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SINTESIS

El objetivo de este trabajo fue determinar la asociacién serologica de Neospora
caninum con Brucella abortus y los virus de la Diarrea Viral Bovina (DVB) Yy
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (RIB) vinculados al aborto, en el ganado bovino
lechero de Hidalgo, México. Para ello, se recuperaron 35 fetos bovinos
abortados para analisis histopatolégicos y PCR tiempo real (tr), y, se extrajeron
un total de 500 muestras sanguineas de hembras bovinas lecheras, para el
diagndstico por la técnica inmunoenzimatica. Los resultados histopatolégicos y
de PCRtr mostraron lesiones microscopicas indicativas de infeccion parasitaria
cerebral por Neospora caninum en un 40%, donde primaron tres estructuras
(8.57%) compatibles con quistes tisulares asociados a focos de necrosis (25.71%),
ademas, 5 de 10 de estas muestras fueron positivas a la PCRtr. La serologias
revelaron presencia simultdnea de anticuerpos contra el protozoo y Brucella
abortus en un 21.2%, 33.6% con DVB y 30.6% con RIB. Se evidenci6é un 26.2%
de animales positivos a N. caninum con antecedentes de aborto, los cuales
presentaron mayor riesgo de aborto (Odds ratio 4.16) en las gestaciones
subsiguientes, esta cifra se incremento (Odds ratio 5) al asociar el numero de
vacas seropositivas a DVB. La vinculacion seroldgica del parasito con RIB y
Brucella abortus en vacas que presentaron aborto mostraron valores de 17.82 y

26.74% respectivamente.
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1. INTRODUCCION



1. INTRODUCCION

El protozoo parésito Neospora caninum, del cual se desconoce aun el ciclo de
vida completo, se identifico inicialmente como Toxoplasma gondii, por la
presencia de lesiones microscopicas en el sistema nervioso central y musculos
de perros, comparables a este; sin embargo, las serologias negativas
condujeron a otras investigaciones en las que se utilizaron técnicas
inmunohistoquimicas y microscopia electronica que permitieron mas tarde el
aislamiento de un nuevo parasito, “Neospora caninum” (Dubey et al., 1988?).
Posteriormente, se reconocid su participacion en eventos abortivos
principalmente en ganado bovino productor de leche (Innes et al., 2005; Maley et al.,
2006; Gibney et al., 2008), con pérdidas en la produccion, reproduccion (Dubey et al.,
2007) y finalmente econdmicas estimadas en millones de ddélares anuales

(Anderson et al., 1991; Anderson et al., 2000; Brittain, 2000; Weersink et al., 2002).

En bovinos, la ruta de transmision del parasito mejor descrita es la via
transplacentaria la cual se considera la forma mas importante para mantener la
infeccion en los hatos debido a la eliminacion del parasito a través de los fetos
abortados o por el nacimiento de terneros congénitamente infectados (Anderson

et al., 2000; Vazquez et al., 2008) que pueden morir entre los 90 y 180 dias



postparto, presentar sintomatologia nerviosa o pueden ser portadores de tipo
asintomatico (Hietala y Thurmond, 1999; Maley et al., 2003). La transmision horizontal
no se descarta al demostrarse la presencia de ooquistes en materia fecal de

caninos alimentados con tejidos infectados (McAllister et al., 1998).

La neosporosis bovina se asocia particularmente al virus de la diarrea viral
bovina (DVB) (Bjérkman et al., 2000; McAllister y Latham, 2002; Mufioz-Zanzil et al., 2003), el
cual actia como inmunosupresor favoreciendo la implantacion de N. caninum y
desencadenando el proceso abortivo (Tizard, 2002; Mufioz-Zanzil et al., 2003). Existen
pocos datos que indiquen asociacion con otros agentes infecciosos que tienen
gran importancia desde el punto de vista de la etiologia del aborto como el
herpesvirus bovino 1 (HvB-1) agente causal de la rinotraqueitis infecciosa
bovina (RIB) (Babiuk et al., 1996) y la bacteria Brucella abortus, ampliamente
distribuidos en la poblacién bovina (Moreno, 2002; www.senasica.gob.mx 14 de marzo

del 2012).

En México, se demuestra la presencia del parasito en fetos bovinos lecheros en
el afio 1997 (Morales et al., 2001% Morales et al., 2001°), y mAas recientemente se
reportan elevadas seropositividades en ganado bovino lechero y de carne en
algunos estados del pais, como Aguascalientes, Durango, Querétaro, Yucatan,
Chiapas e Hidalgo (Garcia-vazquez et al., 2009; Romero-Salas et al., 2010); Sin

embargo, la informacion epidemioldgica respecto al parasito y su vinculo con la



presencia del aborto es reducida asi como inexistente la que concierne a otros

agentes coinfectantes.

Esto, principalmente debido a que en Meéxico la busqueda etioldgica
generalmente se orienta a los agentes que histéricamente trascienden en las
explotaciones o que representan un riesgo para la salud publica, como la
Brucella abortus (SAGARPA, 1997). De esta manera, los expertos en salud animal
debieran percatarse que cada dia se notifican nuevos microorganismos
capaces de causar grandes trastornos dentro del hato, pero que por

desconocimiento no se les toma en consideracion

Por lo anteriormente planteado, es necesario investigar la participacion e
impacto del parasito en los sistemas de explotacion bovina, asi como la
simultaneidad serodgica con otros agentes no sélo para reducir los problemas
productivos y reproductivos, sino porque al no disponer de herramientas para el
tratamiento, su diagnéstico tiene validez, ya que se puede evitar la toma de
acciones de control (como las vacunaciones) sobre enfermedades no
prevalentes, lo que incrementa aun mas los costos en los sistemas de

produccién.

A patrtir de lo sefalado, planteamos la siguiente hipoétesis de trabajo



2. HIPOTESIS

Neospora caninum se asocia seroldégicamente a algunos agentes bacterianos y

virales en los casos de aborto bovino en la zona de Hidalgo, México.



3. OBJETIVOS



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar la asociacion seroldgica de N. caninum con B. abortus y los virus de
la diarrea viral bovina y rinotraqueitis infecciosa bovina vinculados al aborto, en

el ganado bovino lechero de Hidalgo, México.

3.2 Objetivos particulares

e Identificar lesiones histolégicas coincidentes con N. caninum y presencia

de ADN en tejido cerebral de fetos bovinos.

e Asociar serologicamente N. caninum con B. abortus y los virus de la
diarrea viral bovina y rinotraqueitis infecciosa bovina, en casos de aborto,

en ganado bovino lechero de Hidalgo, México.

e Cuantificar las pérdidas econdmicas, sobre la base de la probabilidad de

aborto por N. caninum en ganado bovino lechero de Hidalgo, México.



4. REVISION BIBLIOGRAFICA



4.1 Antecedentes de Neospora caninum

El primer antecedente de la existencia del agente lo constituye la notificacion de
Bjerkas et al., (1984) quienes encontraron lesiones microscopicas en sistema
nervioso central y masculos de perros, comparables a aquellas causadas por
las formas parasitarias de la familia Sarcocystidae. Mas tarde, se registraron
otros casos similares de perros con encefalitis congénita que resultaron
negativos seroldégicamente a Toxoplasma gondii (T. gondii), por lo que utilizaron
técnicas inmunohistoquimicas (IHQ) y microscopia electrénica que permitieron la
identificacion de un parasito que se nombré Neospora caninum (N. caninum) y la
enfermedad relativa neosporosis (Dubey et al., 1988%). Poco después se demostrd
la participacion del protozoo como causa de aborto en el ganado productor de
leche y carne (Thilsted y Dubey, 1989), y se define al perro como hospedero
definitivo al demostrar la presencia de ooquistes en materia fecal de animales

alimentados con tejidos bovinos infectados (McAllister et al., 1998).



4.2 Distribucion de Neospora caninum

Se notifica en muchos paises, de todos los continentes. En Egipto, se obtuvo un
20.43% de animales positivos al parasito (lbrahim et al., 2009), y en Iran de 46% a

78 % (Razmi et al., 2006; Ansari-Lari et al., 2011).

Se considera de caracter emergente en Corea (Son et al., 2011) Japon (Koiwai et al.,
2006), China (Xia et al., 2011), inclusive en Australia y Nueva Zelanda se estiman
gastos anuales por 100 millones de ddlares por esta causa (Reichel, 2000; Pfeiffer
et al., 2002). En ltalia, Otranto et al., (2002) reportaron 11% de seropositividad, con
mayor frecuencia en el norte del pais; en Espafia y Suecia se registran
prevalencias de 16.2 y 0.5% respectivamente (Bertels et al., 2006), Inglaterra
sefald 6% generandose aproximadamente 6000 abortos anuales, con mermas

calculadas en 4.8 millones de ddlares (Brittain, 2000).

También se reporta en Argentina (Moore et al., 2008), Paraguay (Osawa et al., 2002),
Uruguay (Furtado et al., 2011), Venezuela (Lista-Alves et al., 2006), Brasil (Corbellini et
al., 2002), Canada (Chi et al., 2002) y en EU, especificamente en el estado de
California, donde se considera endémico, con prevalencias del 33% en hatos
lecheros y con pérdidas de hasta 35 millones de ddlares (Anderson et al., 1991;

Anderson et al., 2000).



Asi, se demuestra su presencia, mayoritariamente en unidades de produccion
de leche estabuladas, donde el manejo de poblacion, principalmente en cuanto
a las medidas higiénicas, favorece su diseminacion, independientemente de la

posible participacion del comercio internacional y nacional (Anderson et al., 2000;

Dubey et al., 2007; Eiras et al., 2011; Nasir et al., 2011 in press).

4.3 Distribucién de Neospora caninum en México

En México, se demostrd la presencia del parasito en 1997 al identificarse
lesiones microscopicas consistentes con neosporosis en fetos bovinos lecheros
(Morales et al., 2001%; Morales et al., 2001°), lo que coincide con trabajos realizados
por Garcia-Vazquez et al, (2002, 2005) quienes ademas reportan
seroprevalencias que llegan incluso al 75% y a cerca del 100% de los hatos en
las principales cuencas lecheras del pais (Chihuahua, Durango, Coahuila,
Aguascalientes, Querétaro, Hidalgo y Jalisco) y en los estados de Nuevo Leon,
Tamaulipas, Chiapas, Veracruz y Yucatan donde el ganado que abunda es el
de carne con cifras de 11.6 a 45% (Salinas et al., 2005; Garcia-Vazquez et al., 2009;

Romero-Salas et al., 2010).

Trabajos en el estado de Aguascalientes logran definir como factores de riesgo,
la contaminacion del agua de bebida con ooquistes, presencia de aves

domésticas, las cuales, actualmente se asocian a la neosporosis Yy la



contaminacion del alimento con micotoxinas, por su participacion en procesos

inmunosupresores (Martins et al., 2011; Conzuelo et al., 2011).

Asi mismo, se describe en el Altiplano Mexicano el hallazgo de lesiones
caracteristicas a N. caninum, en 68 fetos de 182 estudiados (37.36%) mediante
técnicas histopatolégicas e inmunohistoquimicas; sin embargo las cifras datan
del aflo 1997 (Morales et al., 1997). Estudios posteriores en el centro y norte del
pais reportan porcentajes cercanos a 26% en animales con antecedentes de
aborto, por lo que se considera de caracter endémico (Garcia-Vazquez et al., 2005;

Medina et al., 2006).

4.4 Caracteristicas de Neospora caninum

N. caninum es un protozoario intracelular obligado que pertenece al subreino
Protozoa, phylum Apicomplexa, familia Sarcocystidae (Hemphill et al., 1999; Moore
et al, 2005) donde estan agrupados también los géneros Toxoplasma y
Sarcocystis, pero que difieren por los hospederos que utilizan en su ciclo de
vida, las enfermedades que producen, pero ante todo por su estructura, lo que

determina su clasificacién en diferentes géneros y especies (Dubey et al., 1988?).

Otros estudios concluyen que N. caninum esté filogenéticamente mas préximo a
Hammondia heydorni (Mehlhorn y Heydorn, 2000; Heydorn y Mehlhorn, 20022, Heydorn y

Mehlhorn, 2002°); sin embargo, Dubey et al., (2002) encontraron diferencias no sélo



bioldgicas, inmunolégicas y morfologicas sino también moleculares entre estos

dos parasitos.

Se conocen tres estadios parasitarios de N. caninum: taquizoitos y quistes

tisulares (fases asexuales) encontrados en hospedadores intermediarios y los

ooquistes. Las dos primeras constituyen las formas intracelulares, en tanto, la

tercera es eliminada en las heces del perro.

Los taquizoitios tienen forma ovalada, media luna o globular y miden de
3 a7 umde largo por 1 a 5 um de ancho, lo que depende del estadio de
divisién, tienen un plasmalema y una membrana interna, un complejo
apical formado por 22 microtubulos subpeliculares. Presenta de una a
tres mitocondrias, nucleo, nucleolo, aparato de Golgi, ribosomas,
polisomas, granulos de amilopectina, cuerpos lipidicos, vesiculas,
reticulo endoplasmico liso y rugoso y un poro posterior. Ademas, dos
anillos apicales, un microporo inactivo, un conoide, un anillo polar, cerca
de 150 micronemas, y entre 8 y 12 roptrias, localizados posterior al
ndcleo, se reconocen asimismo organelos capaces de favorecer la
invasion e interaccion con el huésped (Lindsay et al., 1993; Sonda et al., 2000;

Dubey et al., 2002).

Este estadio se encuentra generalmente a nivel citoplasmatico, con o sin

formacion de la vacuola parasitofaga de la célula hospedadora como los



macrofagos, células dendriticas, fibroblastos, células endoteliales,
células renales, miocitos, neuronas y hepatocitos, donde proliferan por
endodiogénesis, 10 que produce cientos de nuevos parasitos en pocos
dias (Dion et al., 2011). Los taquizoitos proliferantes pueden agruparse y
formar un pseudoquiste ligado a la membrana y conforme este quiste
gana masa, la célula hospedero se lisa, con lo que se liberan los
taquizoitos que subsecuentemente infectaran a las células vecinas y que
pueden ademas ser transmitidos transplacentariamente al feto de los
animales preflados, lo que se puede relacionar con las lesiones

microscopicas (Dubey, 2003).

Los quistes tisulares son redondos u ovales, miden hasta 107 um;
estos tienen una pared gruesa de 1 a 4 pm, en cuyo interior se sitian
de 50 a 500 bradizoitios, considerados estadios parasitarios de lenta
replicacion (Jardine, 1996). Por otra parte, el nimero de roptrias es menor
que en los taquizoitos y tienen mas granulos de amilopectina. Se les
localiza principalmente en tejido neural y muscular fetal de los

hospederos intermediarios (Dubey y Lindsay, 1996).

Los ooquistes 0 quistes esporulados son esféricos o subesféricos,
miden de 10-11 um Yy contienen dos esporocistos con cuatro

esporozoitos cada uno (Dubey et al., 2002).



4.5 Ciclo biolégico de Neospora caninum

Aunque se desconoce hasta la fecha la fase enteroepitelial del parasito y en
general el ciclo de vida completo de la Neospora, se plantea, por su similitud
con Toxoplasma gondii, que puede iniciar cuando el perro (Canis familiaris) ingiere
fetos, placenta o carne de animales e inclusive calostro o leche de origen

bovino que contienen quistes (bradizoitos) (Dijkstra et al., 2002; Gondim et al., 2002).

