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RESUMEN

Neospora caninum es un parasito causante de abortos en bovinos entre el segundo y
tercer tercio de gestacion, aunque es mas comun el nacimiento de becerros congénitamente
infectados. EI modo de transmisién es vertical (de madre a hijo) y horizontal (canidos a
herbivoros). La transmision vertical es el principal mecanismo de perpetuacion de la
parasitosis, de manera que criar los propios reemplazos puede promover el estado endémico
de la infeccion. Cabe resaltar la relevancia del problema, dada la alta frecuencia seroldgica
encontrada en otros paises, lo cual crea la necesidad de adelantar investigaciones con miras
a la demostracion del agente en otras regiones y establecer la situacion epidemiol6gica del
parasito. El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia de anticuerpos contra N.
caninum en bovinos de doble propoésito criados en clima tropical. Se tomaron 684 muestras
de sangre completa sin anticoagulante para la obtencion de suero de bovinos de doble
propdsito para determinar la seroprevalencia de N. caninum, utilizando la prueba de ELISA
Indirecta. Esta sangre se obtuvo mediante muestreo en los estados de Tamaulipas,
Veracruz, Chiapas, Guerrero, Tabasco y Oaxaca. La seroprevalencia a la infeccién por N.
caninum determinada en este trabajo fue de 24.12%. Este porcentaje varia entre los
diferentes estados; Guerrero que fue el mas bajo con 16.67% Yy Tabasco que fue el mas alto
con 50.7%. Como pudo observarse la seroprevalencia de N. caninum en ganado de doble
propdsito fue alta, considerando que son pocos los factores de riesgo para este tipo de
ganado. Como ya se menciond, la neosporosis tiene un impacto negativo mas importante en
el ganado lechero, debido a que son animales que estan en hacinamiento y tienen un mayor
manejo zootécnico. La neosporosis bovina tiene ain numerosos enigmas debido a la
excelente adaptacion del parésito a su hospedero. Aunque se han dilucidado varios aspectos
de la biologia de N. caninum, la neosporosis constituye aun un gran desafio para
parasitologos, inmundlogos y veterinarios. Es necesaria la comprension de los mecanismos
inmunes desencadenados en las infecciones por N. caninum para desarrollar inmunogenos

que eviten las pérdidas reproductivas o la transmision de la enfermedad.



l.- INTRODUCCION

Las enfermedades de los animales contindan siendo un factor que limita el
desarrollo del sector pecuario por las pérdidas econémicas que ocasionan en el ganado
bovino. Por su parte, uno de los problemas que afectan los parametros reproductivos y por
ende los productivos de una explotacién ganadera lo constituyen los abortos.

El aborto se define como la terminacion de la prefiez con la expulsién de un feto de tamafio
reconocible antes de que sea viable, lo cual se define de manera arbitraria de 42 a 260 dias
de gestacion. ¥

Dentro de las principales enfermedades que pueden causar abortos estan
consideradas: Brucelosis, Leptospirosis, Diarrea Viral Bovina (DVB) y Rinotraqueitis
Infecciosa Bovina (IBR), ®? las cuales han sido tomadas con un mayor interés dentro de los
programas sanitarios. Sin embargo, las enfermedades parasitarias, también influyen en el
ciclo productivo de los animales, pero a éstas no se les ha dado un interés en caracter de
importancia. Entre estos problemas parasitarios se puede considerar a la neosporosis bovina
causada por Neospora caninum, enfermedad que se ha descrito en diversas partes del
mundo como causante de abortos en bovinos productores de carne y leche. @

Desde que se reportdé por primera vez como causa de aborto en el ganado, la
neosporosis se ha descrito en varios paises alrededor del mundo, principalmente en E.U,
Canada, Nueva Zelanda, Holanda, Australia, Irlanda, Japén, Sudafrica y México.

1.1. Importancia Econémica

N. caninum es reconocida como agente causal de importantes pérdidas econémicas
en la industria de la carne y leche. En Inglaterra se producen 6000 abortos anuales debido a
N. caninum y asignandole una pérdida de $800 dolares por cada aborto. En Australia las
pérdidas anuales son de 85 millones de délares en la industria lechera y 25 millones de
ddlares en la produccion de carne y en E.U.A. las pérdidas anuales serian de 200 millones
de dolares. ©? @8 4 infeccion por N. caninum se considera como la principal causa de
aborto en el ganado lechero identificada en California. En comparacion con otras causas de
aborto infeccioso, el aborto por protozoarios es de 3.5 veces mas frecuente que la infeccion
bacteriana mas comun (Actinomyces pyogenes) y 5 veces mas frecuente que la infeccion
viral mas comudn (IBR) y desde 1985, N. caninum se ha identificado en méas de 600 fetos

abortados provenientes de mas de 250 hatos. ¥



En bovinos la enfermedad se caracteriza por provocar aborto entre el segundo y
tercer tercio de gestacion o el nacimiento de un becerro muerto o vivo pero cronicamente
infectado. ¢® (4®)
Las pérdidas que se consideran en la industria lechera son: costo por aborto por N.
caninum, la reposicion por eliminacion de vientres seropositivos a N. caninum, el intervalo
parto-concepcién y la menor produccién lactea de la vaquillona en su primer lactancia. ©®
Los eventos que pueden originar tales pérdidas son:
e Muerte fetal temprana con repeticién de celo, incremento del intervalo parto
concepcion o infertilidad.
e Aborto en el tercio medio de la gestacion.
e Muerte perinatal o neonatal.
e Incremento en el descarte de vacas. Las vacas infectadas tienen mas probabilidad de
ser eliminadas por su bajo desempefio reproductivo.
e Reducida produccion de leche. Aungue el impacto del aborto en la produccion
lechera es dificil de estudiar y cuantificar, el incremento del intervalo entre partos
puede reducir el nimero de lactancias si se considera un periodo de afios. Asi
mismo, las vacas infectadas a N. caninum no abortadas han mostrado una reduccion
del 4% de su produccion en su primera lactancia.
e Reducido valor econémico de la vaca para servicio. ©®
En lo que respecta a México, ya se han podido detectar lesiones fetales caracteristicas
en tejido muscular y hepético, quistes parasitarios y taquizoitos en SNC de fetos abortados,
lo cual ha sido confirmado a través de la inmunohistoquimica; asi como seropositividad
utilizando la técnica de ELISA en diversos hatos del Altiplano mexicano. ® Por otra parte,
se tiene informacion y evidencias que permiten reconocer la presencia de Neospora
caninum y su amplia diseminacion por el pafs. ¢”
1.2. Etiologia

La neosporosis es una enfermedad infecciosa de distribucion mundial, que ocasiona
abortos en bovinos y que afecta de forma natural otras especies como perros, caballos,
ovejas, cabras y ciervos. ‘% El agente etioldgico es Neospora caninum, es un protozoario
del phylum Apicomplexa y de la familia Sarcocystidae %, cuyo hospedador definitivo es el

perro, aungue esta especie puede comportarse también como hospedador intermediario. N.



caninum es morfolégicamente similar a T. gondii y estd relacionado a otros protozoos
formadores de quistes como Hammondia o Besnoitia, sin embargo fue descrito como una
especie distinta en 1988. ) ©) () 34 (7) 38) 47 48 E| nrotozoo es intracelular obligado,
infectando a varias células nucleadas, destacando un mayor tropismo por las células de los
tejidos placentarios y fetales, donde puede producir aborto en cualquier etapa de la prefiez.
También presenta afinidad por infectar los tejidos cerebrales fetales, provocando la
signologia caracteristica en neonatos nacidos enfermos con neosporosis. (21) (26)

