kappa=0,98).
Los métodos diagndsticos de IFI y cELISA tienen una DISCUSION

concordancia casi perfecta para determinar la presencia
de anticuerpos contra N. caninum en alpacas, obteniendo

un alto indice de Kappa (0,98) (Tabla 2).

La prueba de IFI demostr6 muy buen desempeno
diagnéstico similar ala de ELISA como prueba diagndstica
de N. caninum. A pesar de que una de sus principales
limitaciones es la subjetividad y el consumo de tiempo en
el andlisis, esta prueba sigue siendo ampliamente utilizada
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a nivel mundial y es considerada como prueba “gold
estandard’ (Atkinson ez al., 2000, Soler et al., 2022).

El punto de corte de las diluciones a usar en la prueba
de IFI es un tema de constante debate. Diversos estudios
muestran optimos puntos de corte que varfan entre
1:100 a 1:640 para bovinos adultos y 1:16 a 1:80 para
serologfa fetal (Bjorkman & Uggla, 1999; Alvarez-Garcia
et al., 2003). Sin embargo, diluciones menores a 1:100
realizados en alpacas y llamas detectan anticuerpos no
especificos y a partir de 1:100 los anticuerpos detectados
son especificos (Chédvez-Veldsquez er al, 2004). Este
punto de corte permite mejorar la eficiencia de IFI en el
diagnéstico de anticuerpos contra N. caninum en alpacas
evitando reacciones cruzadas con otros apicomplexos
(Gondim et al., 2017).

Los altos niveles de especificidad alcanzados en la prueba
de IFI sugieren que esta prueba puede ser utilizada como
prueba confirmatoria. Esta alta especificidad es reflejada
en otros estudios donde encuentran una especificidad
mids elevada que la sensibilidad (Atkinson ez al., 2000).
Esto se asocia al criterio diagndstico de la prueba, donde
la fluorescencia total del taquizoito se considera como
positivo (Paré e al., 1995), necesitando una muestra
con altos titulos de anticuerpos para lograr su total
fuorescencia (Campero et al., 2018; Soler et al., 2022).

El tiempo de seroconversion de anticuerpos contra
N caninum es un factor para tomar en cuenta en la
presentacién de falsos negativos. Los anticuerpos
conjugados usados en las pruebas seroldgicas tienen una
alta afinidad contra IgG anti-Neospora caninum (Baszler
et al., 2001; Tomassetti et al., 2013). Por otro lado,
en bovinos se conoce que la seroconversién es rdpida,
logrando producir anticuerpos especificos a los nueve dias
de la infeccién y alcanzando los titulos mds altos a los 32
dias (Conrad ez al., 1993). Estos hallazgos sugieren que
la répida seroconversion en bovinos se puede repetir en
los camélidos sudamericanos, reduciendo el ndmero de
falsos negativos; sin embargo, se necesitan estudios para
evaluar esta semejanza.

A pesar de que el kit comercial de ¢cELISA-VMDR usa
anticuerpos contra IgG bovino, logré obtener un alto nivel
de concordancia con la prueba de IFI que usa anticuerpos
anti-IgG de llama. Este alto nivel de concordancia no solo
se ve reflejado en alpacas, sino también en vicufias, donde
se encuentra un valor Kappa de 0,85 (Pinedo ez al.,
2014). Esta versatilidad de las pruebas diagndsticas entre
bovinos y camélidos sudamericanos se puede asociar a su
alta relacién genética (Alawad ez al., 2016), ademds que
ambos pertenecen a la orden de los Artiodactyla (Pachaly,
2001, Alawad ez a/., 2016).

Se  concluye que la  prueba
inmunofluorescencia indirecta (IFI) para detectar
anticuerpos contra /V. caninum muestra una alta eficiencia,

diagndstica  de

y que la concordancia diagndstica es casi perfecta entre
las téenicas seroldgicas IFI y cELISA para la deteccion
de anticuerpos contra N. caninum en alpacas (k = 0,98).
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