La pared del quiste probablemente sea disuelta por los jugos gastricos del
hospedero definitivo, de manera que se liberan las formas parasitarias, es decir,
los bradizoitos, que iniciarian los estados de multiplicacion enteroepitelial
(endodiogenia-fase asexual), dando paso posteriormente a la fase sexual
gametogbnica y esporogbnica en los enterocitos con la formacion de 2
gametos, ellos son, el microgametocito y el macrogametocito. El primero se
reproduce intracelularmente hasta romper la célula hospedero y liberar los
microgametos que penetraran en el macrogameto (producto de la maduracion
del macrogametocito), finalmente se forma el cigoto que evoluciona y sale de la

célula para formar un ooquiste (Gondim et al., 2004).

Ese estadio puede permanecer en la luz intestinal en su forma inmadura, hasta
que al madurar, rompe la célula intestinal para ser expulsado en las heces hacia
el agua y el pasto. A las 24 horas, después de su eliminacion, los ooquistes

esporulan con la posibilidad de infectar bovinos (Dijkstra et al., 2001; Gondim et al.,



2004), caprinos y aun ciervos y equinos (Marsh et al., 1996; Yagoob, 2012), lo cual
suele ocurrir cuando el animal ya consume una dieta mixta (infeccion exogena)
(Uggla et al., 1998; Venturini et al., 1999). Los ooquistes liberan en el intestino
esporozoitos, que conduce a la fase rapida de division de taquizoitos dentro de

varias células hospederos como los enterocitos (fase proliferativa).

Los taquizoitos se multiplican activamente hasta que la célula hospedero se lisa
y los nuevos taquizoitos formados infectan a las células vecinas; es en este
punto donde probablemente se cumpla la fase asexuada con la formacién de
bradizoitos que, en dependencia del medio ambiente infectaran otras células o

enquistaran, estado que las capacita para permanecer en latencia (Dubey, 2003).

En el periodo de gestacién influencias hormonales e inmunoldgicas, reactivan y
liberan al parasito con la facultad de atravesar la placenta para invadir las
células embrionarias o fetales dando paso a procesos de multiplicacion
mediante endodiogenia, esto, ocasiona necrosis e inflamacién en el tejido
placentario con la subsecuente expulsiébn del feto. Los bradizoitos que
enquistan como medio de proteccion ante la respuesta inmune fetal, finalmente
pueden ser ingeridos por los caninos cerrando el ciclo epidemiolégico (McGarry et

al., 2003).



4.6 Transmision de Neospora caninum

La Neosporosis es una enfermedad que se detecta en la mayoria de las
especies domésticas como los bovinos, ovinos, caprinos, equinos, aves (Dubey y
Schares, 2011; Martins et al., 2011; Moreno et al., 2012) y en animales silvestres como
ciervos, bufalos de agua, camélidos, rinocerontes, antilopes, mapaches, liebres,
zorros dingos, felinos salvajes, roedores e insectos quienes actian como
hospederos intermediarios (Baldone et al., 2009; Hosseininejad, 2009; Meerburg et al.,

2012).

Los coyotes y perros, principalmente de razas Labrador, Boxer, Greyhound,
Golden Retriever y Basset Hound (Anderson et al., 2000; Buxton et al., 2002; Dubey,
2003) se identifican como hospederos definitivos (Gondim et al., 2004; Dubey et al.,
2006; Dubey y Schares, 2011) al demostrarse la presencia de ooquistes en materia
fecal de animales alimentados con tejidos infectados de taquizoitos (McAllister et
al., 1998), aunque Lindsay et al., (2001) asegura que el bajo nimero de ooquistes
en heces caninas es indicio de que probablemente no sea el mejor hospedero

definitivo en la naturaleza.

No esta claro si el N. caninum es un patégeno que afecte al humano, pues
estudios en Argentina e Inglaterra aseveran la ausencia del parasito (McCann et
al., 2008; Moore et al., 2008), pero Tranas et al., (1999) e lbrahim et al., (2009) reportan

evidencia serologica de infeccion en cerca del 8% de los humanos sujetos a



estudio, inclusive otros demuestran la susceptibilidad a infeccion de trofoblastos
y células cervicales uterinas en la interfase materno-fetal de humanos (Carvalho

et al., 2010).

Debido a su parentesco con Toxoplasma gondii, se propone la transmisién por
via oral (horizontal) a través del consumo de tejidos bovinos o de otros
carnivoros infectados, o bien de forrajes contaminados con materia fecal de

caninos o de otros carnivoros que actuarian como hospederos definitivos

(Anderson et al., 2000).

No se observa transmision entre vacas, y la transmision venérea del parasito no
tiene importancia desde el punto de vista epidemiol6gico (Dubey et al., 2006), aun
cuando se demostro la presencia esporadica del acido desoxirribonucleico (ADN)
de N. caninum en semen fresco y congelado, pues la carga parasitaria por
eyaculado es baja (100 parasitos) con respecto a la necesaria para infectar a la

hembra (5,000 a 50,000) (Ortega-Mora et al., 2003).

Los reportes de infeccibn por ingestion de calostro o leche de vacas
seropositivas se demuestran por la presencia de ADN del protozoo en el
calostro de vacas infectadas (Moskwa et al., 2007) y el hallazgo de residuos de
ADN en cerebros de dos neonatos alimentados a base de leche infectada con
taquizoitos de N. caninum (Uggla et al., 1998; Davison et al, 2001);

contradictoriamente Anderson et al., (1997) informan que en aquellos que reciben



calostro, los niveles de anticuerpos se vuelven imperceptibles a partir del 6°

mes de vida.

Se prueba plenamente la transmision transplacentaria (endogena/exdgena),
donde cerca del 80% de las vacas portadoras, con una eficiencia del 95%,
puede dar lugar a la contaminacion fetal, con las siguientes alternativas (Dubey et

al., 2006, Son et al., 2011):

a) Una muerte fetal con el aborto subsecuente.

b) Nacimiento de un ternero a término con lesiones especialmente
nerviosas que muere aproximadamente entre los 90 y 180 dias
post parto (Hietala y Thurmond, 1999; Wouda, 2000).

c) Mas comunmente se presenta nacimiento de un animal
clinicamente normal pero infectado persistentemente que,
posteriormente, cuando alcanza la edad reproductiva, puede
originar contaminacion fetal, observable en vacas con altos
niveles de anticuerpos en el dltimo trimestre de gestacion
(Williams et al., 2003). En los terneros infectados congénitamente
los altos niveles de anticuerpos post-infecciosos permanecen

por mas tiempo y a veces no desaparecen (Anderson et al., 1997).



4.7 Signos clinicos de Neospora caninum

En los casos reportados no se detectan signos previos al aborto, el cual se
presenta entre los 3 y 7 meses de gestacion, después en un periodo de
incubacion de 3-4 semanas (Bidfel et al., 1994; Dubey, 2003), aunque Wouda (2000)
menciona que el aborto puede ser en cualquier etapa de la gestacion y sin
diferencia en la edad o el numero de partos, de manera esporadica (enzodtica)

o en forma de brotes (epizodtica) (Dubey, 2005; Hall et al., 2005).

Se reporta que vacas que abortaron por primera vez, lo volvieron a hacer, sin
definir si la infeccion se origind de los quistes existentes en ellas o si se debi6 a
una reinfeccion (Obendorf et al., 1995). Corbellini et al., (2006) y Beck et al., (2010) por
su parte informan que bovinos infectados con N. caninum tienen de 3-5 o hasta
12 veces mas probabilidades de abortar que aquellos no infectados,
contrastando con los hallazgos de Anderson et al., (2000) e Innes et al., (2001)
quienes manifiestan disminucion del riesgo de aborto en las gestaciones

subsecuentes.

Trabajos estadisticos muestran una gran asociacion entre la presencia del
parasito y la alteraciébn de los parametros reproductivos, especificamente en
aumento del intervalo parto-concepcion, dias abiertos, servicio por concepcion
(Romero et al., 2005; Medina, 2008), retenciones placentarias hasta en un 4%

(Thurmond et al., 1997) y alteracion en la fertilidad (Hartwig, 2000; Simsek et al., 2008).



Con respecto a la produccién de leche, se describen resultados contradictorios,
unos aseguran haber obtenido un aumento en la producciébn en vacas
seropositivas (Pfeiffer et al., 2002), en tanto Hernandez et al, (2001) sefialan
decremento del 3-4% de la producciéon. Lo que puede resultar cierto, es que la
baja en la produccion se deba mas a la presencia del aborto que a la

seropositividad (Hobson et al., 2002).

4.8 Neospora caninum: caracteristicas antigénicas y comportamiento ante

la respuesta defensiva del hospedero

Los parésitos T. gondii y N. caninum, poseen proteinas que muestran
secuencias muy conservadas, localizacidn muy similar y probablemente funcion
similar. No obstante, existe diferencia antigénica evidente, por lo que se

descarta reactividad cruzada entre epitopes (Howe et al., 1998; Hemphill et al., 1999).

Se conoce la existencia de alrededor de 20 antigenos inmunodominantes de N.
caninum que tienen un peso promedio entre los 16 y 80 kilodaltons (kDa) (Barta y
Dubey, 1992). Estos antigenos se localizan en el interior de los granulos densos
(GRA), asociados a la membrana de la vacuola parasitéfaga (vP), como NCGRA7
(33kDa) Yy NCGRAG (37kDa), cuya funcion es la de establecer la adecuada fusiéon
de la VP a la célula hospedero (Fuchs et al., 1998; Buxton et al., 2002). En la parte

posterior de los roptries de los taquizoitos (ROP), se localizdé una sola proteina



de 17 kDa, inmunodominante e importante en la interaccion con la célula

hospedero (Barta y Dubey, 1992).

Independientemente de que el contenido de los micronemas se secreta por la
zona apical a la superficie de la célula hospedadora, sus proteinas MIC, O y MAP
de 38, 60 y 95 kDa respectivamente, intervenen como mediadores en el
proceso de invasion por unién entre el parasito y la célula (Keller et al., 2002; Keller

et al., 2004).

Ademas, se identifico una familia de al menos 8 antigenos denominados SAG,
antigenos superficiales y SRS, secuencias relacionadas a SAG1, como el
NcSAG1, proteina de 29/36 kDa que se localiza exclusivamente en la superficie
de los taquizoitos y el NcSRS2 de 35/43 kDa, que se ubica en la superficie de
bradizoitos y taquizoitos, ambos participan en la adherencia pre-invasiéon con

funcion similar (Hemphill y Gottsein, 1996; Howe et al., 1998; Hemphill et al., 1999).

Mediante el uso de anticuerpos monoclonales, Hemphill et al, (1999) identificaron
los antigenos de 18, 30/32, 41 y 65 kDa; particularmente, los anticuerpos contra
los antigenos 18 y 41 kDa se enlazan a la superficie del taquizoito, en tanto el
antigeno de 65 kDa, que se identifica mediante un anticuerpo monoclonal (MAb)
se une a un epitope hidrocarbonado ausente en T. gondii. La especificidad de
este MAb permitio desarrollar un ensayo inmunoenzimatico (ELISA) competitivo

eficiente para el diagnostico. En cuanto al antigeno de 18 kDa mostro, por



Western-blot, estar compuesto parcialmente por residuos de carbohidratos, lo
gue coincide con otros trabajos en los que se evidencia la diferencia antigénica
entre las proteinas de superficie encontradas en taquizoitos y bradizoitos de N.

caninumy T. gondii (McAllister et al., 1996).

La informacion acerca de la respuesta a las infecciones por N. caninum en
bovinos es escasa; sin embargo, se conoce que N. caninum estimula la
produccion de interleucina (IL12) seguida de interferon y (INFy) en infecciones
naturales y experimentales (Andrianarivo et al., 2000; Almeria et al., 2003; Dion et al.,
2011). El aumento en la produccion de INFy incrementa la apoptosis en células
parasitadas, esta induccién y la inhibicion asociada a la multiplicacion
probablemente colaboren en limitar la extension de la infeccion en el hospedero
(Nishikawa et al., 2001). Las IL 12 inducen la generacion de INFy y el desarrollo de
células Thl, y activan vias que generan radicales libres y 6xido nitrico (ON), los

cuales son letales para dichos parasitos (Hunter y Reiner, 2000).

En infecciones naturales, el parasito puede persistir indefinidamente en el
sistema nervioso central del huésped, mediante la formacion de un quiste
donde los bradizoitos se replican, asi, el parasito y el huésped pueden vivir en

simbiosis hasta que el animal se prefia (Dubey et al., 1988°; Quinn et al., 2002).

Existe una relacion dindmica entre la respuesta inmune materna, el desarrollo

de la respuesta inmune fetal y el parasito (williams et al., 2000; Thellin y Heinen, 2003).



En la etapa gestacional, los mecanismos hormonales e inmunes maternos
sumados al desarrollo del sistema inmune fetal actian de tal manera que
determinan si la infeccibn desencadena la muerte del feto y el subsecuente
aborto (Entrincan, 2002; Innes et al., 2002; Quinn et al., 2002) 0 la transmision vertical
con nacimiento de un ternero clinicamente normal pero congénitamente
infectado (Dubey y Lindsay, 1996), que en caso de ser hembra, transmitira el
parasito a su descendencia, con alto riesgo de abortar (Macaldowie et al., 2004;

Gibney et al., 2008).

Durante el primer trimestre de la gestacién bovina, la respuesta Thl y la
produccion de INFy, IL2, IL3, IL12 e IL18, promueven actividades citoliticas en
macrofagos, células dendriticas y NK, activan la protombina lo que facilita la
coagulacion y la trombosis y, del mismo modo estimulan la produccién de
inmunoglobulinas que activan la cascada del complemento (Hope et al., 2004;
Olsen et al., 2005). Roberts et al., (2001) aseguran que la madre puede controlar la
infeccion durante el primer trimestre debido a que tiene una respuesta Thl bien
establecida con bajos los niveles de progesterona y respuesta Th2. Lo que
coincide con los trabajos realizados por Maley et al., (2006) y Rosbottom et al.,
(2008), quienes encontraron infiltrados inflamatorios consistentes basicamente
en Thl en carlnculas materno-placentarias, lo que apoya que la infeccién en

etapas tempranas de la gestacion activan una respuesta Thl en la placenta.



Considerando que la mayoria de los abortos observados naturalmente ocurren
entre el tercer y sexto mes de gestacion, la fisiopatologia del aborto por N.
caninum se explicaria por la incapacidad de controlar la infeccién debido a una
respuesta inmune tipo Th2 asociada a altos niveles de progesterona y
estrogenos, a los cuales se les atribuye efecto inmunosupresor (Innes et al., 2001;
Quinn et al., 2002; Bartley et al., 2004). La produccion de IL4, IL5, IL9 e IL10; asi
como la reduccién en la produccion de moléculas pro-inflamatorias como IL12
parecen beneficiosas para la gestacién, pues se reducen los efectos
perjudiciales de la respuesta inmune materna tipo Thl (INFy y FNT) (Entrican,
2002); pero por otra parte se facilita la reactivacion de bradizoitos, la
parasitemia e inclusive la transmisién transplacentaria, las cuales son
perjudiciales para la vida fetal, quiza por su limitada capacidad para resolver la

infeccion (Innes et al., 2002).