El parasito se encontré por primera vez en 1984 en perros boxer de Noruega, aunque
estudios retrospectivos demostraron que el parasito ha sido endémico por lo menos desde
1957. 4 (25) 34 37) 38) (47) (48) Egtog perros desarrollaron encefalitis y miositis entre los 2 y 6
meses después del nacimiento, protozoarios semejantes a T. gondii fueron encontrados en
encéfalo y masculo estriado esquelético. Sin embargo no se encontraron anticuerpos contra
T. gondii en el suero de estos perros. En 1988 Dubey et al., en E. U. observaron un parasito
similar en 10 perros el cual fue nombrado Neospora caninum. 4 (2% 34 (38) (48)

Dicho agente fue posteriormente relacionado no solo con la produccion de abortos en

bovinos, sino también con la disminucién de la produccion de carne y leche. 29 @4 (47) (48)



Cuadro 1. Resumen de las caracteristicas morfoldgicas y biolégicas de la familia Sarcocystidae.

CLASIFICACION NOMBRE CARACTERISTICAS BIOLOGICAS

Phylum Apicomplexa Formas invasivas con complejo apical

Clase Sporozoea Locomocion de formas invasivas mediante
movimientos de flexion, ondulacion vy
deslizamiento.

Subclase Coccidia El ciclo biologico incluye merogonia,
gametogonia y esporogonia.

Orden Euccocidia La merogonia tiene lugar en hospedadores
vertebrados.

Suborden Eimeriina Existe desarrollo independiente de gametos
masculinos  (microgametos) y femeninos
(macrogametos).

Familia Sarcocystidae Parésitos heteroxenos y formadores de quistes

en el hospedador intermediario (diferentes
especies de herbivoros). El hospedador
definitivo (diferentes especies de carnivoros)

elimina ooquistes en las heces.

(32)




1.3. Fases del Parasito.

El ciclo de N. caninum comprende de dos etapas. La sexual donde el huésped
definitivo (caninos), libera ooquistes (10-11um) que representan el producto final de la
reproduccion sexual, por medio de las heces, normalmente contienen dentro de ellos 3 6 4
esporozoitos, que luego de 1-3 dias en el ambiente esporulan y son capaces de infectar al
hospedero intermediario (bovino, ovino, equino y canino), a partir de agua y alimento
contaminados con el parasito. Los esporozoitos liberados en la luz intestinal del hospedero
intermediario, son capaces de penetrar el lumen intestinal, desplazandose via linféatica y
sanguinea hasta las células blanco, entre las que se encuentran macrofagos, hepatocitos,
neuronas, células endoteliales, asi como, tejidos fetales y placentarios. La segunda etapa es
la asexual, donde los esporozoitos presentes en las células se reproducen mediante
endodiogenia en taquizoitos (1-4um), que es la forma infectiva de N. caninum. Con el fin
de protegerse de la accion inmunoldgica y fisioldgica del huésped intermediario, el parésito
forma quistes tisulares, que se pueden encontrar en cerebro, higado, pulmén y masculo
esquelético; éstos alojan a bradizoitos (6-8um), que es la forma latente del parasito. En los
tejidos antes mencionados se encuentran taquizoitos y bradizoitos que al ser ingeridos por
el hospedero definitivo completan el ciclo %52, |os taquizoitos que representan la etapa
rapida de la reproduccion y los bradizoitos que representan la reproduccién lenta del
parésito, ambas se clasifican como reproduccion asexual; Y los ooquistes que representan
el producto final de la reproduccién sexual. ) Mientras los taquizoitos y quistes tisulares se
encuentran en los hospedadores intermediarios, los ooquistes se eliminan en las heces del
perro. Los taquizoitos tienen forma de media luna o globular, miden 3 a 7um de largo por 1
a 5um de ancho. Los quistes tisulares son redondos u ovales, miden hasta 107um, tienen
una gruesa pared y contienen estadios parasitarios de lenta replicacion denominados
bradizoitos. Ambos, taquizoitos y quistes tisulares son intracelulares. Los taquizoitos han
sido descritos en neuronas, macrofagos, fibroblastos, células endoteliales, miocitos, células
renales y hepatocitos. Los quistes tisulares solo han sido observados en el tejido nervioso,
sin embargo, se ha descrito el hallazgo de este estadio en el musculo ocular de un potrillo.
Por ultimo los ooquistes eliminados en las heces del hospedador definitivo son esféricos,

miden 10 a 11pm y contienen dos esporocistos con cuatro esporozoitos cada uno. 12 0 ¢7)



Perro huésped
definitivo

Quistes tisulares ingeridos por
el perro

. Ooquiste sin esporuar
liberado en heces

(b)

Quiste tisular en huésped intermediario -

Taquizoitos transmitidos a l
través de la placenta ooquiste presente,

enaguay (C)

alimento

|
@ Alimento y agua contaminado

Ingerido por huésped
intermediario

N e L . ..
Feto infectado ( ) Huésped intermediario ooquiste esporulado

Figura 1 ciclo biol6gico de N. caninum (a) perro hospedero definitivo, (b) ooquiste inmaduro, (c) ooquiste
maduro con 4 esporozoitos, (d) animales domésticos hospedero intermediario, (e) feto infectado con

taquizoitos y bradiozitos, (f) quistes tisulares en tejidos de hospedero intermediario. (13
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Figura 2. Fotomicrografias de estadios de N. caninum (A) taquizoitos en frotis de tejido de pulmén
(cabeza de flecha) y taquizoito en macréfago (flecha), (C) quiste tisular en cerebro, &D3) ooquiste inmaduro
con un solo esporozoito (flecha) (E) ooquiste maduro con cuatro esporozoitos (flecha). 19)

La frecuencia con la cual los perros pueden adquirir la infeccion en la naturaleza es
motivo de debate, sin embargo, la infeccion postnatal de los caninos estd demostrada por el
incremento de seroprevalencia en perros de mayor edad. “”

1.4. Patogenia

Aunque la patogenia de N. caninum es parcialmente conocida, se cree que posterior
a la ingestion de ooquistes, los esporozoitos liberados en la luz intestinal son capaces de
atravesar la barrera intestinal y acceder a los tejidos via el sistema linfatico y sanguineo. En
las células huésped infectadas, se inicia el proceso de multiplicacion mediante
endodiogenia pudiendo el parasito ocasionar dafio celular con necrosis e inflamacion, o
formar quistes tisulares capaces de persistir durante toda la vida del animal. Los bradizoitos
alojados en los quistes tisulares del SNC de una hembra gestante pueden reactivarse bajo
ciertas influencias hormonales e inmunoldgicas originando parasitemia. % “7”

Luego de la difusion hematdgena, los taquizoitos atraviesan la placenta
ocasionando, de acuerdo a la edad de gestacion, la muerte del feto o el nacimiento de un
ternero congénitamente infectado. ©® ©“” El aborto ocurre como consecuencia de una



placentitis primaria con focos necrdticos en los cotiledones, donde se distribuye al tejido
fetal a través de la sangre, generando lesiones al feto a nivel del sistema nervioso central y
corazon, “Y como consecuencia el feto puede morir y ser absorbido, momificado o
expulsado. ®® A nivel de campo es muy dificil diagnosticar la causa del aborto, ya que no
existen lesiones macroscopicas que sugieran a Neospora caninum como el agente causal del
aborto, suelen encontrarse hallazgos como la momificacion, autdlisis, sin embargo, no son
patognoménicos de la enfermedad. ©
1.5. Signos clinicos