Durante el tercer trimestre, se observa infeccién congénita aunque es menor la
probabilidad de observar aborto debido a la maduracion del sistema inmune
fetal (williams et al., 2000; Williams et al., 2003; Macaldowie et al., 2004), la cual comienza
a desarrollarse a los 100 dias de gestacion, pero sélo posterior a los 150 dias el
feto es capaz de reconocer y responder al parasito, o que sugiere que el feto
puede sobrevivir a la infeccion si esta se da a finales de la gestacién. Por otro
lado, la transmision vertical ocurre durante este trimestre cuando los altos
niveles de progesterona asociada a la respuesta Th2 son incapaces de

controlar el protozoo (Anderson et al., 2000).



Debido a las caracteristicas de la placenta sindesmocorial de los bovinos, las
inmunoglobulinas maternas no llegan al feto (Tizard, 2002), por lo que a partir del
dia 100 de gestacion, éste responde por medio de las células del nodulo
linfatico induciendo blastogénesis. Andrianarivo et al., (2001) demostro, en
ganado sano inoculado con N. caninum entre los 159 y 169 dias de gestacion,
respuesta celular proliferativa y produccion de INFy, en tanto fetos removidos

entre los 219 y 231 dias de gestacion mostraron una fuerte respuesta humoral.

4.9 Diagnoéstico de Neospora caninum

4.9.1 Exdmenes generales macroscopicos

e 491.1 Examen clinico. El examen clinico de un animal infectado

congénitamente de hasta 2 meses de edad, puede revelar ataxia,
disminucién del reflejo patelar, paralisis progresiva o falta de sensibilidad
propioceptiva (sentido que informa la posicion de los musculos), y
eventualmente se pueden presentar anormalidades congénitas como

exoftalmia o asimetria ocular (Moore et al., 2005).

e 4.9.1.2 Lesiones macroscopicas en placenta y fetos. Es un hallazgo

frecuente, la inflamacién considerable de los tejidos maternales (septos)

con células necréticas (Macaldowie et al., 2004).



Los fetos abortados usualmente se encuentran autoliticos sin lesiones
macroscopicas aparentes. Sin embargo, se pueden observar grados
variables de momificacion alrededor del tercer mes de gestacion, aunque

no se considera patognomaonico (Campero et al., 2003).

4.9.2 Métodos directos

4.9.2.1 Histopatologia, mediante esta técnica se puede identificar al parasito

asi como lesiones microscopicas, principalmente cerebro, corazén e higado
mediante tincion con hematoxilina- eosina (HE) y con el cual se puede
realizar un diagndstico presuntivo de infeccion parasitaria (Anderson et al., 2000;

Oviedo et al., 2008; Lértora et al., 2010).

El ndmero de parasitos que se distinguen en los fetos abortados son
escasos, sin embargo, su presencia sugiere la diseminacién del parésito a
través de la circulacion fetal al corazon, cordon espinal y cerebro, asi mismo
se observa infiltracibn de células mononucleares, aumento de basofilia

debido a la autdlisis y aumento del espacio perivascular (Anderson et al., 2000;

Macaldowie et al., 2004).

Las lesiones en el sistema nervioso central incluyen congestion de vasos
meningeos (cerebro) que va de leve a moderada; hacia la sustancia gris del

cerebelo se encuentran focos de necrosis rodeados con frecuencia de



células inflamatorias mononucleares y gliosis focal (Anderson et al., 2000; Jenkins

et al. 2002; Collantes-Fernandez y Ortega-Mora, 2003; Pereira-Bueno et al., 2003; Oviedo

et al., 2008; Lértora et al., 2010).

Los hallazgos en el tejido cardiaco se caracterizan por infiltrado inflamatorio
celular mononuclear en el epicardio, miocardio, endocardio, con necrosis
multifocal asociada con una leve mineralizacion y definida como una
miocarditis no supurativa, epicarditis no supurativa y/o miositis focal no

supurativa (Anderson et al., 2000; Jenkins et al. 2002; Collantes-Fernandez y Ortega-

Mora, 2003; Pereira-Bueno et al., 2003; Oviedo et al., 2008; Lértora et al., 2010).

En el higado se presentan multiples focos necréticos e inflamacion no
supurativa compuesto principalmente por linfocitos y células plasmaticas con
distribucion periportal denominada hepatitis necrética y linfoplasmocitaria

(Anderson et al., 1994, Anderson et al., 2000).

Tanto en el tejido muscular como en el hepatico, se pueden llegar a
identificar taquizoitos libres o0 en grupos, sin embargo con la tincion
histolégica de rutina (HE) es muy dificil identificarlos. Asi mismo, el pulmon,
los rifiones, el bazo y la placenta pueden tener infiltracion de células
inflamatorias mononucleares y necrosis (Thurmond et al., 1999; De Meerschman et

al., 2002).



4.9.2.2 Inmunohistoquimica, se considera una prueba altamente especifica,

aunque poco sensible (Anderson et al., 2000; Campero et al., 2000) en la que se
utilizan antisueros policlonales de Neospora para identificar estructuras
parasitarias principalmente en cerebro, pulmén, higado y mausculo
esquelético del feto abortado, sin reaccion cruzada con T. gondii (Peters et al.,

2001; Lértora et al., 2004; Dubey y Schares, 2006).

4.9.2.3 Cultivo de taquizoitos, mediante esta técnica, se logra la proliferacion

de los parasitos en cultivos celulares con medio esencial minimo (MEM) con
el fin de identificarlos, aunque también, pueden representar una buena

fuente de antigeno para el diagndstico seroldgico (Venturini et al., 1995).

4.9.2.4 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), esta es util para

detectar el parasito en suero sanguineo de bovinos, en muestras
antemortem (Schatzberg et al., 2003) y tejidos de fetos de bovinos abortados
(corazén, cerebro, musculos), aun autoliticos (Suteu et al., 2010) aunque en la
experiencia de algunos autores la amplificacion del ADN del parasito no se

puede realizar bajo estas condiciones.

Se describen diferentes modificaciones, como los PCR anidadas,
semianidadas o en tiempo real que intentan incrementar la sensibilidad y
especificidad de la técnica (Anderson et al., 2000; Pereira-Bueno et al., 2003; Schuster

et al., 2011) y que amplifican el fragmento ITS1 (Collantes-Fernandez y Ortega-



Mora, 2003; Habibi, et al., 2005) 0 la secuencia del gen pNc5 de Neospora en 337
y 227 pares de bases (pb) (Kaufmann et al., 1996; Collantes-Fernandez y Ortega-Mora,

2003).

Presentan ciertas desventajas como el alto costo, tiempo, equipo y
experiencia para el desarrollo de la prueba, por lo que no se practica como

diagnéstico de rutina (Anderson et al., 2000).

e 4.9.2.5 Microscopia electronica, se utiliza para identificar estructuralmente al

pardsito en el sistema nervioso central de fetos bovinos, pero, sin embargo,

su gran desventaja radica en que el material y equipo necesario es

altamente sofisticado y costoso (Speer et al., 1999; Dubey et al., 2002).

4.9.3 Métodos indirectos

e 4.9.3.1 Inmunofluorescencia indirecta, se emplean portaobjetos fijados con

células “Vero” infectadas con Neospora sp. y suero anti-lgG1-1gG2 bovino
marcado con fluoresceina, para observarse en microscopio de luz U.V a
40X. Se considera resultado positivo cuando se observa brillo en el contorno
del taquizoitio, y negativo, en caso de que la fluorescencia sea incompleta o

s6lo en la zona apical (Barr et al., 1995; Bjérkman y Uggla, 1999).



e 49.3.2 Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA), mediante esta técnica se

detectan en suero sanguineo o leche anticuerpos anti-Neospora caninum
con alta concordancia (Ortega et al., 2007). Se recomienda cuando el objetivo
es realizar estudios seroepidemiolégicos en un gran numero de muestras, ya
gue requiere de menos tiempo para su ejecucion y es de menor costo (Lasri
et al., 2004; Chen et al., 2011). No obstante que hay fluctuaciones en los titulos
de anticuerpos éstas no son indicativas de que vacas positivas puedan
seroconvertir (Anderson et al., 2000; Son et al., 2011). Ademas, se reporta una
buena correlacion entre las lesiones presentes en los fetos y el resultado

seroldgico de sus madres (Son et al., 2011).

Es importante mencionar que el resultado positivo, en cualquiera de las técnicas
mencionadas y aun en vacas que abortaron, solo es un buen indicador de la
exposicion natural al parasito, pero no confirma la causa de aborto (Thurmond et

al., 1999).

4.10 Diagndstico diferencial de Neospora caninum

Neospora caninum no produce signos previos al aborto bovino que permitan
diferenciarla clinicamente de otras infecciones, por ello se debe diferenciar de
Toxoplasma gondii por su similitud taxondmica y morfoldgica, y por sus efectos
en la produccion y reproducciéon bovina, de brucelosis, DVB e IBR (Bjérkman et al.,

2000).



4.10.1 Toxoplasma gondii

La Toxoplasmosis es una enfermedad ampliamente distribuida en el mundo,
resultante de la infeccion por T. gondii, es un protozoo pardsito intracelular que
se relaciona filogenéticamente con N. caninum, no obstante exhiben
importantes diferencias, pues es responsable de pérdidas reproductivas en
humanos, ovejas, cabras principalmente (Klevar, 2007; OIE, 2008), donde participan
los felinos como hospederos definitivos. La infecciobn de manera natural por T.
gondii en bovinos no se detecta por técnicas de PCR o ELISA (Klevar, 2007; Moore
et al., 2008; OIE, 2008); sin embargo, la inoculacion experimental de cepas
virulentas a hembras gestantes resulta en la expulsion del producto, pero no se

observan taquizoitos del parasito en el feto (wiengcharoen et al., 2011).

Se considera que los taquizoitos de N. caninum y T. gondii son estructuralmente
similares; debido a que estudios de la ultraestructura parasitaria mediante
microscopia electronica permitieron distinguir diferencias entre ambos parasitos
con respecto al numero, apariencia y localizacion de roptrias, micronemas,

microporos y granulos densos (Speer et al., 1999; Dubey et al., 2002).

Los quistes de ambos parésitos estan rodeados de una pared no
compartimentada por tabiques, sin embargo, la pared del quiste de T. gondii

tiene apariencia lisa y de 0.5 um de espesor, en tanto que en N. caninum es

irregular y sustancialmente gruesa de 0.5 a 4 um (Fig. 12) (Speer et al., 1999).



Los ooquistes en T. gondii y N. caninum, son esencialmente semejantes en
estructura y tamafio, por lo tanto son morfolégicamente indistiguibles, ambos
son esféricos, con una pared delgada y con diametros semejantes, por lo que
su hallazgo no es un método de eleccion para el diagndstico (McAllister et al., 1998;

Dubey et al., 2002).

4.10.2 Brucelosis

La brucelosis se reporta en casi todos los estados de la Republica Mexicana, lo
que indica que puede presentarse en todos los climas aunque es mas
prevalente en ganado lechero en sistemas de manejo intensivos (Moreno, 2002).
Por su importancia en salud publica, en 1971 se cred la aun vigente “Campana
Nacional contra la Brucelosis en los Animales” que se reactivd en 1993, sus
estrategias se dirigen a ingresar en las categorias de erradicacion, libres o de
control, seguln la zona (SAGARPA, 1997). Actualmente se reconoce a la region
norte de Sonora libre de brucelosis, en tanto el sur de Sonora, Yucatan, Baja
California Sur, Region “Costas” de Guerrero, Region “A” de Campeche y
Quintana Roo estan en fase de erradicacion y el resto del pais en control

(www.senasica.gob.mx 14 de marzo del 2012).

Es una enfermedad infectocontagiosa de curso cronico producida por un

cocobacilo aerébico Gram negativo, comprende varias especies como: B.



abortus, B. melitensis, B. suis, B. canis, B. ovis que afectan al ganado bovino,

caprino, porcino, caninos y ovinos respectivamente (Beers et al., 2006).

Uno de los sitios de replicacion predilectos de la bacteria, es el endometrio
gravido y la placenta, especialmente los trofoblastos, (Meador y Deyor, 1989) los
cuales una vez infectados, producen cortisol (hormona esteroidal), por otro lado,
se elevan los niveles de prostaglandinas F2a y disminuyen los de
progesterona, sustancias producidas en el proceso normal de parto. Estos
cambios hormonales, junto con las lesiones producidas por la invasion
bacteriana como endometritis ulcerativa en los espacios intercotiledonarios,
hemorragias, necrosis y principalmente la inflamacién (Sangari, 2000), interfieren
con la circulacion de oxigeno y nutrientes fetales que causan la muerte y a las
24 0 72 horas expulsion fetal generalmente en el ultimo trimestre de gestacion,
posterior a un periodo de incubacion menor a 60 dias, sin dolores ni célicos por
parte de la madre (D’ Pool et al., 2005). Las secuelas que se identifican son
retenciones placentarias, metritis, infertilidad y baja en la produccion de leche

hasta en un 30% (Herrera et al., 2004; Rodriguez y Ramirez, 2005).

Las lesiones macroscopicas en la placenta incluyen inflamacion y focos
necréticos en cotiledones; en fetos, liquido serohemorragico en cavidades y
subepidermis, asi como bronconeumonia acompafada de congestion, exudado

fibrinoso e infiltracion celular (Beers et al., 2006).



4.10.3 Diarrea Viral Bovina (DVB)

Uno de los patégenos ampliamente difundidos en la poblacion bovina del
mundo con tendencia a ser endémica es el virus de la Diarrea Viral Bovina. Es
un virus envuelto compuesto de una cadena simple de ARN que pertenece al
género Pestivirus familia Flaviviridae, y cuyo biotipo predominante en la
naturaleza es no citopatico (NCP) (Ronchi et al., 2001; Morales y Slever, 2002; Aly et al.,

2003; Lértora, 2003; Lindberg et al., 2004).

El efecto del virus sobre el producto de la concepcion, durante la prefiez,
depende del biotipo, dosis y del periodo de la gestacion de la vaca. El virus,
especificamente el biotipo NCP, es capaz de cruzar la placenta, de manera que
el embrién se puede reabsorber si la infeccion ocurre desde la concepcion
hasta los 42 dias, o muerte y aborto con momificacién entre los 50 a 100 dias

de gestacion (Viet et al., 2004).

Su capacidad de atravesar la barrera hematoencefdlica puede ocasionar
teratogénesis y lesiones como microcefalia, hidrocefalia e hipoplasia cerebelosa
en fetos entre los 100 y 150 dias debido a que en esta etapa finaliza la
organogénesis del sistema nervioso (Lértora, 2003; Mufioz- Zanzil et al., 2003; Niskanen

y Lindberg, 2003; Tolga et al., 2006).



4.10.4 Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (RIB)

La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, causada por el Virus Herpes Bovino - 1
(VHB-1), pertenece al género Varicellovirus familia Herpesviridae, su material
genético esta conformado por una doble cadena lineal de ADN dentro de una

nucleocapside icosaédrica compleja (OIE, 2010).

En vacas gestantes, el virus se aloja en las cardnculas placentarias
aproximadamente entre el 5° y 8° mes de gestacion, para después invadir al
feto, y dafar el higado, bazo, rifién, timo y linfonédulos, lo que provoca
finalmente aborto entre la 3™ y 6™ semana posterior a la infeccién que se
asocia generalmente a la presencia de fiebre (Richey, 1994; Chase et al., 1995). El
tiempo entre la muerte del feto y su expulsion oscila entre los 8 y 45 dias, por lo
que macroscopicamente se puede encontrar diferentes grados de autolisis,
edemas Yy tejidos friables, las lesiones microscépicas caracteristicas fetales son

necrosis en higado, rifidn y cuajo (Beers et al., 2006).

4.11 Control de Neospora caninum

No hay programas especificos de control y tratamiento para la neosporosis,
pues se observa que la eliminacion del parasito en el bovino infectado a través
de la quimioterapia o de la propia respuesta inmune post-infeccion se dificulta

por la habilidad que tiene N. caninum para formar quistes en el tejido nervioso,



lo que le brinda proteccidon y le permite persistir por tiempo indefinido (Dubey,

2003).

Algunas drogas que demuestran ser efectivas in vitro contra el agente son el
diclazuril, robenidina, pirimetamina, la espiramicina, aunque no se recomiendan
en el primer trimestre de la gestacion. La clindamicina, parece evitar el paso de
los taquizoitos al feto a través de la placenta (Lindsay et al., 1994; Lindsay et al.,
1996). La tiazolidina nitazoxanida y algunos derivados demuestran actividad in
vitro contra los taquizoitos del parasito, pues bloquean varias enzimas de la
cadena respiratoria lo que afecta la produccion de energia celular (Miiller y
Hemphill, 2011). La artemisona, artemisina sintética, demuestra su eficiencia in
vitro e in vivo al desafio, sin causar efectos neurotdoxicos (Mazus et al., 2011 In
press). Lo que no se debe perder de vista es que los productos quimicos, que
son efectivos in vitro o parcialmente efectivos para el tratamiento en la especie
canina no necesariamente son Utiles para bovinos con quistes y afiadirian el

riesgo de contaminar la leche con residuos quimicos (Barr et al., 1997).

Para el desarrollo de estrategias de control, seria necesario entender mas
acerca de la etiopatogenia de la enfermedad y fundamentalmente de cémo el
sistema inmune del hospedador responde frente a este. No obstante, es
recomendable realizar estudios serologicos periddicos en el hato para conocer

el nivel de infeccidon, asi como en animales de nuevo ingreso y en aquellas



vacas que hayan abortado, con el fin de identificar y eliminar toda vaca

seropositiva (Dubey et al., 2007).

Previo al primer servicio, se sugiere realizar al menos 2 pruebas serolégicas v,
en caso de inseminacion artificial, asegurarse de no utilizar seroreactoras, en
caso contrario, se recomienda realizarla con semen de ganado de carne (Lépez-
Gatius et al., 2005; Andrighetto y Nardelli, 2006; Oliveira et al., 2010). Los productos del
aborto, como los fetos y la placenta deben recuperarse de modo que se evite la
ingestion por carnivoros, ademas, los materiales contaminados deben
desinfectarse. Es necesario, identificar y eliminar caninos portadores, y de ser

posible, evitar el acceso de caninos al depdésito de alimentos y agua (Ghalmi et al.,

2012; Meerburg et al., 2012).

4.12 Vacunas contra Neospora caninum

A la fecha, existe una vacuna de alta eficacia a base de taquizoitios inactivados
con SPUR® al 10% como adyuvante, pues al parecer, contribuye a su alta
inmunogenicidad y estabilidad. Ese producto se aplica subcutaneamente ain en
animales de 45- 75 dias de gestacidn, estimula una respuesta de anticuerpos
especificos y la produccién de INFy. La vacuna elaborada con el objetivo de
reducir la incidencia de abortos no protege contra la transmision vertical del
parasito o de otros animales expuestos y susceptibles a infeccidon (Innes et al.,

2002; Estill, 2004); no obstante, estudios experimentales en ratones indican la



posibilidad de utilizar antigenos ciclofiina de Neospora (NcCyp) para
contrarrestar esta limitante, pues estos estimulan una reaccién inmunitaria
capaces de limitar la sobrevivencia del parasito en el hospedero (Wen et al., 2011),
pero aun presenta baja eficiencia, al mantener la tasa de abortos sin cambios y

representar un elevado riesgo de muerte temprana del embrion (weston et al.,

2012).



5. PARTE EXPERIMENTAL
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Experimento |. Identificacion de Neospora caninum en tejido cerebral de
fetos bovinos mediante histopatologia y la Reaccion en Cadena de la

Polimerasa en tiempo real (PCRitr).

Introduccién

Neospora caninum es un protozoario intracelular (Hemphill et al., 1999; Moore et al.,
2005) que se detecta en la mayoria de las especies domésticas, entre ellos el
bovino (Dubey, 2003; Dubey et al., 2006), quién participa como hospedero
intermediario (Campero et al., 2003; Alaedine et al., 2005), Y €n Cuyo organismo se
desarrollan dos estadios: los taquizoitos y los bradizoitos. Los taquizoitos
infectan y se multiplican rapidamente en una amplia variedad de células
incluyendo neuronas, macrofagos, fibroblastos, células endoteliales, miocitos,

hepatocitos y células renales (Dion et al., 2011).
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Debido a la respuesta inmune del hospedero los taquizoitos se transforman en
bradizoitos, que se dividen lentamente hasta formar quistes tisulares en el
sistema nervioso central. En estados de inmunodepresion, como en el periodo
de la gestacion, los quistes se rompen y la infeccion se reagudiza (Lértora et al.,
2004) como consecuencia del efecto inhibitorio de la progesterona sobre la
produccion de 6xido nitrico y del FNTa, asi como sobre la actividad de las

células asesinas naturales (Collantes-Fernandez y Ortega — Mora, 2003).

Los bradizoitos liberados invaden al feto via transplacentaria, con la
consecuente destruccién de las células septales y degeneracion aguda de las
vellosidades placentales fetales, asociadas a un dafio vascular con la posible

falta de oxigeno-nutricion, lo que desencadena el aborto (Maley et al., 2003; Gondim

et al., 2004; Dubey et al., 2006).

El valor sobre la presencia de abortos bovinos del 11.4% en la zona lechera de
Hidalgo, México, con tendencia a aumentar por falta de financiamiento para su
control (Xolalpa et al., 2003; Escamilla et al., 2007; Romero et al., 2009), y las elevadas
seroprevalencias a N. caninum en los hatos en las principales cuencas lecheras
del pais (Morales et al., 2001% 2001° Garcia-Vazquez et al., 2002, 2005), permiten
sospechar la presencia del parasito, sin embargo, la informacion con respecto al
hallazgo del mismo en fetos bovinos no existe por lo que, en los casos de

aborto, es indudablemente necesaria, principalmente por el elevado porcentaje
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de abortos que puede causar, las pérdidas en produccién y reproduccion

(Hernandez et al., 2001; Medina, 2008; Romero-Salas et al., 2010).

La demostracion del parasito en fetos abortados se realiza por métodos
rutinarios que incluyen el examen histopatolégico, en donde se evidencian
lesiones microscopicas predominantemente en sistema nervioso central (Jenkins
et al., 2002; Collantes-Fernandez y Ortega-Mora 2003; Dubey 2003; Lértora 2004). Técnicas
como el PCR proporcionan gran sensibilidad y especificidad en sus diversas
variantes, como los PCR anidadas, semianidadas o en tiempo real (Anderson et
al., 2000; Pereira-Bueno et al., 2003; Schuster et al., 2011), ho obstante, la PCRtr permite
monitorizar en cada ciclo la aparicion del ADN producto de la reaccion,
mediante el uso de fluoréforos. Ademas, tiene la ventaja de utilizar cebadores
normales para su realizacion, por lo que es mas econdémica que aquella que

usa sondas especificas (VanGuilder et al, 2008).

Por lo anterior, el objetivo del presente experimento fue identificar lesiones
histoldgicas coincidentes con N. caninum y presencia de ADN en tejido cerebral

de fetos bovinos abortados.
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Material y métodos

Se realizdé muestreo probabilistico por conveniencia mediante notificacion de los
encargados de establos pertenecientes al estado de Hidalgo, México, asi, se
logré la recuperacion 35 fetos abortados. Los cerebros de cada uno de los
fetos, se removieron asépticamente por trepanacion del craneo (Anexo 1) y se
tomaron dos porciones de aproximadamente 1cm de espesor de cada uno de
los cerebros; las porciones del cerebro se colocaron en frascos estériles de
boca ancha y tapon de rosca, uno de los cuales contenian 20ml de solucion
fijadora de formol al 10% por gramo de tejido, para la posterior deteccion del
parasito N. caninum por histopatologia (Anexo 2), el segundo frasco, se congelé
a -20°C, para la identificacion de ADN de N. caninum por la técnica PCRtr
(Anexo 3) en 10 de las muestras que presentaron lesiones sugestivas a N.
caninum por métodos histopatolégicos. Los frascos, fueron cuidadosamente

transportados al laboratorio cuidando la cadena fria.

La presencia de ADN se demostrd a través de electroforesis en gel de agarosa
al 1% con bromuro de etidio. El grado de pureza del ADN que se extrajo se
analizé con un biofotbmetro cuya absorbancia de lectura es el cociente entre
260 nm correspondiente a una solucién de ADN doble hebra de 50 ug por ml en
una cubeta de 1cm® de camino éptico y aquella obtenida a 280 nm, rango que
indica contaminaciones con proteinas. El rango del cociente, indica el alto grado
de pureza entre 1.8 y 2 ug/ml; mientras que cocientes inferiores reflejan

contaminacion con proteinas.
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La amplificacion de ADN, de cada una de las muestras se realizé6 mediante el
uso del termociclador ABI PRISM 7000 que incluye en su software un sistema
automatico de calculo del valor umbral. El resultado del analisis de las muestras
por PCRtr con el sistema de deteccion con dos fluoroforos, se represent6
mediante un gréafico de amplificacion en el que se observan dos tipos de curvas:
unas para el FAM (detector del patégeno) y otras para VIC (detector del IAC).

La interpretacion de los resultados del PCRtr se realizé segun se refleja en las

Tablas 1y 2.

Tabla 1. Interpretacion de los resultados para los sistemas de deteccion de

patégenos con 2 fluoréforos

Detector del Patégeno Detector de IAC (VIC) Interpretacion
(FAM)
Supera umbral Irrelevante Muestra positiva
No supera umbral Supera umbral, sin retraso respecto al Muestra negativa

control negativo

No supera umbral No supera umbral/ retraso respecto al Muestra inhibida
control negativo

Tabla 2. Interpretacién de resultados a PCRtr

Interpretacion <<Detector>>Neospora <<Detector>> IPC

Neospora Positivo Ct<45 Ct<450Ct>45
Neospora Negativo Ct>45 Ct<45
Muestras no validadas Ct>45 Ct>45
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Resultados y discusion

Los resultados de las pruebas histopatoldgicas muestran en un 40% de las 35
muestras, lesiones coincidentes con las descritas en la literatura (Anderson et al.,
2000; Jenkins et al. 2002; Collantes-Fernandez y Ortega-Mora 2003; Lértora et al., 2004), asi
mismo, en 10 de ellas, coexisten dos o tres de las lesiones (Tabla 1). El
porcentaje obtenido se corresponde con los reportados en Espafia (Pereira-Bueno
et al., 2003) Colombia (Oviedo et al 2008), Brasil (Cabral, et al., 2009), Holanda (Muskens
et al., 2010), e Iran (Razmi et al., 2007) quienes reportan compatibilidades del 57%,
71.4%, 35%, 27.8%, 11.8% y 22% respectivamente, por el método

histopatolégico.

La demostrada alta sensibilidad de este método permite evidenciar lesiones en
ganado bovino lechero (Anderson et al., 2000; Campero et al., 2000), principalmente en
muestras encefalicas. Trabajos previos determinan que la mayor carga
parasitaria y, por tanto, la identificacion de N. caninum es mas exitosa en este
organo, pues se observa encefaliomelitis multifocal con caracteristicas que
incluyen focos de necrosis rodeados con frecuencia de células inflamatorias
mononucleares, gliosis focal y quistes tisulares en animales infectados natural y
artificialmente (Jenkins et al. 2002; Collantes-Fernandez y Ortega-Mora, 2003; Pereira-Bueno

etal.,, 2003; Lértora et al., 2004; Lértora et al., 2010).
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Tabla 3. Lesiones identificadas en cerebros de fetos bovinos coincidentes

con Neospora caninum por métodos histopatolégicos.

Células Vasos sanguineos
Muestra Necrosis Gliosis Quistes
mononucleares congestionados

1 Focal X X
2 X
3 Multifocal X X
4 Focal Difusa
5 Focal X X
6 X X
7 Focal Difusa
8 Multifocal Difusa
9 X X
10 Multifocal X X
11 Focal Difusa
12 Difusa
13 X
14 Multifocal X X
Total 25.71% 14.28% 22.85% 11.42% 8.57%

La demostrada alta sensibilidad de este método permite evidenciar lesiones en
ganado bovino lechero (Anderson et al., 2000; Campero et al., 2000), principalmente en
muestras encefélicas. Trabajos previos determinan que la mayor carga
parasitaria y, por tanto, la identificacion de N. caninum es mas exitosa en este
organo, pues se observa encefaliomelitis multifocal con caracteristicas que
incluyen focos de necrosis rodeados con frecuencia de células inflamatorias

mononucleares, gliosis focal y quistes tisulares en animales infectados natural y
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artificialmente (Jenkins et al. 2002; Collantes-Fernandez y Ortega-Mora, 2003; Pereira-Bueno

et al., 2003; Lértora et al., 2004; Lértora et al., 2010).

Fig. 1. Focos de necrosis y gliosis (40X)

La evaluacion en detalle revelé lesiones indicativas de que ooquistes
esporulados o bradizoitos liberados en el epitelio intestinal pueden alcanzar la
via sanguinea materna (Dubey et al., 1988* "), extenderse a las vellosidades
placentarias y al feto (wiliams et al., 2000), lo que genera focos de necrosis
identificados en 25.71% de las muestras (Fig. 1), estos se producen
probablemente por la multiplicacion intracelular del parasito (Dubey et al., 2006) y
la incapacidad de la célula hospedero a restaurar sus funciones lo que conduce
a su destruccién con la consecuente reaccion local de tipo inflamatorio (Fig. 2)

(Nishikawa et al., 2001).
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Fig. 2. Corte histopatoldgico de cerebro de feto bovino que presenta vasos
sanguineos congestionados (40X)

Se evidencié gliosis en un 14.28% (Fig. 1), estas células no solo forma una
barrera hematoencefalica como medio de proteccion y reparacién de las
lesiones que produce el parasito en el sistema nervioso, sino que son parte
activa de los procesos locales de defensa de manera directa, al secretar y ser
blanco de diferentes citocinas y quimocinas que participan en la respuesta
inflamatoria del sistema nervioso (Gonzalez y Toro, 2007), |0 que da por resultado,
el aumento de la permeabilidad y migracion de leucocitos mononucleares

observados en el 22.85% de las muestras sometidas a estudio (Fig. 3).
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Fig. 3. Presencia de células mononucleares en tejido cerebral de fetos bovinos
(100X)

Estos acontecimientos, provocan que los parasitos se dividan lentamente y
formen quistes identificados en tres muestras (8.57%) de los 35 tejidos
cerebrales de fetos bovinos evaluados (Fig.4) y que resultan compatibles con la
morfologia descrita por otros investigadores (Razmi et al., 2007; Zhang 2007). Otros
autores no logran la identificacion de lesiones o quistes en cerebro por
histopatologia, debido principalmente a la autolisis 0 a alteraciones postmortem
(Paredes y Moroni 2005; Suteu et al., 2010), no obstante, técnicas como PCR ofrecen
la ventaja de detectar al parasito aun bajo estas condiciones, sumado a su
elevada confiabilidad, sensibilidad, especificidad, reproducibilidad, rapidez y

simplicidad (Suteu et al., 2010).
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Fig. 4. Presencia de células mononucleares y quiste de Neospora caninum en

fetos bovinos (100X)

En el presente estudio, 5 de las 10 muestras (50%) de cerebro fetal bovino que
presentaron lesiones sugestivas a N. caninum fueron también positivas a la
prueba de la PCRtr. En sélo una de las muestras positivas por el método de
PCRtr se identificd una estructura coincidente con un quiste (muestra 9), y en las
muestras 2, 3, 4, 6 y 9 se observé infiltrado mononuclear, que se produce como

medio de defensa contra el parasito.