El aborto es el unico signo clinico observado en vacas adultas, que pueden abortar
desde los tres meses de gestacion hasta término, en donde se ha podido observar que estas
vacas por lo general no sufren de retencion placentaria, aunque mas frecuentemente ocurre
entre el quinto y sexto mes. Los fetos pueden morir en el Gtero, ser absorbidos,
momificados, autolisados, nacer muertos; o bien nacer vivos pero cronicamente infectados.
(4) 34) (48) (25) (42) ge desconoce si N. caninum ocasiona pérdidas tempranas de prefiez, sin
embargo, se ha descrito que mientras vacas seronegativas a la enfermedad, reciben 1.7
dosis inseminantes para quedar prefiadas, las vacas seropositivas necesitaron 2.2 dosis de
semen. EIl aborto puede producirse en pocas vacas o involucrar hasta el 30% de los
animales en un hato. ®® Una vez adquirida la infeccién (in Gtero o desde el medio), los
animales permanecen infectados probablemente de por vida y pueden transmitir la
infeccion a su descendencia en distintas generaciones, consecutivas o no, con porcentajes

que oscilan entre el 50% y el 95%. “

La principal alteracion macroscopica es la autdlisis. Las lesiones microscopicas son
las mas significantes en los fetos abortados, presentandose principalmente lesiones en
cerebro, médula espinal, miocardio e higado y ocasionalmente en pulmén y rifiones. Estas
consisten en necrosis y gliosis multifocal, encefalitis no supurativa, miositis y hepatitis no
supurativa. ¢ “?)

En un estudio que se le hizo a fetos de 5 meses de gestacion, se encontr6 en el
examen histopatologico evidencia de encefalitis severa necrotizante multifocal no
purulenta, hepatitis difusa y miocarditis multifocal, ambas no purulentas. En cortes de

tejido encefalico coloreadas con hematoxilina y eosina se observaron numerosas formas



quisticas de protozoarios. EI examen inmunohistoquimico reveld estructuras quisticas y
taquizoftos de N. caninum en diferentes cortes de tejido de &reas basales del encéfalo.
En las becerras afectadas, las lesiones en SNC consisten en focos centrales de
necrosis rodeados de células inflamatorias mononucleares y células de la Glia. ) “?
En lo que respecta a México, ya se han podido detectar lesiones fetales caracteristicas
en tejido muscular y hepético, quistes parasitarios y taquizoitos en SNC de fetos abortados,
lo cual ha sido confirmado a través de la inmunohistoquimica; asi como seropositividad

utilizando la técnica de ELISA en diversos hatos del Altiplano mexicano. ¢

1.6. Respuesta Inmune

La neosporosis es una enfermedad que se manifiesta durante la prefiez, en donde el
feto es particularmente susceptible. Los signos clinicos son raramente observados en vacas
no prefiadas con excepcién de algunos becerros infectados congénitamente que muestran
dafo neurologico e hiperextension de miembros. La madre gestante adapta su metabolismo
y su sistema inmune proporcionando un medio homeostatico y los nutrientes al producto.
Asi mismo, la prefiez esta condicionada por mecanismos de tolerancia o rechazo. Factores
ambientales externos (infecciones o estrés) pueden desequilibrar el balance madre-producto
ocasionando el aborto. ®» Favorecida por los altos niveles de progesterona, la respuesta
inmune Th2 (mediada por linfocitos cooperadores 2) mantiene la prefiez mediante la
produccién de 114 (interleucina), IL5, IL6, IL9 e IL10 y reduccion de la produccion de
moléculas proinflamatorias como IL12 e IFN-gama (interferon gama), las cuales son
perjudiciales para la vida fetal. Uno de los mecanismos mas importantes de rechazo del feto
involucra un desbalance entre la respuesta Thl/ Th2 a favor de la respuesta Thl. Las
interleucinas IL2, IL3 e IL12 promueven actividades citoliticas en macrofagos y NK (del
término en ingles “natural killer”), activan la protrombina facilitando la coagulacion y la
trombosis y estimulan la produccién de inmunoglobulinas que activan la cascada del
complemento. Las infecciones que promueven una respuesta TH1 alteran el
sincitiotrofoblasto. Mas aun, el IFN-gama es capaz de actuar directamente sobre este tejido
induciendo abortos espontaneos. “”)

La respuesta inmune generada en las infecciones parasitarias varia segun el tipo de
parasito. Mientras que los parasitos multicelulares que viven en el espacio extracelular
inducen una respuesta TH2 con produccion de IL4, IL5, IL6, IL9, iL10, IL13, IgG1 e IgE,



los protozoos intracelulares como N. caninum, estimulan una respuesta inmune TH1
dominada por la produccion de IL12, IFN-gama, e 1gG2. Estas Ultimas citocinas activan
vias que generan radicales libres ON, los cuales son letales para dichos parasitos. “”

En la neosporosis bovina, se desconoce si el tipo de respuesta inmune generada por
la ingestion de ooquistes es similar a la lograda por inoculacion de taquizoitos, ya sean
inactivados o vivos. Més aln, existirian diferencias entre la respuesta inmune generada por
infeccion prenatal o postnatal. Ademas, existen evidencias acerca de la variacion de
antigenos existentes entre los estadios de taquizoitos o bradizoitos. EI conocimiento de
estas diferencias resulta de importancia para el desarrollo de las medidas de control. “”)

Los mecanismos dependientes de la inmunidad mediada por células (IMC) son
relevantes para controlar un parasito intracelular obligado como N. caninum, especialmente
por su habilidad para evadir la respuesta inmune. La IMC que involucra a los linfocitos T
coopera con la produccion de IFN-gama, 1L-12 e IL-2 estd asociada a la resistencia al
protozoo. Experiencias “in vitro” demostraron que el tratamiento de células con IFN-gama

recombinante inhibi6 la multiplicacion intracelular de N. caninum. “”)

Ante la estimulacién con antigeno de N. caninum lisado, las células mononucleares
de sangre periférica (CMSP) de bovinos infectados proliferaron y produjeron IFN-gama y
factor de necrosis tisular (FNT). También ha sido informado que un grupo de antigenos de
bajo peso molecular de taquizoitos de N. caninum (30kDa) estimularon la proliferacion in
vitro de linfocitos T CD4. obtenidos a partir de terneros experimentalmente infectados. En
ese mismo trabajo, la proliferacion celular fue acompafiada por incremento en la
concentracion de IFN-gama. Mas aun, tratando células con el sobrante de células CD4. que
respondieron a antigenos de N. caninum se logr6 inhibir la multiplicacion del parasito.
Cuando se infectaron terneros por la via oral, las CMSP cultivadas in vitro respondieron al
antigeno de N. caninum a los 7 dias después del desafio. Este tipo de respuesta resulto
evidente en celulas de bazo y células de los ganglios mesentéricos, inguinales y bronquiales
hasta 2.5 meses después de la infeccion. Recientemente, se ha postulado que los
mecanismos dependientes de linfocitos citotdxicos serian posibles candidatos para impedir

la transmision vertical en bovinos. Sin embargo, los linfocitos T CD4. predominaron sobre



los linfocitos T CD8. (células citotoxicas) en linfonodos maternos y fetales de bovino
inoculados experimentalmente a los 140 dias de gestacién. “”