Otros trabajos refieren positividades de 30 a 75% por la prueba de la PCR en
sus diferentes variantes (Paula, 2004; Okeoma et al., 2005; Suteu et al., 2010) cCOn
elevada relacion entre los cambios histopatoldgicos en los tejidos fetales
abortados y los resultados por la PCR (Hughes, 2006), pues al ofrecer distintas
caracteristicas diagnésticas, se disminuye el margen de error si se utilizan

conjuntamente (VanGuilder et al, 2008; Cabral et al., 2009).
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La determinacion de ADN por electroforesis de las muestras sometidas a
estudio mostré6 mayor integridad en las muestras 6 y 9 (Fig. 5). Las muestras 2,
3, 4, 6 y 9 (Tabla 4), cuyos cocientes resultaron en el rango de 1.8 y 2 ug/ml se
seleccionaron como analitos para llevar a cabo la amplificacion y determinacion

de N. caninum.

M* marcador

Fig. 5 Presencia de ADN en muestras de cerebro de fetos bovinos abortados
gel de agarosa al 1%

La secuencia diana del gen p-Nc5 que se utiliz6 para determinar la presencia de
N. caninum, y cuyos cebadores constan de un primer inicial (5-
CTGGAGGCACGCTGAACAC-3) y un primer inverso (5-ACAATGCTTCGCAAGAGGAA-
3’), €S una secuencia repetitiva muy conservada que no se encuentra en otros

parasitos relacionados filogenéticamente, lo que permite la diferenciacion inter e
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intra especies y la determinacién especifica de N. caninum en 6rganos de fetos

bovinos abortados, principalmente en cerebros (Okeoma et al., 2005; Hughes, 2006).

Tabla 4. Resultados de lecturas espectrofotométricas y

determinacion del grado de pureza

Numero de muestra Concentracion de Cociente de pureza
ADN (ug/mL) 260 nm/ 280 nm
1 0.3 pg/mL 1.14
2 0.8 ug/mL 1.80
3 1.4 pg/mL 1.80
4 1.2 pg/mL 1.85
5 0.3 pg/mL 1.25
6 0.9 ug/mL 1.85
7 0.2 ug/mL 1.25
8 0.9 ug/mL 1.58
9 0.6 ug/mL 1.80
10 0.6 ug/mL 1.29

La amplificacién de ADN, revel6 incremento de la fluorescencia en las muestras
2,3,4,6y9 con valores de Ct (Ciclo umbral) de 16.29 a 34.82 (Fig. 6 y Fig. 8), por
tanto se consideran muestras positivas a N. caninum ya que superan el valor de
umbral con el fluoréforo FAM, independientemente del comportamiento de la

curva VIC que presentaron (Fig. 7 y Fig. 9).
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Morm . Fluoro.

Morm. Fluoro.

Reacciones

Color

Tipo de
Muestras

Ct*

1

Control
Positivo
EPC

34.7

Threshold

Control
Positivo
EPC

33.12

Muestra
cerebro 2

34.82

Muestra
cerebro 3

33,20

Cycle

Control
Negativo

NEG

Control
Negativo

NEG

*Ct Ciclo umbral

Fig 6. Resultados obtenidos en las muestras 2y 3 de cerebro fetal bovino mediante

el fluor6foro FAM

10

Reacciones Color Tipo de Ct
Muestras
/ 1 || Control 31.85
Positivo EPC
2 Control 30.76
Positivo EPC
J 3 || Muestra | 34.01
/ cerebro 2
el 4 || Muestra | 32.57
cerebro 3
\ 5 Control NEG
| Negativo
11 N I N/ A 6 || Control NEG
) 10 15 20 25 30 ki 40 45 Negativo

Fig 7. Resultados obtenidos en las muestras 2y 3 de cerebro fetal bovino mediante

el fluoré6foro VIC
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Morm . Fluoro.

MNorm. Fluoro.

20 | Threshold

Reacciones | Color Name Ct

1 B | contol | 37.18
Positivo
EPC

2 Control 25.13
Positivo
EPC

4 B | Muesta | 21.03
cerebro 4

5 Muestra 16.29
cerebro 6

6 B | Muestra | 23.05
cerebro 9

7 B | cControl | NEG
negativo

8 Control NEG
negativo

Fig 8. Resultados obtenidos en las muestras 4, 5y 6 de cerebro fetal bovino mediante

el fluor6foro FAM

20 | Threshold

Reacciones | Color Name Ct
1 B | contol | 37.03
Positivo
- EPC
- 2 Control 25.22
Positivo
g / EPC
4 . Muestra 21.12
cerebro 4
5 Muestra 16.04
cerebro 6
6 [ | Muestra | 23.45
0 4 cerebro 9
7 B | cConwol | NEG
negativo
8 Control NEG
negativo

Fig 9. Resultados obtenidos en las muestras 4, 5y 6 de cerebro fetal bovino mediante

el fluoréforo VIC
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Los resultados que se obtuvieron por histopatologia y por la PCRtr infieren la
presencia de formas infectantes de N. caninum en los cerebros de fetos bovinos

abortados de los establos de Hidalgo, México.

A pesar de que el diagndstico presuntivo de infeccion por N. caninum puede
basarse ineludiblemente en las lesiones histologicas en SNC mencionadas; a la
hora de valorar el papel del parasito en el proceso abortivo, se debe ser
cauteloso, aun cuando se encuentre el agente infeccioso en el feto, pues su
presencia no supone una asociacion causal, mas aun cuando hay indicios de
otras enfermedades abortivas. Técnicas como la PCRtr, que ofrecen alta
sensibilidad y especificidad, resultan ser una herramienta util para estudios

epidemioldgicos que contribuyen por tanto al control de la enfermedad.

Un recurso util en establos con problemas abortivos es la adopcién inicial de
métodos indirectos disponibles actualmente, como el inmunoenzimatico
(ELISA), el cual resulta de gran ayuda cuando se analizan los resultados
serologicos de un gran nimero de animales y se comparan con los obtenidos

para otras enfermedades.
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5.2 Experimento 2 Asociacién serologica de Neospora caninum con Brucella
abortus y los virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina y diarrea viral bovina en

casos de aborto bovino lechero de Hidalgo, México.

Introduccién

El parésito N. caninum es un protozoario identificado en los ultimos afios como
uno de los agentes que afecta principalmente al ganado lechero con alto
impacto econdémico en la produccién y reproduccion, basicamente, por la

pérdida del producto de la concepcion (Rivera et al., 2004; Dubey y Schares, 2011).

Pese a la existencia de informes en el mundo referentes a la serologia del
agente en relacion al aborto (Hasig y Gottstein 2002; Mineo et al., 2006; Dubey y Schares,
2011); en México se reportan separadamente seroprevalencias que llegan al
75% y a cerca del 100% de los hatos en las principales cuencas lecheras del
pais (Morales et al., 2001, 2001°; Garcia-Vazquez et al., 2002, 2005) y valores por aborto
de 11.4%, con tendencia a aumentar por falta de financiamiento para su control
en la zona lechera de Hidalgo, México (Xolalpa et al., 2003; Escamilla et al., 2007;

Romero et al., 2009).

Por lo anterior, se hace necesario realizar estudios seroldgicos de agentes
etiologicos relacionados con el aborto, no solo sobre aquellos que afectan la
salud publica, como es el caso de la brucelosis bovina, cuya Camparfia Nacional

se centra basicamente en el estudio serolégico periodico, identificacion y
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eliminacion de reactores, implementacion de cuarentenas y vacunacion masiva
(SAGARPA, 1997) sino sobre otros agentes como el parasito N. caninum y los
virus de la diarrea viral bovina (DVB) y rinotraqueitis infecciosa bovina (RIB), pues
conllevan a la merma en la produccion, reproduccién bovina, abortos y por
consiguiente la afectacidon econdémica de las unidades de produccion ( Muskens et
al., 2010), a la vez que se dificulta la toma de decisiones para la prevencion y el
control de enfermedades, mas aun cuando diferentes agentes pueden coexistir

en el mismo organismo.

En los resultados anteriormente expuestos, se evidencid la presencia del
protozoario, por ello, en este experimento se tuvo como propésito, identificar la
presencia serolégica simultdnea del parasito N. caninum con B. abortus y los
virus de la diarrea viral bovina y rinotraqueitis infecciosa bovino en vinculacion

con el aborto en la poblacién bovina de Hidalgo, México.

Materiales y métodos

Se seleccionaron aleatoriamente 10 establos lecheros localizados en el estado
de Hidalgo, México, dentro de uno de los complejos agropecuarios mas grande
del pais. De cada uno de ellos, se eligieron al azar 50 vacas lecheras de la raza
Holstein- Freisan en produccion, con una edad promedio entre 3 y 7 afos,
servidas mediante inseminacion artificial y vacunadas contra brucelosis (cepa 19-
vacuna viva) y el complejo viral (RIB inactivado, DVB inactivado, parainfluenza 3 (PI3)
modificado y virus sincitial bovino (VSB) modificado), a las cuales, 10 meses

59



postvacunacion se les realizd puncion de la vena caudal utilizando agujas
calibre 23 y tubos vacutainer de 7ml tapon rojo al vacio, para la obtencién de la
sangre. Las muestras obtenidas se identificaron y transportaron cuidando la
cadena fria, hacia el Laboratorio de Inmunologia de la Universidad Auténoma
Metropolitana-Xochimilco, donde se centrifugaron (centrifuga clinica Solbat) a 3000
rom durante 5 min para obtener el suero, que se colocé en crioviales de 2mi

para su conservacion a —20°C hasta el analisis serologico.

La deteccién de la presencia de anticuerpos circulantes contra N. caninum y los
virus de la DVB (Anexo 4) y RIB (Anexo 5) se realiz6 por medio de la técnica
inmunoenzimética ELISA segun las especificaciones del fabricante (CIVTEST,
Laboratorios Hipra, S. A.). En el caso de las muestras sometidas al diagnostico de
N. caninum y el virus de la DVB, los resultados se expresaron como porcentajes
de inhibicién, donde el suero del bovino diluido se evalué como negativo, si la
lectura generaba un nimero menor a 50% de inhibicion (punto de corte), bajo
positivo, si era igual a 50% o menor a 80% y alto positivo igual o mayor a 80%.
El ELISA indirecto utilizado para la identificacion de anticuerpos contra el virus
de la RIB se representa por el indice relativo (IRPC) de la muestra, donde un

IRPC menor o igual a 20 se considera negativa y positiva mayor a este.

Para la estudio seroldgico de B. abortus se realizé la técnica de aglutinacién en
tarjeta (Anexo 6) y rivanol (Anexo 7) como prueba confirmatoria, tomando la

dilucion 1:50 en adelante como positiva (SAGARPA, 1997).
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Los resultados obtenidos se registraron en una base de datos del programa
Excell, para calcular los porcentajes de seropositividad. La presencia seroldgica
simultdnea de los agentes se realizdé por medio de cuadros de contingencia y

la prueba Chi cuadrado en el paquete estadistico SPSS version 13.

Los datos correspondientes a la presentacion de aborto de cada uno de los
animales sometidos a prueba se recolectaron de los registros ganaderos al
tiempo de muestreo, correspondiente a la etapa gestacional inmediata anterior.
Estos, se analizaron y posteriormente se calculd la asociacion entre la
seropositividad a cada uno de los agentes y la presencia o0 ausencia de aborto

(Daniel, 2002), mediante el paquete estadistico SPSS version 13.

Resultados y discusion

El porcentaje de seropositividad a N. caninum en los establos sujetos a estudio
se encuentra entre 42 y 72%, con un promedio total de 54.2% (Tabla 5), Sin
embargo, mayores valores de positividad se sefialan en otras investigaciones
similares (Morales et al., 2001°% Garcia-Vazquez et al., 2002, 2005) que reportan
seroprevalencias que llegan incluso al 75% y a cerca del 100% en los hatos de
las principales cuencas lecheras del pais (Chihuahua, Durango, Coahuila,
Aguascalientes, Querétaro y Jalisco), la variacion en las cifras se ve
influenciada tanto por las caracteristicas propias de la region, como por el lapso

de tiempo transcurrido entre los estudios.
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En otros paises, coincidentemente se publican seropositividades elevadas
como en los Estados Unidos de América, especificamente en el estado de
California, con prevalencias de 33 % en hatos lecheros (Anderson et al., 1991), al
igual que el Estado de Quebec, Canada (Anderson et al., 2000) Uruguay (Furtado et
al., 2011) y en Espafia donde se registran prevalencias que van de 28.8% hasta
60% en vacas lecheras (Wu et al., 2002; Eiras et al., 2011). Asi mismo, en Egipto, se
reportd un 20.43% de animales positivos al parasito (lbrahim et al., 2009), y en Irdn
46% (Razmi et al., 2006). Se considera de caracter emergente en paises como
Indonesia (Made-Damriyasa et al., 2010) Yy JapOn (Koiwai et al., 2006).
Contradictoriamente Suecia (Bertels et al., 2006) e Italia (Otranto et al., 2002)

reportaron 0.5% y 11% respectivamente.

La neosporosis se presenta principalmente en ganado productor de leche
manejado en confinamiento (Eiras et al., 2011) con presencia de humedad
principalmente durante los meses de verano, como es el caso de la zona
estudiada; esto, posibilita que oocistos expulsados al medio ambiente por el
hospedador definitivo, esporulen y permanezcan en fase infectiva y viables en
la tierra, suelos y pastos por varios meses (Innes et al., 2005; Maley et al., 2006;
Gibney et al., 2008) lo que deviene en una via de transmision segura para el
hospedero intermediario. Adicionalmente, se plantea la posibilidad de otros
medios de transmision como los mecanicos, sugeridos en el caso de T. gondii,

pardsito relacionado morfofisioldgicamente (Espinosa y Morales, 2007).
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La deteccion de anticuerpos anti-Neospora en los animales muestreados
indican exposicion al protozoario, bien sea por infeccion congénita, en la que
algunas crias sobreviven, se desarrollan normalmente, y a la edad reproductiva
lo transmiten verticalmente a su progenie, u horizontalmente por ingesta de
ooquistes debida a la presencia de caninos infectados e identificados como
hospedadores definitivos (Dubey y Schares, 2011), esto, desde la O&ptica
epidemioldgica posibilita el disefio de programas de control y prevencién contra
dicho parasito e incluso incidir en uno o mas factores causales como son el

ambiente, estrés, manejo, eliminacion de perros, etc.