Experimentos realizados con ratones han permitido caracterizar no solo la IMC sino
también la dinamica de las citocinas durante las infecciones por N. caninum. La
susceptibilidad de estas especies puede ser aumentada mediante la neutralizacion de I1L-12 e
IFN-gama. La produccion de IL-12 y luego IFN-gama, resulta un hallazgo constante luego
de las infecciones experimentales. Sin embargo, la IL-12 no fue capaz de impedir el
progreso de la enfermedad. Por otro lado, se ha mencionado que la neutralizacion de la IL-4
sumado a la inoculacion de una cepa no virulenta de N. caninum y posterior desafio con
una cepa virulenta, logré reducir la transmision vertical en ratones. La IL-10, también
involucrada en la respuesta TH2, ha sido asociada a la deplecion de IFN-gama presente en
ratones susceptibles a N. caninum. “”

La informacidon acerca del rol de las citocinas en respuesta a las infecciones por N.
caninum en bovinos es escasa. No obstante, algunos estudios, indican que los mecanismos
asociados a la respuesta TH1 con produccion de IFN-gama e IgG; seria la adecuada para
controlar la infeccion. Es necesario establecer si este tipo de respuesta resulta negativa
durante la prefiez. La modulacion de las citocinas podria ser un mecanismo estratégico para
la prevencion de la transmision vertical y el aborto.  “8)

Roberts y col. proponen que la madre puede controlar la infeccion durante el primer
trimestre debido a que tiene una respuesta TH1 bien establecida, siendo bajos los niveles de
progesterona y la respuesta TH2. Por otro lado, la transmision vertical ocurre durante el
tercer trimestre cuando los altos niveles de progesterona y la respuesta TH2 son incapaces
de controlar el protozoo. En contraste, un trabajo reciente menciona que la reactivacion
parasitaria seria espontanea e independiente de la respuesta inmune. Sin embargo, ese
mismo trabajo sugiere que el ambiente en la interfase materno-fetal favoreceria el pasaje de
N. caninum a través de la placenta. “”

Durante un brote de abortos ocasionado por N. caninum, las vacas crénicamente
infectadas resultaron menos propensas a sufrir pérdidas reproductivas que vacas infectadas
recientemente siendo baja la avidez de la IgG en este ultimo grupo. En contraste, se ha
mencionado que la baja avidez de anticuerpos no necesariamente esta con una reciente

infeccion por N. caninum aungue puede ser un indicador de riesgo de aborto. ®® ¢7)(8)



Finalmente, resulta de interés el rol del d6xido nitrico (ON); este metabolito,
originado a partir de nitrégeno y producido por macréfagos activados, tiene diversas
funciones entre las cuales se mencionan la inmunosupresion y la destruccion de parésitos
intracelulares. La adicion de un inhibidor del ON a células del bazo de ratones infectados
estimulo la respuesta IMC especifica. En contraste, ratones deficientes en 6xido nitrico
sintetasa, enzima que produce ON, son susceptibles a N. caninum. . “”

1.7. Mecanismo de trasmision.

El modo de transmision en el huésped definitivo es vertical de madre a hijo a traves
de varias generaciones y horizontal por la ingestion de carne, fetos o placentas que
contengan quistes o taquizoitos de N. caninum, o por consumir ooquistes esporulados
excretados por los perros y coyotes, © ©) 19 (22) @29 31 48) o hospedador definitivo a través
de las heces. ©® La reproduccion sexual se dara en el perro y coyote como hospedadores
definitivos, ) @9 @9 en Jas células del epitelio intestinal donde debe suceder por lo menos
una esquizogonia y gametogonia con la formacion de esporozoitos, estos finalmente van a
salir por medio de las heces, se cree que existe un hospedador que transporta ooquistes
hacia los bovinos. ?? @7 La infeccion se mantiene en los perros al ingerir los ooquistes, sin
embargo también existe la posibilidad de que el perro o el coyote ingiera alimentos de
otros animales por carnivorismo, y estos llevan bradizoitos y taquizoitos, los mismos que al
ingresar en los hospedadores definitivos desarrollan similares estados asexuales en tejidos
y células nucleadas, la transmision transplacentaria o vertical durante la gestacion en las
vacas y perros, ha sido demostrada experimentalmente. @ © G

La transmision del parésito de la madre al ternero por el calostro o la leche puede
ocurrir, aunque hasta ahora solo se ha demostrado experimentalmente. ' Asi mismo se ha
demostrado recientemente la presencia de ADN del protozoo en el calostro de vacas
infectadas.

El periodo de prepatencia es de 5 dias 0 mas, después de que consumen los quistes o
taquizoitos. En los hospedadores intermediarios la transmision puede ser horizontal al
consumir los ooquistes que puedan estar contaminando agua o alimento; sin embargo, la
transmision vertical es mas frecuente, la cual se origina al romperse los quistes y los
taquizoitos presentes en los tejidos de las vacas, y pueden llegar al feto. Esto se puede

repetir por varias generaciones como lo muestra la figura 3. @ @8 G 8
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Figura 3. Propuesta del ciclo de vida de Neospora caninum “

La principal via de contagio en bovinos es transplacentaria de madre a hijo. @
Experimentalmente esta via ha sido probada en ovinos, caprinos, ratones, caninos, felinos,
porcinos y primates. ©® #” Las evidencias han demostrado que los bovinos pueden
infectarse con N. caninum después del nacimiento. Los estudios longitudinales han
demostrado un amplio peso de la transmision de tipo vertical y es aproximadamente del
80% @

Por otro lado, si bien la transmision vertical es la forma de infeccion mas frecuente
en bovinos, ello no explicaria debidamente el elevado nimero de hatos infectados. El hecho
de haberse determinado que los bovinos pueden tener seroconversion por una exposicién
postnatal avala la importancia de la transmisidn horizontal, motivando intensa investigacion
el descubrimiento de otras vias de infeccidn postnatal. Ademas, la transmisién vertical no
seria un mecanismo suficiente para mantener la infeccion en una poblacion bovina debido a
que su eficiencia es menor a 100%. “”

El patrén endémico es la forma mas frecuente de presentacién de los abortos
causados por Neosporosis y se presenta en hatos donde el parasito se transmite,

principalmente, de modo vertical entre generaciones sucesivas. En los rebafios con aborto



endémico, se ha observado una correlacion clara entre la seropositividad de las madres y la
progenie con una distribucion de los animales seropositivos igual en los diferentes grupos
de edad. ® %

El patron de aborto epidémico se ha asociado con una infeccidn reciente y la
transmision postnatal del parasito, evidenciado por la falta de asociacion entre la
seropositividad de las madres y la descendencia y la presencia de 1gG anti- N. caninum de
baja avidez en los animales abortados. *®

Aunque los ooquistes presentes en las heces de perros infectados pueden ser
infectivos a las 24 horas de ser eliminados, la infeccion oral en terneros solo se ha descrito
en forma experimental. Suponiendo que los ooquistes pueden contaminar el agua y comida
de los hospedadores intermediarios, es aun desconocida la frecuencia con que ocurre este

hecho en la naturaleza. ©®

Recientes trabajos han demostrado que la proporcion de bovinos seropositivos
aumenta cuando existen perros en los establos. En caninos se ha encontrado un incremento
de la seroprevalencia relacionada con la edad, siendo ineficiente la transmision vertical en
esta especie. ® Asi mismo, la seroprevalencia a N. caninum es mayor en caninos
pertenecientes a zonas rurales que aquella descrita para perros de areas urbanas. “°
Probablemente debido a la estrecha relacidon epidemioldgica existente entre esta especie y
los bovinos. ©® Recientemente, se identificaron los coyotes como hospedadores definitivos
de Neospora caninum. ®” En algunos estudios norteamericanos, la seroprevalencia en los
coyotes (10 y 11%) excedid la seroprevalencia en los perros domésticos (7%). @

El ciclo de este patdgeno en los coyotes Yy en el venado cola blanca complica las
medidas de prevencion para controlar la neosporosis en el ganado de carne mantenido en

pastoreo. )



1.8. Historia en México.

El primer reporte de aborto asociado a Neosporosis bovina en México, se realizo en
seis fetos de un hato de 800 vacas en el noroeste del pais aunque N. caninum fue
confundido con Hammondia pardalis. Posteriormente se informd de fetos con lesiones
compatibles con neosporosis en Torreon Coahuila. Morales et al., publicaron el primer
informe de aborto bovino por N. caninum por medio de Histopatologia e
inmunohistoquimica. @ Por otra parte, se tiene informacion y evidencias que nos permiten
conocer la presencia de Neospora caninum y su amplia diseminacién por el pais,
particularmente en el ganado lechero. 9 ¢4
1.9. Prevalencia de la Enfermedad en México.

La prevalencia de la enfermedad y su importancia econémica es diferente entre
regiones ganaderas, asi se reportan prevalencias que van de 1% al 58% o mas; algunas de
las principales caracteristicas epidemiolégicas de la enfermedad hasta la fecha son: es mas
frecuente en ganado lechero estabulado, al parecer tiene tendencia estacional hacia el
invierno, afecta a vacas de todas las edades, puede haber abortos repetitivos, se asocia a la
presencia de perros en los establos, una vez presente en el establo se vuelve recurrente y
que la presencia de anticuerpos no significa mas que la existencia de contacto con el
parésito

En una encuesta seroldgica en hatos lecheros mexicanos entre 1997 y 1999, se
observo una seroprevalencia del 72% en hatos con aborto epidémico y del 36% en hatos
con aborto endémico. @ € 8 Otro estudio seroldgico realizado por Garcia et al., en
Aguascalientes informo que de 187 animales de 13 hatos, el 59% fueron seropositivos. ¢”
Sanchez et al., realizaron el primer estudio serolégico de Neosporosis en perros de México,
comparando la seropositividad entre perros de ciudad y de establo, y en vacas de establos
con y sin perros, observando que la seropositividad fue mayor en perros de establo
(51.85%) con respecto a los de ciudad (20%) y la seropositividad en vacas fue mayor en
establos con perros (58.52%), que sin ellos (35.83%). Todos estos estudios demuestran que
la enfermedad esta ampliamente difundida en los hatos lecheros mexicanos y que los perros

pueden estar involucrados en la transmisién del parasito. > “®



.- JUSTIFICACION

Las enfermedades de orden reproductivo (repeticion de calores, infertilidad, abortos,
momias y absorciones) siguen siendo un factor que limita el desarrollo del sector pecuario
por las pérdidas econémicas que ocasionan en el ganado bovino.

Actualmente en México, no se cuenta con informacion referente a la prevalencia e
incidencia de N. caninum que afecta la fertilidad en el ganado bovino de doble propdsito en
los trépicos seco y hiumedo, y menos aun, considerando las caracteristicas de las diversas
regiones agroecoldgicas tropicales en las cuales se desarrollan estos sistemas de
produccién. Lo anterior puede ser explicado, al menos parcialmente, por las politicas
nacionales que han puesto poca atencion a los sistemas pecuarios de doble proposito,
probablemente por considerarlos como sistemas extensivos, 0 de subsistencia, en los cuales
la infraestructura y los insumos dedicados a la produccién son escasos y generalmente de
menor calidad, que utilizan pastos nativos o introducidos, como principal fuente de
alimento. Sin embargo, considerando que el sistema de produccion antes citado contribuye
con un alto porcentaje de cabezas de bovino tanto para la produccion nacional de leche
como para la de carne, es de primordial importancia integrarlos de manera eficiente a estos
mercados.

Debido a la escasa informacion de la Neosporosis bovina que se tiene en México, es
necesario realizar investigaciones epidemioldgicas para conocer con mayor profundidad el
impacto que tiene esta enfermedad y para ello establecer técnicas de diagnéstico rapidas y
econdmicas como lo es la técnica de ELISA y asi poder establecer medidas de prevencion y

control confiables.



I11.- OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia por serologia de Neospora caninum, agente infeccioso
involucrado como causa de aborto en ganado de doble propdsito, en diferentes regiones del

trépico mexicano.

Obijetivos particulares

Determinar y conocer la prevalencia de N. caninum en bovinos de doble propésito
mantenidos en estados con clima tropical de la Republica Mexicana, mediante la prueba
serologica de ELISA.

Determinar la presencia de anticuerpos contra el parasito N. caninum.

Discutir los factores de riesgo de Neosporosis en ganado de doble proposito.

Calcular la prevalencia de la parasitosis en el ganado de doble proposito.



IV.- HIPOTESIS

Si la presencia de abortos en el ganado de doble proposito del trépico mexicano se
encuentra asociado a diferentes agentes etioldgicos, entonces una de las posibles causantes
es Neospora caninum cuya seroprevalencia puede ser determinada mediante pruebas
serologicas como ELISA. Su prevalencia puede ser variable pero siempre impactando de

manera negativa la eficiencia productiva de estos animales.



V.- MATERIALES Y METODOS
6.1 Lugar de trabajo

El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de Diagnéstico del CENID
Microbiologia Animal - INIFAP ubicado en el Km. 15.5 Carretera Federal México- Toluca,
col. Palo Alto D.F. durante el periodo agosto de 2008 — marzo de 2009.

El trabajo se desarrollo de sueros obtenidos de un proyecto en el cual se queria
saber la situacion de las principales enfermedades abortivas en bovinos de doble proposito.
Los sueros fueron obtenidos de hatos ubicados en 6 estados con clima tropical de la
republica mexicana: Guerrero, Oaxaca, Veracruz, Tamaulipas, Tabasco y Chiapas.

6.2 Seleccion de hatos

Se tomaron 684 muestras sangre completa sin anticoagulante para la obtencion de
suero de bovinos de doble propdsito para determinar la seroprevalencia de N. caninum,
utilizando la prueba de ELISA Indirecta. Esta sangre se obtuvo mediante muestreo en los
estados de Tamaulipas, Veracruz, Chiapas, Guerrero, Tabasco y Oaxaca. El tamafio de
muestra fue establecido siguiendo la tabla de valores de Cannon y Roe (1982). Los bovinos
seleccionados cumplieron con los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

1. Ser de productores cooperantes que cuenten con un minimo de 30 animales dedicados a
la reproduccion.

2. Ser animales nacidos en la unidad de produccién, sin importar la raza.

6.3 Metodologia general de campo

Los animales se sangraron en la vena coccigea, previa desinfeccion de la zona
ubicada en la linea media ventral de la cola, entre la tercera y séptima vértebra coccigea,
empleando tubos Vacutainer provistos de un gel para separar el paquete celular del suero; la
cantidad de sangre extraida fue de aproximadamente 7 ml. Los tubos con las muestras de
sangre fueron centrifugados por 15 minutos directamente en el campo a 3,000 r-p-m; de
inmediato se separo el suero y se refrigerd en hielo y se transportd al laboratorio donde se
almaceno en congelador a —10 °C hasta su analisis.