Los resultados del estudio seroldgico de B. abortus en la zona mencionada
(Tabla 5), se corresponden con los reportados por otros autores (Gandara et al.,
2001; Moreno, 2002) quienes refieren que existe alta prevalencia de anticuerpos en
ganado lechero explotado en sistemas de manejo intensivos, con alta densidad
en la poblacién de zonas agricolas del norte y centro de México, opuesto a los
datos emitidos en paises como Australia, Canada y Estados Unidos donde la
circulacion del agente ha disminuido considerablemente en los dltimos afios o
esta erradicada (CEFIA, 2010; USDA, 2010; QH, 2011).

Los valores de cada uno de los establos con respecto a brucelosis (Tabla 5),
representan desde el punto de vista epidemioldgico, un reto, pues pese a la
vacunacion anual, las seropositividades resultaron elevadas, probablemente por
la falta de pruebas seroldgicas periddicas y eliminacion de reactores, 1o que a

su vez hara que las incidencias asciendan en cada uno de esos establos.
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Si bien se dispone en México de dos presentaciones de la cepa vacunal 19
contra brucelosis, la dosis normal (5 x 10*°fc) y la dosis reducida (3 x 10° a 10°ufc)
gue se aplica en hembras de 3 a 6 meses de edad y a mayores de 6 meses,
respectivamente (SAGARPA, 1997); datos no publicados indican que los animales
se vacunan indiscriminadamente cada seis meses y sin atender la dosis que le

corresponde, aun cuando esta contraindicado.

Tabla 5. Seropositividad a Neospora caninum, Brucella abortus y los virus de RIB y
DVB en establos lecheros pertenecientes al Edo. de Hgo., México.

Animales Animales Animales Animales
ESTABLO positivos/ total % positivos/ total % positivos/ total % positivos/ total %
Neospora caninum Brucella abortus RIB DVvB

1 21/50 42 19/50 38 18/50 36 21/50 42

2 27/50 54 23/50 46 21/50 42 26/50 52

3 23/50 46 18/50 36 13/50 26 22/50 44

4 29/50 58 27/50 54 19/50 38 27/50 54

5 28/50 56 14/50 28 16/50 32 23/50 46

6 36/50 72 19/50 38 20/50 40 29/50 58

7 32/50 64 22/50 44 19/50 38 25/50 50

8 26/50 52 21/50 42 18/50 36 23/50 46

9 22/50 44 16/50 32 17/50 34 20/50 40

10 27150 54 19/50 38 15/50 30 27/50 54
TOta.lI . 271/500 54.2 198/500 39.6 176/500 35.2 243/500 48.6

seropositivos

Total 229/500 45.8 302/500 60.4 324/500 64.8 257/500 514

seronegativos

Estos datos permiten, ademas, deducir que la presencia de B. abortus no es un
problema especialmente de paises con bajos recursos econémicos, sino que
depende, en gran medida, del compromiso del ganadero y del Estado para
proceder con las buenas practicas de manejo asi como a la obligacion de
eliminar los animales positivos y de la realizacion de pruebas periodicas, no

solo por el impacto econémico en la industria pecuaria, sino por tratarse de un
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agente de riesgo para el hombre, ya sea en el trabajo por el contacto con
animales enfermos, o por el consumo de productos procedentes de animales

infectados (Sauret y Vilissova, 2002).

La presencia simultdnea de anticuerpos contra N. caninum y B. abortus del
21.2% (Tabla 6) se corresponde con otros reportes en Pakistan (Shabbir et al., 2011;
Zubair et al., 2011), lo que manifiesta la necesidad de tener en cuenta la
probabilidad de esta relacién, considerando la similitud de ambos agentes en
cuanto a la induccion de abortos, las condiciones en las cuales estos se
difunden, y el manejo de la eliminacion del material infeccioso, especialmente
en establos como el nimero seis que presenta reactores de casi el doble con

respecto a los otros establos (Tabla 6) y que representa un foco infeccioso.

En lo referente a las serologias virales, en cada uno de los establos las
seropositividades fluctuaron entre 40 a 58% a DVB y de 26 a 42% a RIB. Esto

arrojo un total de 48.6% de animales positivos a DVB y 35.2% a RIB (Tabla 5).

Estudios similares reportan seropositividades a DVB que van de 50-90% en
algunos estados de la Republica Mexicana (Moles et al., 2002; Solis-Calderén et al.,
2005; Escamilla et al., 2007), Perd (Rivera, 2004) y Argentina (Odeodn et al., 2001). A pesar
de que el virus de la DVB se considera como uno de los patégenos mas
ampliamente difundidos en la poblacion bovina del mundo con tendencia a
devenir endémica (Lértora, 2003), paises tales como Suecia se declaran libres de

DVB (Wilke et al., 2003), asi mismo, Noruega, Finlandia y Dinamarca, desde 1995,
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ejercen un plan de erradicacion, mediante pruebas inmunoenzimaticas,
eliminacibn de animales seropositivos, y examen serolégico anual para
mantener el estatus libre de la infeccidn (Bitsch et al., 2000), ademas, Alemania
sumO a estas estrategias la vacunacion sistematica de las hembras, la
educacion e informacion de los productores y veterinarios para continuar con el

programa (Wilke et al., 2003).

La considerable cantidad de animales seropositivos a DVB detectados, crea
una alerta, inicialmente por ser ganado vacunado, esto, sugiere una evaluacion
de inmunidad de hato, ya que se reconoce que las vacunas inactivadas tienen
la desventaja de estimular una débil respuesta de anticuerpos neutralizantes y
por lo tanto la duracién de proteccion es menor, lo que indica la necesidad de
aumentar la frecuencia de administracion, ademas, con este tipo de vacuna, no
se logra evitar el pasaje viral de la madre al feto en cualquier periodo de la

gestacidn (Gogorza et al., 2001).

Adicionalmente, se conoce que el virus se localiza en el tejido linfoide,
principalmente en macréfagos y linfocitos de tonsilas, en las placas de Peyer,
las cuales constituyen las células blanco de la replicacién viral, lo que genera
una serie de factores inmunosupresores (Melo et al., 2004; Givens et al., 2007) COMO
la reduccion de la quimiotaxis, supresion de las respuestas proliferativas de
células mononucleares bovinas, alteracion de la funcion neutrofilica, al nivel de
disminuir su capacidad de degranulacion (Mineo et al., 2006; Konnai et al., 2008), asi

mismo, decrece la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos y la
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liberacion de un inhibidor de la actividad de las IL-1, esenciales para el normal
desarrollo y maduracién de linfocitos (Tizard, 2002), estos efectos, pueden facilitar
el ingreso de otros microorganismos coinfectantes (Houe, 2003; Givens et al., 2007)
0 aumentar la severidad de estos. No obstante, el sistema inmune se estimula
aunque la respuesta linfocitaria de memoria esté disminuida, por lo que no es
de extrafar la simultaneidad seroldgica del virus de la DVB y el parasito
mostrada en el presente estudio (33.6%) (Tabla 6) y en otros trabajos similares
(Bjorkman et al., 2000; Mc Allister y Latham, 2002), sin embargo, investigadores de
Australia (He et al., 2004) y Brasil (Melo et al., 2004), en base a sus resultados,

discrepan al respecto.

Tabla 6. Asociacidon seroldégica de N. caninum con otros agentes infecciosos en
500 vacas lecheras pertenecientes a Hgo., México.

ESTABLO NEOS*-BR** NEOS-RIB NEOS-DVB NEOS-BR-RIB  NEOS-BR-DVB  NEOS-DVB-RIB
1 9 17 14 9 8 13
2 10 19 13 10 9 11
3 9 10 11 7 8 10
4 12 14 16 9 11 12
5 9 13 15 7 8 10
6 20 19 24 16 18 17
7 1z 17 22 6 7 14
8 8 16 20 8 10 1z
9 9 15 19 6 8 9
10 8 13 14 7 7 9
Nudmero de seropositivos 106 153 168 85 94 117
Porcentaje de seropositivos 212 30.6 33.6 17 18.8 234

*Neospora caninum
** Brucella abortus

Asi mismo, es necesario enfatizar que las elevadas seropositividades obtenidas
en los establos, principalmente el seis, siete y ocho muestran lo fundamental

que es el contar programas integrales de manejo y medicina veterinaria
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preventiva de acuerdo a las caracteristicas de cada uno de los establos, lo que
los posibilitara a elevar su estado sanitario y optimizar el rendimiento de las

explotaciones (Thrusfield, 2007).

Se cree que la RIB es una enfermedad ampliamente distribuida en México,
pues estudios de Yucatan y Michoacan en ganado bovino criado en zonas sin
antecedentes de vacunacion notifican seroprevalencias de 22 a 54.4% (Solis-
Calderon et al., 2003; Magafa-Urbina et al., 2005), otros paises en condiciones
similares, como Turquia (Tolga et al., 2006) y Perl (Rivera et al., 2004) reportan
seropositividades de 19.5% y 46.3%, cercano al porcentaje de animales
seroreactores en el presente trabajo (35.2%) (Tabla 5), sin embargo, a diferencia
de estos, el ganado sujeto a estudio se inmunizd con virus inactivado 10 meses
previo al muestreo seroldgico, lo que en este caso puede indicar la posibilidad
de proteccion deficiente o en descenso, asi como circulacién viral en los
establos y la consecuente exposicion de los animales al agente, favorecido por
el hacinamiento, introduccion de animales infectados y mezcla de animales que
permiten la diseminacién del microorganismo, condiciones comunmente

asociadas a un mayor riesgo a RIB (Favoreel et al., 2000).

Sumado a ello, en el presente trabajo se observdé que N. caninum y RIB,
coexisten serologicamente en un 30.6% con un promedio aproximado de 15
animales seroreactores a ambos agentes en cada uno de los establos (Tabla 6).
Dadas las pérdidas que ocasionan estos agentes y la situacion que se
evidencia, la aplicacion de medidas de prevencion y control son importantes ya
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que de lo contrario devienen en una fuente de infeccion para animales

susceptibles (Tolga et al., 2006).

La serologia simultanea se mantiene aun elevada al relacionar los resultados
hasta en tres entidades (Tabla 6), pero cabe nuevamente destacar aquella
relacionada con N. caninum, DVB e IBR. Un aspecto importante de la infeccion
con el virus de la DVB es su afinidad por el sistema inmune, principalmente
sobre células mitéticamente activas como los linfocitos, de manera que una de
sus principales caracteristicas es la inmunosupresion (Baule et al., 2001; Melo et al.,
2004) y la infeccion mixta o secundaria con otros patdgenos es de presentacion
comun, en este caso, basicamente por un fenbmeno de reactivacion del
parasito y del virus mencionados, por lo que la sinergia entre ellos es posible
(McAllister y Latham, 2002; Rivera et al., 2004; Givens et al., 2007).

En otra vertiente, los resultados arrojaron un porcentaje de abortos total de
34.6% sobre los animales sometidos a prueba en los 10 establos del estado de
Hidalgo, México, este numero sobrepasa el 10% marcado y establecido como
limite aceptable (Rivera, 2004), a lo que se suma la consideracion que de persistir
por varios afios un porcentaje mayor al 5% anual, los abortos deben
considerarse endémicos (Anderson et al., 2000), creando ademas, la necesidad de
identificacion de las causas que lo producen, para un adecuado control. Esto,
sin duda, genera un gran desafio para el veterinario y el ganadero debido a la
multiple etiologia y caracteristicas propias del proceso patologico; sin embargo,
el método diagnostico ELISA, utilizado en el presente trabajo, incrementan la

sensibilidad y especificidad al emplear anticuerpos monoclonales, ademas,
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resultan una herramienta util para identificar animales infectados, que como en
el caso de N. caninum no pueden ser asociados directamente a la tasa de
abortos, pero si pueden indicar exposicion al protozoario y por ende la

probabilidad de abortar (Waldner, 2005; Weston et al., 2005; Simsek et al., 2008).

Estudios llevados a cabo en Eslovaquia y China reportan respectivamente 20%
y 22.7% de animales seropositivos a N. caninum con antecedentes de abortos
(Reiterova et al., 2009; Xia et al., 2011), porcentaje cercano al 26% obtenido en el
norte, centro de México (Garcia-Vazquez et al., 2005) y en el presente trabajo (Tabla
7), sin embargo, el mismo autor reporta en Aguascalientes, México 69% (Garcia-
Vazquez et al., 2002; Gutiérrez et al., 2007), de manera similar, se reportan evidencias
serologicas en paises americanos como Venezuela (Obando et al., 2010) Chile
(Alacid, 2001) y Ecuador (Lozada 2004) con valores de 54, 62.2 y 71.8%

respectivamente.

Se encontrd que las vacas seropositivas a N. caninum que presentaron aborto
pueden tener 4.16 veces mayor riesgo de aborto en las gestaciones
subsiguientes que las seronegativas (p<0.001) (Tabla 7), cifra que se encuentra en
los limites inferiores de aquellas vertidas por diversos autores que van de 2.5
(Williams et al., 2003; Corbellini et al., 2006) a 19 (Lopez-Gatius et al., 2004; Beck et al., 2010).
De manera controvertida algunos estudios indican que una vaca que aborta por
Neospora tiene menor riesgo de abortar en su siguiente gestacion por ese
agente, pero quiza este comportamiento se explique por la eliminacion selectiva

de las vacas que abortan en un predio (Anderson et al., 2000; Innes et al., 2001).
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Aln cuando existe una vacuna inactivada contra este parasito, no existe
informacion concluyente respecto a su eficacia para reducir la infeccion fetal o
para prevenir la infeccion post natal en vacas no infectadas (Anderson et al., 2000).
Sin embargo, estudios preliminares indican que la vacuna tiene la capacidad de
reducir la incidencia de abortos, pero no genera proteccion contra la transmision
vertical del parasito (Estill, 2004), por lo que se evidencia su trascendencia desde

el punto de vista epidemioldgico (Trees y Williams, 2005).

La asociacion con respecto a la seropositividad al virus de la DVB y la presencia
de aborto resulté elevada (25%) (Tabla 7) y, superada hasta en un 54% por
trabajos publicados de Valdivia, Chile (Alacid, 2001) y del Valle de Lima, Peru
(Rivera, 2004). En este punto es importante destacar que el efecto del virus de la
DVB sobre el producto de la concepcion depende del biotipo viral infectivo y del
periodo de gestacion de la vaca que puede conllevar la muerte del feto con
expulsion o momificacion (Lértora, 2003; Niskanen y Lindberg, 2003); por otro lado, la
infeccion por el virus de la DVB en hembras seronegativas durante el primer
tercio de la gestacibn puede provocar el nacimiento de terneros
persistentemente infectados (P1). Una elevada proporcion de hembras Pl (24%)
llega a la edad reproductiva, que daran origen a la presencia de abortos o
terneros PI. Un becerro recién nacido Pl es capaz de diseminar la enfermedad
hasta en un 90% a los otros animales en un periodo de 3 meses (Houe, 2003;
Solis-Calderéon et al., 2005) Si los animales se encuentran en un sistema de

confinamiento en estrecho contacto (Moran et al., 2006).
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De igual manera, es de considerar, la posibilidad de ocurrencia de aborto aun
en animales vacunados contra el virus (Trees y Williams, 2005), N0 obstante que en
el caso del virus de la DVB no se indica la proporcion de ellos, como los
calculados en la vacunacién contra B. abortus cepa 19 y RB51 donde la falta de
proteccion del producto se manifiesta entre un 0.1 y 0.01% respectivamente
(SAGARPA, 1997); sin embargo y a pesar de su relacion con el aborto, los datos
son escasos, probablemente por las campafias y la vigilancia epidemiolégica
gue se llevan a cabo en los distintos paises como en Chile, Holanda o Estados
Unidos que informan 3.5%, 0% o se reportan como paises libres de la
enfermedad respectivamente (Alacid, 2001; USDA, 2010). México, por su parte, se
encuentra con la mayoria de los Estados en fase de control, por lo que no es de

sorprender el 18.2% obtenido en el presente trabajo (Tabla 7).