6.4 Prueba seroldgica



Para la deteccion de anticuerpos tipo 1gG Anti-Neospora se utilizo la prueba de
ELISA indirecta, empleando un “kit comercial”, que se basa en un inmunoanlisis
enzimatico que detecta anticuerpos contra N. caninum en suero bovino de laboratorio
IDEXX, siguiendo el protocolo del mismo, el cual se llevé a cabo como sigue:

1.- Se hace una dilucién 1:500 del suero problema con el diluente proporcionado.

2.- Se utilizé un formato de microtitulacion con placas de 96 pozos que estan recubiertas de
antigeno de Neospora. Se toman 100ul del suero diluido y se coloca en uno de los pozos
tapizados con el antigeno de N. caninum de la placa de microtitulacion, dejando el primer y
ultimo par para los controles negativo y positivo. Se incuba durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Esto forma un complejo con los antigenos recubiertos.

3.- Cada pozo se lava 4 veces con 300ul de solucion de lavado para eliminar de los pozos
los anticuerpos que no reaccionaron con el Ag presente en el fondo de la placa y también
para eliminar impurezas presentes. Se desecha el excedente sacudiendo la placa en papel
absorbente.

4.- Se afaden 100ul del conjugado anti-bovino: peroxidasa de rabano que se unen a los
anticuerpos ligados a cada pozo. Se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente. Y
se repite el lavado para desechar el conjugado no unido.

5.- Se colocan 100ul del sustrato de enzima (peroxido de Hidrogeno) y un cromdgeno
(tetrametilbencidina 3,3", 5,5"a cada pozo, se incuba por 15 minutos, éste produce una
coloracién azulosa al unirse con las reacciones Ag-Ac; la coloracion es proporcional a la
cantidad de reaccion presente en el pozo.

6.- Se adiciona al sustrato 100ul de solucion de “frenado” en el mismo orden que se vertid
el sustrato y se coloca la placa en el lector de ELISA a 630 (DO), éste dara los resultados en
densidad 6ptica dependiendo de la coloracion de cada pozo.

7.- Se evalla la prueba con la densidad dptica de los controles positivo y negativo, y se
calcula el valor S/P de los sueros, sometiendo el valor de la densidad dptica de cada suero
a una férmula, proporcionada por el fabricante.

Para que el ensayo sea valido, la diferencia (P-N) entre el promedio del control
positivo (PCx), y el promedio del control negativo (NCx) tiene que ser mayor o igual que,
0.150. Ademas, el NCx debe ser menor o igual que 0.20. Las muestras de suero con
cocientes S/P menores que 0.50 se clasificaron como NEGATIVAS hacia los anticuerpos



contra Neospora. Cuando el cociente S/P fue mayor o igual que 0.50, las muestras se

clasificaron como POSITIVAS hacia los anticuerpos contra Neospora.

*IDEXX Laboratories



VI.- RESULTADOS

Se tomaron un total de 3715 muestras de suero de bovinos de doble propdsito de
231 ranchos en seis estados de la Republica Mexicana con clima tropical. Los estados
muestreados fueron Tamaulipas, Chiapas, Oaxaca, Tabasco, Veracruz y Guerrero. De
todas las muestras solo se procesaron al azar aproximadamente el 20 % (864) para la
determinacion de anticuerpos contra Neospora caninum.

En el estado de Tamaulipas se trabajo en 21 ranchos donde se tomaron 345
muestras, de los cuales Unicamente se procesaron por ELISA Indirecta 45 sueros. La
seroprevalencia para este estado para Neospora fue del 29%. Destacando en este estado el
Rancho 2, donde la seroprevalencia alcanzo el 75 %. En este rancho se encuentra el suero
con mayor seroprevalencia del estado (3.2M/P), cuando la mayoria se encuentran en un
rango bajo de positividad. (Cuadro 2) (Cuadro 5) (Cuadro 9)

En el estado de Tabasco de 54 ranchos se analizaron71 sueros al azar de 678 animales
muestreados. De la cual se obtuvo una seroprevalencia de 51%. De este estado destacan el
rancho 2 y 4 que tienen una seroprevalencia muy alta que va del 100% y 50%
respectivamente. De los 4 ranchos muestreados, la mayoria de los sueros positivos estan
por encima de 1 M/P y hasta 4 M/P. Cabe resaltar que en el rancho 4 se encuentra el suero
con mayor positividad (4.46M/P) y también el de menor seropositividad (0.75) del proyecto
estatal. (Cuadro 2) (Cuadro 6) (Cuadro 9)

Por otro lado, en el estado de Chiapas se trabajaron al azar 58 sueros de 784 muestras, para
procesar con ELISA Indirecta. De esta prueba 19 fueron positivos dando una
seroprevalencia de 33%. De este estado se muestrearon 31 ranchos; donde sobresale el
rancho 3 con una seroprevalencia del 40%. Aungue en contraste con la seroprevalencia tan
alta del estado de Tabasco aqui se presentan los sueros con mayor M/P del proyecto; se
obtuvo un 5.288 M/P del Rancho 1 y 5.046 M/P del rancho 3. (Cuadro 2) (Cuadro 8)
(Cuadro 9)

Por otro lado, el estado de Guerrero presenta la seroprevalencia mas baja del proyecto, de
este estado se tomaron 761 muestras, de los cuales se analizaron 222 sueros para ELISA
indirecta. De esta prueba 37 fueron positivos dando una seroprevalencia de 17% que es la

mas baja del proyecto. Cabe mencionar que de los 71 ranchos muestreados, los ranchos 7 y



9 tienen una seroprevalencia de 41% y 58% que contrastan con el 0% y 8% que tiene la
mayoria de los ranchos. (Cuadro 2) (Cuadro 3) (Cuadro 9)

En cambio, en el estado de Oaxaca, donde se obtuvieron 319 muestras de los cuales se
procesaron al azar 234 sueros para ELISA Indirecta. 47 sueros fueron positivos dando una
seroprevalencia de 20%. De los 23 ranchos analizados, el rancho 5 tiene la seroprevalencia
mas alta (44%), al igual que el suero con menor seropositividad del proyecto (0.5037 M/P).
(Cuadro 2) (Cuadro 4) (Cuadro 9)

Y por altimo, en el estado de Veracruz, se tomaron 828 muestras, de estas se trabajaron 54
sueros para ELISA Indirecta. De los 31 ranchos muestreados se obtuvo una seroprevalencia
de 24%. En este estado el rancho 7 tiene una seroprevalencia de 60% que sobrepasa el
promedio del estado. (Cuadro 2) (Cuadro 7) (Cuadro 9)

El 24.12% (165/864 sueros muestreados) de los sueros examinados en este estudio
resultaron con valores superiores a 0.50 M/P lo cual los catalogdb como positivos a la
presencia de Anticuerpos contra N. caninum y el 75.87% (519/864) fueron considerados
negativos. Figura 5



Cuadro 2. Relacion de ranchos muestreados por estado, poblacion muestreada, nimero de muestras

trabajadas, sueros positivos y porcentaje de seroprevalencia a N. caninum.