Tabla 7. NOomero de animales seropositivos a Neospora caninum, Brucella abortus,
y alos virus de la RIB y DVB en relacién al aborto.

Neospora caninum Brucella abortus RIB bvB
Nudmero de seropositivos/aborto (%) 131 (26.2) 91(18.2) 89(17.8) 125 (25)
Razon de riesgo (Odds ratio) 4.16 2.28 292 4.61

El virus HVB-1, que produce la RIB es conocido por su capacidad de ocasionar
aborto debido a secuelas del problema respiratorio, produciendo brotes hasta
en un 25% (Ledn y Villamil, 2002). Los resultados evidenciaron un 17.8% de
animales positivos a RIB con historia de aborto (Tabla 7), porcentaje superado
por estudios en Peru (27%) (Rivera, 2004), Eslovaquia (41.5%) (Reiterova et al., 2009) Y
Chile (50%) (Alacid, 2001).
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Al asociar el nimero de vacas seropositivas a N. caninum y al virus de la DVB
gue presentaron aborto, los datos se incrementaron a 5 veces el riesgo de
abortar (Tabla 8), de manera semejante Hasig y Gottstein (2002) y Mineo et al.,
(2006) indicaron que esto ocurrio con mayor frecuencia en rodeos que
presentaron niveles mayores de anticuerpos contra el virus de la diarrea virica
bovina. Lo indiscutible es que el virus de la DVB juega un importante papel
como inmunosupresor, favoreciendo el desarrollo de infecciones secundarias
(Njaa et al., 2000; Bolin y Grooms, 2004). Bajo este contexto se afirma que provoca la
reactivacion del parasito favorecida, ademas, por los cambios en el sistema
inmunitario en la mitad de la gestacion, consistente en una baja regulacion de la
respuesta celular, incluyendo INFy, como efecto del incremento de los
estrogenos placentarios y el descenso de la progesterona que favorecen la
transmision vertical del parasito a su descendencia, pues generalmente, un 8%
de las gestaciones entre los 30 y 90 dias se pierden sin guardar relacion con el
namero de partos o el nivel de produccion, pero si con niveles alterados de

progesterona y estradiol (Campero et al., 2003; Bartley et al., 2004).

Tabla 8. Interrelacion de animales seropositivos a Neospora caninum, Brucella
abortus, y a los virus de la RIB y DVB en relacion al aborto.

Niimero de seropositivos NEOS-BR NEOS-RIB NEOS-DVB
ero de seropositivos a

(%) (%) (%)
Presencia de aborto 65 (26.74) 64 (17.82) 97(3012)
Razon de riesgo (Odds ratio) 413 4.38 50
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Los resultados con respecto a la vinculacion del virus de la RIB o de B. abortus
con N. caninum muestran porcentajes superiores al 15% (Tabla 8) cifras que
indican la posibilidad de esta asociacion, al ser agentes con gran tropismo por
las membranas fetales, con consecuencias fatales para el feto (Blood et al., 1992).
Ademas, los analisis serolégicos exhibieron 51 (10.2%) animales que
reaccionaron simultaneamente a Neospora caninum y los virus de la RIB y
DVB, superior a las relaciones de Neospora caninum con Brucella abortus - RIB

(6.8%) y Brucella abortus - DVB (8.6%).

La elevada coexistencia seroldgica del parasito con otros agentes causantes de
la pérdida del producto de la concepcién en la poblacion estudiada, sustenta por
primera vez en la zona, la necesidad de contar con un programa de manejo de
hato en el que se incluya entre otros, la vigilancia en el ingreso de nuevos
animales y densidad de hato, serologias periddicas, calendario de vacunacion y
evaluacion de la misma, de manera que se reduzcan las posibles pérdidas
econdémicas por merma en la producciéon y reproduccién en su unidad de
produccion y por otro sera el punto de partida para concientizar y ejercer un
diagnéstico completo de la causa de aborto bovino asi como el de identificar los

factores concomitantes.

La ganaderia lechera en el estado de Hidalgo, Méx., sostiene una situacion
dificil, pues por un lado, la demanda lechera nacional es cada vez mayor, y por
otro el precio no logra cubrir la inversion por litro de leche producida. Bajo este

panorama, los ganaderos prefieren cerrar a cambiar, entre otras cosas Sus
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procedimientos de manejo e higiene (Romero et al., 2009). No obstante, las
medidas de control expresadas anteriormente, no requieren gran inversion, pero
a futuro logran en gran medida disminuir las pérdidas ocasionadas por N.

caninum.
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5.3 Experimento 3. Pérdidas econOmicas en base a la probabilidad de
ocurrencia de aborto por N. caninum en ganado bovino lechero de Hidalgo,

México.

Introduccién

Con el proposito de realizar valoraciones sobre el impacto econdémico de la
neosporosis, se han adoptado y adaptado medios estadisticos como los
modelos estocasticos (Bartels et al., 2006), 0 el modelo estadistico administrativo
parcial (Weersink et al., 2002), pese a que en ganado lechero las pérdidas
postnatales a causa de la neosporosis son dificiles de estimar, debido a que en
los animales adultos, excluyendo el aborto, la infeccion es asintomatica. No
obstante, se pueden tomar en cuenta costos asociados al aborto como compra
de reemplazos, posible pérdida de produccién de leche, alimentacion, atencion

médica, entre otros (Hobson et al., 2002).

En México no se han estimado las mermas econdmicas basicamente por la falta
de datos, principalmente en lo referente a la vinculacién de la serologia positiva
a N. caninum con el aborto en la zona de estudio. Por lo anterior, y en base al
resultado obtenido en el experimento 2, nuestro objetivo se orientd a cuantificar
las pérdidas econdmicas, sobre la base de la razén de riesgo de aborto por N.

caninum en ganado bovino lechero del estado de Hidalgo, México.

Materiales y métodos
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Para estimar las pérdidas econdmicas por N. caninum asociadas a los abortos,
se desarroll6 un modelo estadistico administrativo parcial adaptado de Bennett.,

et al (1999).

El disefio incluyd caracteristicas de los establos, cuyos datos se extrajeron de
los resultados obtenidos en el experimento 2, y de los registros ganaderos (Tabla
9), posteriormente utilizados para calcular las pérdidas directas por produccion
de leche, sacrificio prematuro, mortalidad, aborto y servicios veterinarios (Tabla

10).

Con el fin de evaluar los costos por merma en la produccién de leche (Tabla 10
seccion a) se multiplico el promedio de produccion de leche/vaca/afio (y), el precio
por litro de leche (pi), el promedio de animales por establo (n) por la prevalencia
de la infeccién en el establo (d) y el porcentaje en la reduccién de la produccion

de leche (y?).

Respecto al costo por sacrificio (Tabla 10 seccién b), se calculé multiplicando el
promedio de animales por establo (n), y la prevalencia de la infeccién (d), por el
porcentaje de los animales infectados sacrificados (c%). El resultado, a su vez
se multiplicé por el costo de reemplazo debido al sacrificio prematuro de una
vaca [r-s (1- s)].

Los abortos y las pérdidas reproductivas (Tabla 10 seccion d) Se estimaron
multiplicando el nimero de vacas seropositivas (d) a N. caninum gue abortaron

(a® en un establo (n) por el valor en pérdidas reproductivas (a).
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Para obtener las pérdidas directas totales (L) por N. caninum se sumaron las

cuatro secciones anteriores (a)Produccion de leche + b)Sacrificio +

ganado bovino lechero de Hgo. México.

Tabla 9. Datos para estimar pérdidas econdmicas por N. caninum en el

Caracteristica Valor
Poblacion total (N) 25,000**
Numero total de establos (H) 86**
Promedio de animales por establo (n) 300**
Promedio de produccion de leche/vaca/afio (y) 6,862**
Precio por litro de leche (p)) $4.70**

Costo por reemplazo de una vaca (r)

Valor de sacrificio de animal sano (s)

Valor de una vaquilla (c)

Valor de una vaca (h)

Costo por visita de veterinario (v)

Costo de medicamentos (m)

Costo por labor extra veterinaria/cabeza ()
Prevalencia de la infeccién (d;)

Proporcién de establos infectados (rg)

Porcentaje de abortos vinculados a N. caninum (a")

$26,000.00**
$10,000.00**
$4,000.00**
$14,400.00**
$500.00**
$300.00**
$20.00**
54.2%*
100%*
26.2%*

*Datos obtenidos de los resultados del experimento 2
**Datos extraidos de los registros ganaderos

d)Pérdidas por aborto) (Tabla 10).

Finalmente, los costos por servicios veterinarios (V) incluyeron:

animales infectados (n -

enfermedad (a® + m?);

animales que requieren el medicamento 2(a" + m?) y

visitas para diagnadstico clinico, que se calculé multiplicando el nimero de
d) por el costo de la visita médica (v), en

proporcion a los animales que abortaron y aquellos que murieron por esa

costo de medicamentos expresada como el numero de animales

infectados (n -~ d) por el costo del medicamento (m) y la proporcién de

c)Mortalidad +



e costos por labor extra, la cual se obtuvo, multiplicando numero de
animales infectados (n - d) por el costo de labor extra (v) en proporcion a
los animales que requieren medicacion 2(a® + m®).

Los célculos a nivel de establo por afio se obtuvieron sumando las pérdidas

directas totales (L) y los costos de servicios veterinarios totales (v).

Tabla 10. Hoja de calculo para estimar pérdidas econOmicas directas por N.
caninum en el ganado bovino lechero de Hgo. México.

PERDIDAS DIRECTAS Férmula
a)Produccion de leche
Porcentaje en la reduccién de la produccion de leche (y,%)
Costos por pérdida de leche y pindiy’
b)Sacrificio
Porcentaje de animales infectados sacrificados (c,")
Valor reducido de sacrificio (s%)
Costo por sacrificio prematuro ndc'[r-s(-s9]
c)Mortalidad
Porcentaje de mortalidad (m")
d)Pérdidas por aborto
Porcentaje de aborto en ganado infectado(a,")
Pérdida de produccién de leche por aborto (y,%)
Valor por pérdidas reproductivas (a) ypy'c
Pérdidas por aborto (ndaa
Pérdidas directas totales (L)

COSTOS DE SERVICIOS VETERINARIOS

a)Servicios veterinarios (nd) @ +mv
b)Costos por medicamentos (nd) 2@"+m“)m
c)Costos por labor extra (nd) 2@@"+mI

Costos de servicios veterinarios totales (V)

Pérdidas econémicas a nivel de establo L+V
Pérdida econémica por pérdida de la gestacién
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Resultados y discusion

Sobre la base de los datos expresados en la tabla 9 y la aplicacion de las
férmulas de la tabla 10, la merma con respecto a la produccion de leche resulta
un tanto cuestionable, pues se describen resultados contradictorios, unos
aseguran haber obtenido un aumento en la produccion en vacas seropositivas
(Pfeiffer et al., 2002), en tanto Hernandez et al., (2001) y Hasler et al., (2006) sefialan
decremento del 3-4% de la produccién. Lo que puede resultar cierto, es que la
baja en la produccion se deba mas a la presencia del aborto que a la
seropositividad (Hobson et al., 2002). El presente trabajo determin6 un promedio de

3.5 % por concepto de reduccion en la produccion de leche (Tabla 11 seccion a).

En los establos sujetos a estudio no se tienen datos especificos acerca del
porcentaje de animales infectados sacrificados (c®) o del valor reducido al
sacrificio por causa de neosporosis (s, por ello, se tomé de referencia el
estudio llevado a cabo en California (Thurmond y Hietala, 1996) sobre el sacrificio
de ganado bovino lechero en el transcurso de tres afios (2%) (Tabla 11 seccién b).
Al no haber antecedentes en cuanto a la muerte de bovinos adultos por N.
caninum, a excepcion de los nacimientos de terneros a término con lesiones
especialmente nerviosas que mueren aproximadamente entre los 90 y 180 dias
post parto (Anderson et al., 1997; Helman et al., 1998; Hietala y Thurmond, 1999) el

porcentaje de mortalidad que se asigné fue de cero.
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Tabla 11. Pérdidas econdmicas directas por N. caninum en el

ganado bovino lechero de Hgo. México.

PERDIDAS DIRECTAS

Resultado
a)Produccion de leche
Porcentaje en la reduccién de la produccion de leche (y,%) 3.5%
Costos por pérdida de leche 183,542.71
b)Sacrificio
Porcentaje de animales infectados sacrificados (c,") 2%
Valor reducido de sacrificio (s°) 0%
Costo por sacrificio prematuro $52,032.00
c)Mortalidad
Porcentaje de mortalidad (m") 0%
d)Pérdidas por aborto
Porcentaje de aborto en ganado infectado(a,”) 26.2%
Pérdida de produccién de leche por aborto (y,%) 28%
Valor por pérdidas reproductivas (a) $ 13,030.40
Pérdidas por aborto $555,100.00
Pérdidas directas totales (L) $803,705.11
COSTOS DE SERVICIOS VETERINARIOS
a)Servicios veterinarios $21,300.60
b)Costos por medicamentos $25,560.72
c)Costos por labor extra $1,704.04
Costos de servicios veterinarios totales (V) $48,565.36
$852,270.47

Pérdidas econdmicas a nivel de establo

Pérdida econdémica por pérdida de la gestacién

U.S.$65,559.26

$6,505.88
U.S.$500.45

Como se puede observar en la Tabla 11, el mayor impacto corresponde a las
pérdidas por aborto en animales seroldgicamente positivos a N. caninum, que
ascienden a $555,100.00, l0 que no es de extrafar, pues existen reportes
similares que indican altos valores (Lozada, 2004; Garcia-Vazquez et al., 2005;
Reiterova et al., 2009; Xia et al., 2011). Adicionalmente se afirma que el 43.8% de las
vacas que abortan por primera vez, lo vuelven a hacer, sin definir si la infeccion
se origina de los quistes existentes en ellas o si se debe a una reinfeccion

(Obendorf et al., 1995). Moen et al., (1998) y Pérez et al., (1998) por su parte informan
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gue bovinos infectados con N. caninum tienen de 3-5 0 hasta 12 veces mayor
riesgo de abortar que aquellos no infectados, coincidente con lo obtenido en el
experimento 2 (Odds ratio 4.16), lo que probablemente se puede reflejar en
mayores pérdidas, sobre todo si se mantienen estos animales dentro del

establo.

Los costos por servicios veterinarios (v) fueron de $48,565.36. En este punto es
importante resaltar el bajo costo de honorarios médicos en México que se
calculan en U.S. $41.00 por dia, en tanto que en otros paises se reportan hasta
U.S. $100.00 por hora por animal infectado. Y no decir del costo por labor extra,

donde las cifras en el extranjero se triplican (Bartels et al., 2006) (Tabla 11).

Por caso, el costo por pérdida de la prefiez (aborto) se calculé en $6,505.88
(U.S.$500.45), monto cercano a los indicados en otros trabajos que van de
U.S.$600.00 (Peter, 2000; Eicker y Fetrow, 2003) hasta U.S.$1,200.00 (Anderson et al.,
2000; Weersink et al., 2002). De esta manera, el total de pérdidas estimadas a nivel

de establo por afio en este estudio fueron de $852,270.47 (U.S.$65,559.26).