Tamaulipas 21 345 45 13 29
Chiapas 31 784 58 19 33
Oaxaca 23 319 234 47 20
Tabasco 54 678 71 36 51

Veracruz 31 828 54 13 24
Guerrero 71 761 222 37 17
Total 231 3715 684 165 24.12
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Figura 4. Distribucion de las muestras trabajadas y sueros positivos, en las regiones de los estados de
Tamaulipas, Chiapas, Oaxaca, Tabasco, Veracruz y Guerrero. Donde se observa a los estados de Oaxaca y
Guerrero con mayor nimero de muestras trabajadas. También tenemos que el estado de Oaxaca presenta el
mayor nimero de animales positivos del proyecto.
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Figura 5. Distribucion de la seroprevalencia en las distintas regiones trabajadas de los estados de
Tamaulipas, Chiapas, Oaxaca, Tabasco, Veracruz y Guerrero. En esta grafica se observa que el estado de
Tabasco tiene la mas alta seroprevalencia del proyecto y el estado de Guerrero presentd la seroprevalencia
mas baja.
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Figura 6. Mapa del estado de Guerrero. Fueron muestreados y trabajados para la prueba de Neospora

caninum con ELISA Indirecta los municipios de Copala, Tlapehuala, Pungarabato, Tixtla de Guerrero,
Coyuca de Benitez, Benito Juéarez, José Azueta, Tecpan y Tlalchapa.



Cuadro 3. Distribucion de las muestras procesadas, sueros positivos y porcentaje de seroprevalencia en los

distintos ranchos muestreados del estado de Guerrero.

1.-“D” 79 17 21.51
Mpo. copala
2.-“B” 39 0 0

Mpo. Tlapehuala

3.- “San Jer6onimo” 12 0 0
Mpo. Pungarabato

4.-“Francisco Ayala” 12 0 0

Mpo. Tixtla de Guerrero

5.- “Israel Ramirez 12 1 8
Radilla”

Mpo. Coyuca de

Benitez

6.- PLPE 12 1 8

Mpo. Benito Juarez

7.- “Las Ollas” 17 7 41
Mpo. José Azueta.

8.- Eli Nuiez Zarco 14 4 28
Mpo. Tecpan
9.- “Colorado” 12 7 58

Mpo. Tlalchapa




10.- Facundo 13 0 0
Zamora”

Mpo. Tecpan

TOTAL 222 37 17




Oaxaca
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Figura 7. Mapa del estado de Oaxaca. Fueron muestreados y trabajados para la prueba de Neospora

caninum con ELISA Indirecta los municipios de San Pedro Tapanatepec, Santiago Llano Grande, Ocotlan de
Morelos, San Pablo Cuatro Venados, Loma Bonita, Chahuites, Matias Romero Avendafio, Santa Maria
Colotepec y Santa Maria Chilchotla.



Cuadro 4. Distribucion de las muestras procesadas, sueros positivos y porcentaje de seroprevalencia en los

distintos ranchos muestreados del estado de Oaxaca. Rio Grande, Chahuites, Matias Romero Avendafio.

1.- Melecio de los Santos 53 7 13

Fuentes

Mpo. San Pedro Tapanatepec

2.- Jorge Francisco de los 30 6 20
Santos

Mpo. San pedro Tapanatepec
3.- Cruz Salinas Aquileo 33 5 15
Mpo. Santiago Llano Grande

4.- Franco Nivon Fuentes 20 2 10
Mpo. Ocotlan de Morelos.

5.- Constantino Dominguez 25 11 44
Mpo. San Pablo Cuatro

Venados.

6.- Israel Soberanis 27 8 30

Mpo. Loma Bonita

7.- Pedro Lorenzana 8 1 12
Mpo. Chahuites

8.- Nils Banda Hnap 15 3 20
Mpo. Matias Romero

Avendafio

9.- Antonio Trujillo 16 4 25

Mpo. Santa Maria Colotepec




10.- Carlos Betanzos 7 0 0
Mpo. Santa Maria Chilchotla.
TOTAL 234 47 20




027

014
024 015
/
025// 007 033
032 /
040 022
023
036 005 035
020 010
042 034
016 018
030 001
041°13 037
131 926 008
\
006 017 019
039 043
029 012
011
oégf \ 009
004 038"
- Municipios trabajados

Figura 8. Mapa del estado de Tamaulipas. Fueron muestreados y trabajados para la prueba de Neospora

caninum con ELISA Indirecta los municipios de Aldama y Mante.



Cuadro 5. Distribucion de las muestras procesadas, sueros positivos y porcentaje de seroprevalencia en los

distintos ranchos muestreados del estado de Tamaulipas.

1.- “El potrillo” 12 2 17
Mpo. Mante
2.- “las Palmas” 8 6 75
Mpo. Mante
3.- “Santa Martha” 13 3 23
Mpo. Aldama
4.- “El 7.5km” 12 2 17
Mpo. Mante

TOTAL 45 13 29
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Figura 9. Mapa del estado de Tabasco. Fueron muestreados y trabajados para la prueba de Neospora

caninum con ELISA Indirecta los Municipios de Jalapa, Huimanguillo, Teapa y Tenosique.



Cuadro 6. Distribucion de las muestras procesadas, sueros positivos y porcentajes de seroprevalencia en

los distintos hatos muestreados del estado de Tabasco.

1.- “El triunfo” 17 4 23
Mpo. Jalapa

2.- “La paloma” 15 15 100
Mpo. Huimanguillo

3.- México lindo” 19 7 37
Mpo. Teapa

4.- El lirio” 20 10 50

Mpo. Tenosique

TOTAL 71 36 o1
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Figura 10. Mapa del estado de Veracruz. Fueron muestreados y trabajados para la prueba de Neospora

caninum con ELISA Indirecta los municipios de Uxpanapa, Minatitlan, Agua Dulce, Panuco, Actopan, Tierra
Blanca, Cotaxtla, Jesus Carranza, El Higo y Tampico Alto.



Cuadro 7. Distribucion de las muestras procesadas, sueros positivos y porcentajes de seroprevalencia en

los distintos ranchos muestreados del estado de Veracruz.

1.- “CH-3” 4 2 50
Mpo. Uxpanapa
2.- “Acayucan 1” 4 0 0
Mpo. Minatitlan
3.- “Suchilapa” 6 3 50
Mpo. Agua Dulce
4.- “Soteapal” 8 3 37
Mpo. Panuco
5.- “NA” 5 1 20
Mpo. Actopan
6.- Pedro Morales 6 0 0
Mpo. Tierra Blanca
7.- “Santa Ana” 5 3 60
Mpo. Cotaxtla
8.- Jesus Carranza 8 1 12
Mpo. JesUs Carranza
9.- CH-9 5 0 0
Mpo. El Higo
10.- Parcela escolar 3 0 0
Mpo. Tampico Alto

TOTAL 54 13 24
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Figura 11. Mapa del estado de Chiapas. Fueron muestreados y trabajados para la prueba de Neospora

cuentame.inegi.gob.mx
Fuente: INEGI. Marco Geoestadistico Municipal 2005

caninum con ELISA Indirecta los municipios de Huixtla, Mapastepec y Tapachula.



Cuadro 8. Distribucion de las muestras procesadas, sueros positivos y porcentaje de seroprevalencia en los

distintos ranchos muestreados del estado de Chiapas.