El elevado costo por pérdida de la prefiez y las pérdidas estimadas a nivel de
establo por afio evaluadas sobre la base de la razén de riesgo de aborto por N.
caninum en ganado bovino lechero del estado de Hidalgo, México, son de
utilidad en el analisis costo — beneficio de la neosporosis en los establos, con el
objeto de que se tomen decisiones correctas al implementar medidas de control

y/o prevencion, tanto, como en el manejo reproductivo; mas aun cuando la
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vinculacion de la seropositividad de los animales (54.2%) con el aborto resulto en

un 26.2%, lo que en caso contrario generara mayores pérdidas.
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6. CONCLUSIONES GENERALES
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6. CONCLUSIONES GENERALES

1. Se demostré a través de la evaluacion histopatologica la presencia de N.
caninum en un 40% de los cerebros fetales abortados y recuperados,
donde se identificaron quistes tisulares del protozoo (8.57%), necrosis
(25.71%) y células mononucleares (22.85%). En tanto, 5 de las 10
muestras positivas por histopatologia ofrecieron resultados positivos a
través de PCRir.

2. Se obtuvo seropositividad del 54.2% a N. caninum en hembras bovinas
pertenecientes al Edo. de Hidalgo, México y coexistencia seroldgica con
B. abortus y los virus de la RIB y DVB en 21.2%, 30.6% y 33.6%

respectivamente.

3. Se encontr6 relacion altamente significativa (p<0.001) entre la
seropositividad del parasito y los eventos abortivos inmediatos anteriores
al muestreo (Odss ratio 4.16) y coexistencia serologica entre el protozoo
y otros agentes en los casos de aborto, siendo la mas significativa la
correspondiente a N. caninum —DVB con un 30.12% (Odds ratio 5.0).

4. Se mostr6 que N. caninum es causante de pérdidas econdémicas por

$852,270.47 (U.S.$65,559.26) a nivel de establo y por pérdida de la
gestacion $6,505.88 (U.S.$500.45).
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7. RECOMENDACIONES
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7. RECOMENDACIONES
1. Ampliar monitoreos seroldgicos periddicos y posterior pesquisa para

determinar la participacion de N. caninum en la reproduccion de bovinos

de la zona, particularmente con la técnica inmunoenzimatica (ELISA)

2. Aplicar métodos moleculares en caso de animales con valor genético.

3. Establecer medidas de control contra el protozoo, donde la eliminacién
del hospedero definitivo sea un aspecto primario, junto con medidas

zootécnicas y sanitarias.

4. Investigar el papel que juegan los humanos, ratas o animales silvestres

en el ciclo biolégico del parasito.

5. Contemplar otros factores inmunosupresores que permitan la

colonizacion parasitaria.

6. Profundizar en las investigaciones de la vacuna de N. caninum, con

vistas a una mejor aplicacion de la misma.
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Anexo 1

PROCEDIMIENTO PARA LA RECUPERACION DEL ENCEFALO DE FETOS BOVINOS

Material
e Sierra
e Escoplo
e Martillo
e Escalpelo

Procedimiento

e Extirpar las secciones mayores de tejido blando del craneo.

e Serrar los huesos dorsales del craneo transversalmente, formando una linea que pase
inmediatamente por detras de los ojos, realizar dos cortes laterales desde el foramen
magnum (agujero occipital mayor) hasta los extremos del primer corte, justamente
debajo del lugar de implantacién de los cuernos.

e Terminar cuidadosamente el corte con un escoplo y martillo, con lo que se puede
disminuir la lesion del encéfalo.

e Desprender el fragmento de craneo cortado, haciendo ligera palanca con el escoplo y
despegandolo del resto de la cabeza.

e Extraer el encéfalo, colocando la cabeza sobre el hocico.

e Cortar con un escalpelo los nervios craneales de atras hacia delante, hasta el tracto
olfatorio.
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Anexo 3

PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION DE LA PRUEBA rtPCR
DETECCION DE Neospora caninum

Material y Reactivos para la extraccién de ADN

Centrifuga Eppendorf para microtubos con velocidad de 8 000 a 15 000 g
Vortex

Micropipetas de 0.5 a 1000 pl

Etanol 100%

Incubadora a 70°C

Juego de reactivo QlAamp:

Columnas QlAamp

Tubos de 1.5 ml

Tubos de 2ml

Solucién amortiguadora ATL
Solucion amortiguadora AL
Solucion amortiguadora AW1
Solucion amortiguadora AW?2
Solucion amortiguadora AE

ASANE NN NN NN

Procedimiento.

Extraccion de ADN.

Pesar 25 mg de cerebro fetal bovino en una balanza de precisién y colocarlo en un
microtubo de 1.5 ml

Afiadir 180 pl de la solucién amortiguadora ATL y 20 ul de proteinasa k

Agitar en vortex por 1 min

Incubar 30 min a 70°C

Depositar 200 pl de la solucién amortiguadora AL y agitar en vortex por 15 seg

Incubar 10 min a 70°C

Afadir 200 pl de etanol 100%, agitar en vortex por 15 seg y centrifugar

Tomar una columna del juego de reactivo QlAamp y agregar el contenido del microtubo
a la columna

Centrifugar por 1 min a 10 000 g

Colocar 500 pl de la solucién amortiguadora AW 1

Centrifugar por 1 min a 10 000 g

Colocar 500 pl de la solucién amortiguadora AW?2

Centrifugar por 1 min a 10 000 g

Colocar la columna en un tubo de coleccién nuevo y centrifugar por 3 min a 10 000 g
para secar la columna

Transferir la columna a un nuevo microtubo de 1.5 ml

Afadir 200 pl de la solucion amortiguadora AE

Incubar a temperatura ambiente por 1 min y centrifugar por 1 min a 6 000 g

Guardar la muestra en hielo
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Material y Reactivos para la amplificacion de ADN

e Terrmociclador ABI PRISM 7000/7300/7500
e Juego de reactivo TagVet para la deteccion de Neospora caninum:

v 1 grupo de nucleétidos especificos para la deteccion de
Neospora caninum

v" 1 grupo de nucleétidos especificos para la deteccién del control

positivo interno (IPC)

Mix NEOP reconstituido

Control positivo externo (EPC)

Agua libre de ADNasa y ARNasa para utilizarse como control

negativo (NCS)

ANANEN

Amplificacion de ADN.

Adicionar 20 pL del reactivo Mix NEOP a todos los tubos de reaccion

Agregar 5 pL del reactivo EPC a los controles positivos

Colocar 5 pl de agua libre de ADNasa y ARNasa como NCS

Afadir 5 yl de las muestras de ADN extraido

Cubrir la placa y colocarla en el termociclador a un ciclo a 50°C durante 2 minutos para
predesnaturalizacion; un ciclo a 95°C de 10 minutos en el alineamiento y finalmente 45
ciclos para la polimerizacién a una temperatura de 60°C durante 1 minuto

e Interpretar los resultados se realiza de acuerdo con la siguiente tabla:

Interpretacién <<Detector>> Neospora <<Detector>> IPC

Neospora Positivo Ct<45 Ct<450u Ct > 45
Neospora Negativo Ct>45 Ct<45
Muestras no validadas Ct>45 Ct>45

Fuente: LSI, Laboratoire Service International.
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Anexo 4

PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION DE LA PRUEBA INMUNOENZIMATICA (ELISA)

DIAGNOSTICO DE Neospora caninum Y DVB

Material y Reactivos.

Microplacas con antigeno fijado

Conjugado preparado para uso

Solucion concentrada PBS-Tween 20 (10X)
Diluyente de muestras

Solucion cromégena —Sustrato-

Solucién de paro H,SO, preparado para uso
Controles positivos y negativos.

Incubador a 37°C.

Lector ELISA

Micropipetas graduables de 4 a 200 pl y micropipeta multiple de 20 a 200 pl
Puntas para micropipeta

Matraz de 500 ml

Matraz de 1000 ml

Agua destilada

Lavador manual o automatico de pocillos

Procedimiento.

Las soluciones se mantendran en refrigeracion, a 4°C y protegidas de la luz.

Los sueros sanguineos se almacenan en congelacion, hasta su uso.

Equilibrar las soluciones y sueros a temperatura ambiente antes de comenzar el
procedimiento.

Anada 90yl de la solucion diluyente de muestras a cada uno de los pozos que seran
utilizados para el diagnéstico de las muestras y controles.

Anadir 10pl del control positivo y 10ul del control negativo por duplicado, en los pozos
Al A2 y B1 B2 respectivamente.

Coloque 10ul de cada una de las muestras, a partir del pozo C1.

Agite la placa, séllela e incube a 37°C por una hora.

Enjuague la placa 4 veces con la solucién buffer-tween, vacie la placa y seque.

Afada 100ul del conjugado a cada uno de los pozos, agite la placa, séllela e incube a
37°C por una hora.

Enjuague la placa 4 veces con la solucion buffer-tween, vacie la placa y seque.

Anada 100ul del sustrato a cada uno de los pozos, agite la placa, séllela e incube a
temperatura ambiente por 10 min.

Mida la densidad éptica (D.O.) de los controles y de las muestras a 450nm en el
fotébmetro de microplacas.

Calcular el porcentaje de inhibicion

Calcular la D. O. media del control positivo | D. O. m CP

Calcular la D. O. media del control | D. 0. mCN

negativo

Porcentaje de inhibicién de la muestra (D.O.m CN —D. O. de la muestra)X100
D.O0.mCN

% de inibicion < 50 negativo

50 < 6 = % de inibicion < 80 bajo positivo

% de inibicion > 80 alto positivo

Fuente: CIVTEST, Laboratorios Hipra, S. A.
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Anexo 5

PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION DE LA PRUEBA INMUNOENZIMATICA (ELISA)

DIAGNOSTICO DE RIB

Material y Reactivos.

Microplacas con antigeno fijado

Conjugado preparado para uso

Solucién concentrada PBS-Tween 20 (10X)
Diluyente de muestras

Solucién cromoégena —Sustrato-

Solucién de paro H,SO, preparado para uso
Controles positivos y negativos.

Incubador a 37°C.

Lector ELISA

Micropipetas graduables de 4 a 200 ul y micropipeta multiple de 20 a 200 pl
Puntas para micropipeta

Matraz de 500 ml

Matraz de 1000 ml

Agua destilada

Lavador manual o automatico de pocillos

Procedimiento.

Las soluciones se mantendran en refrigeracion, a 4°C y protegidas de la luz.

Los sueros sanguineos se almacenan en congelacion, hasta su uso.

Equilibrar las soluciones y sueros a temperatura ambiente antes de comenzar el
procedimiento.

Diluir las muestras 1:100 con la solucién diluyente de muestras.

Coloque 50ul de los controles positivos y negativos por duplicado y 50ul de cada una
de las muestras diluidas 1:100.

Agite la placa, séllela e incube a 37°C por una hora.

Enjuague la placa 3 veces con la solucién buffer-tween, vacie la placa y seque.

Afiada 50yl del conjugado a cada uno de los pozos, agite la placa, séllela e incube a
37°C por una hora.

Enjuague la placa 3 veces con la solucién buffer-tween, vacie la placa y seque.

Afiada 50pl del sustrato a cada uno de los pozos, agite la placa, séllela e incube a
temperatura ambiente por 10 min.

Mida la densidad o6ptica (D.O.) de los controles y de las muestras a 450nm en el
fotébmetro de microplacas.

Calcular el indice relativo (IRPC)

Calcular la D. O. media del control positivo D. 0. mCP
Calcular la D. O. media del control negativo | D. O. m CN
IRPC J D.O.de lamuestra—D.O. mCN
L D.0.m CP-D. O.m CN 100
IRPC menor o igual a 20 negativo
IRPC mayor a 20 positivo

Fuente: CIVTEST, Laboratorios Hipra, S. A.
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Anexo 6

PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION DE LA PRUEBA DE AGLUTINACION EN

TARJETA

Material y Reactivos.

= Antigeno de B. abortus cepa de 1119-3 al 8 % de concentracion celular en bovinos y del
3 % en caprinos, tefiido con rosa de bengala en acido lactico. El antigeno debe tener un

pH de 3.65 (+/-0.05) y conservado a 4°C.
= Pipetas de 0.1 ml.

* Placas de vidrio transparente de 48 x 33 cm, con cuadricula de 3 x 3 cm. Cada

cuadrado se utiliza para un sélo suero.
= Sueros control positivo y negativo.
= Palillos de madera y/o agitador mdultiple de 5 ramas.
= Aglutinoscopio.

Procedimiento.

Agregar 0.03 ml de antigeno.
Mezclar con agitador o palillo.

Colocar en la placa de vidrio 0.03 ml de la muestra problema.

Realizar movimientos de rotacion de la placa, durante cuatro minutos.
Observar la placa en un aglutinoscopio y proceder a la lectura.

Rosa uniforme sin aglutinacion

Aglutinacién apenas perceptible

Aglutinacién fina

Aglutinacién marcada

+

++

+++
Sensibilidad 94.5 %
Especificidad 52.2 %

Fuente: Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién. SAGARPA. 1997. Norma Oficial
Mexicana NOM-041-Z00-1995, Campafia Nacional contra la Brucelosis en los Animales.
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Anexo 7

PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION DE LA PRUEBA DE RIVANOL

Cuando se obtienen sueros positivos a la prueba de tarjeta, la prueba de rivanol puede
diferenciar entre animales vacunados o animales infectados naturalmente por B. abortus.

Material y Reactivos.

Antigeno de B. abortus cepa 1119-3, tefiido con una mezcla de verde brillante y cristal
violeta, con pH 5.8 a 6.2 y 4% de concentracion celular.

Solucién de rivanol al 1% (lactato de 2-etoxi-6-diamino acridina).

Pipetas de 0.2 ml graduadas en 0.01 a 0.001 pl.

Placas de vidrio de 48 x 33 cm, con cuadrados de 3 x 3 cm.

Palillos de madera o agitador multiple de 5 ramas.

Aglutinoscopio.

Centrifuga.

Tubos de 13 x 100.

Procedimiento.

La solucion de rivanol se mantendra en refrigeracion, a 4°C y protegido de la luz.

Los sueros sanguineos se almacenan en congelacién, hasta su uso.

Identificar tantos tubos de ensayo esterilizados como muestras a probar.

Mezclar solucién de rivanol al 1% y suero problema a volimenes iguales de 0.4 ml en
los tubos de ensayo correspondientes. Dejar a temperatura ambiente entre 10 min. y
una hora.

Centrifugar a 3000 rpm / 10 minutos.

Colocar en una placa de vidrio, separadamente, el sobrenadante en diluciones 1:25,
1:50, 1:100 y 1:200.

Agregar 0.03 ml de antigeno en cada cuadro.

Mezclar con un agitador iniciando por la dilucion mas alta.

Agitar el contenido de la placa, realizando movimientos de rotacién cuatro veces,
esperar seis minutos. Repetir la operacién y observar al aglutinoscopio.

Aglutinacién completa Grumos separados, liquido claro +
Aglutinacién incompleta Grumos visibles, liquido no claro +
No hay aglutinacién -

Sensibilidad 90.6 %
Especificidad | 67.4 %

Fuente: Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién. SAGARPA. 1997. Norma Oficial
Mexicana NOM-041-Z00-1995, Campafa Nacional contra la Brucelosis en los Animales.
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