1.- Meapa Huixtla 22 5 23
2.- Mapastepec 16 6 38
3.- Tapachula 20 8 40

TOTAL 58 19 33




Cuadro 9. Distribucion de la seropositividad de menor a mayor de los sueros trabajados que fueron

positivos. Donde se observa al estado de Chiapas y Tabasco con mayor ndmero de animales con

seropositividad alta.

TAMAULIPAS 7 6 0

CHIAPAS 9 4 4

OAXACA 27 2 0

TABASCO 23 9 4

VERACRUZ 12 1 0

GUERRERO 45 9 1
45 -

HBAJAODS5-2.0

B MEDIA 2.01-3.5

W ALTAmayora 3.51

Figura 12. Grafica que muestra los sueros positivos. Muestra la seropositividad baja, media y alta en los

municipios de los estados de Guerrero, Veracruz, Tabasco, Oaxaca, Chiapas y Tamaulipas.



VII.- DISCUSION

Si bien no es posible afirmar la participacion de otras etiologias causantes de
trastornos reproductivos como por ejemplo: IBR, leptospirosis, DVB, brucelosis entre
otras; en la poblacién de animales bajo estudio, la seropositividad contra N. caninum indica
que este agente debe ser incluido en el diagnostico diferencial de diversas patogenias que
afectan la reproduccion en bovinos de la region. En la actualidad existen muchas formas de
diagndstico para la identificacién de anticuerpos contra N. caninum ®. En el presente
trabajo se utilizo la técnica de ELISA indirecta por ser un método de diagnostico de
Neosporosis bovina a través de la deteccion de Anticuerpos en suero de vacas sospechosas
@ El diagnéstico de la neosporosis en el ganado vacuno es complejo, debido a la falta de
sintomatologia clara que permita diferenciarla clinicamente de otras infecciones que
también pueden causar abortos en los bovinos. Esta técnica tiene una sensibilidad del 88%
y una especificidad del 97% ©. Ademas que se ha sugerido que el estado seroldgico puede
considerarse como un adecuado indicador del riesgo de aborto por N. caninum. 7

La neosporosis bovina es una enfermedad causada por N. caninum, que en los
ultimos afios ha tomado gran importancia debido a su impacto como causal de problemas
reproductivos en el ganado bovino “®. Esta enfermedad fue detectada en el afio de 1997 por
Morales et al, quienes publicaron el primer informe de aborto bovino por N. caninum por
medio de Histopatologia e Inmunohistoquimica @ “7. A partir de ese estudio se han
realizado mas investigaciones como por ejemplo, Calzada C. P. entre 1995 y 1997 realizé
un Diagndstico Histopatologico en el cual, el 37% de los fetos estudiados fueron
compatibles con neosporosis y a la par realizé6 también un diagnostico seroldgico por
ELISA indirecta, en el cual, 54% de los sueros fueron positivos . En un estudio
serolégico en hatos lecheros mexicanos entre 1997 y 1999, se observo una seroprevalencia
del 72% de frecuencia en hatos cuyo rango de abortos va del 13 al 30% y del 36% en
unidades productivas con el 12% en el caso de abortos @7 Recientemente, se ha reportado
informacién sobre la seroprevalencia a N. caninum en hatos lecheros de Aguascalientes,
encontrandose ésta en un valor mayor o igual al 50% ©%. En otro estudio buscando la
seroprevalencia de enfermedades relacionadas con falla reproductiva (abortos) en bovinos
de leche en diferentes Estados de la Republica Mexicana el cual incluia los estados de

Guanajuato, Veracruz, Querétaro, Edo. de México y Aguascalientes se encontrd una



seroprevalencia promedio de 33%. ©®® En un estudio de determinacion de anticuerpos
contra Neospora caninum en perros y bovinos de explotaciones lecheras en la region de
Tizayuca Hidalgo, se observo que hay 51.85% de prevalencia en perros de establos, y los
bovinos de dichos establecimientos demostraron tener mayor indicios de la enfermedad,
resultando positivos a la presencia de anticuerpos contra el parasito 158 de 270 animales
(58.51%), mientras bovinos de explotaciones con ausencia de perros solo 43 de 120
(35.83%) resultaron positivas a la presencia de la enfermedad. “” Un estudio reciente
cuestiona la frecuencia con la cual los perros pueden adquirir la infeccion en la naturaleza.
En dicho trabajo 9 perros de 2 a 4 afios de edad fueron alimentados con fetos bovinos
naturalmente infectados con N. caninum, sin embargo los canidos no eliminaron ooquistes
en la materia fecal resultando nula la evidencia clinica, seroldgica, o histopatoldgica a N.

caninum. ©8)

Actualmente se cree que la enfermedad ésta ampliamente distribuida en todo el
territorio nacional @ “® ©3) como lo demuestra el presente estudio, donde se observan

seroprevalencias que van del 17 al 51%. ©*

La situacion en otros paises es similar como por ejemplo: un trabajo realizado en
suiza nos indica una seroprevalencia de 40% en ganado lechero “®, en Espafia se present6
una seroprevalencia que va del 32% y llega hasta un 52% en ganado de carne y en algunas
explotaciones de ganado de leche se detecté una prevalencia de hasta 87% ©9, en Brasil se
realizé un muestreo donde se obtuvo una seroprevalencia del 39.1% ©; y finalmente en
Peri se demostré una prevalencia del 29% “®. Por otro lado, Francia presenta una
prevalencia del 21%, a demas se realizd un estudio seroepidemiol6gico en ganado
productor de leche, donde se observo una correlacién alta del 17% al 45%, entre el ADN
del paréasito presente en los fetos y las respuestas seroldgicas de los sueros de las madres
@1 en Japon se realizd un estudio donde se detectd un 26% de prevalencia de la
enfermedad, en un muestreo realizado en Australia se demostro que el 21% de su ganado
presenta anticuerpos contra N. caninum, al igual que en Holanda donde se present6 un 25%
de prevalencia ®. Y finalmente en Estados Unidos se detecté una prevalencia de la
enfermedad del 24% @2, o que nos demuestra que la enfermedad ampliamente difundida

en todo el mundo. *?



Se tienen reportes de que los bovinos especializados en produccién de leche se ven
mayormente afectados por la enfermedad, posiblemente a causa de la forma de explotacion
a la cual son sometidos, mientras que en los bovinos de carne se presentan con menos
frecuencia. Como lo indican los resultados obtenidos por Fort 2003, en un estudio
seroepidemioldgico en la region de La Pampa Argentina, donde se tomaron muestras de 97
explotaciones lecheras y 24 dedicadas a la produccion de carne, en las cuales al menos en
cada una de las ranchos de bovinos de leche poseian al menos un animal con presencia de
anticuerpos contra Neospora caninum, con una seroprevalencia de 20.3%, mientras que en
las explotaciones de bovinos de carne se obtuvo un valor de prevalencia de 7% y solo el
28% de este tipo de producciones en comparacion al 92% de leche tuvieron una prevalencia
mayor al 10%. ® Se tienen pocos datos acerca de la prevalencia de neosporosis en bovinos
de doble propoésito en México. Recientemente se encontraron prevalencias de este tipo de
animales en Veracruz en un estudio en los municipios de Jalapa y Veracruz, se realizo
evaluacion de 555 sueros de bovinos de doble propdsito de los cuales 372 pertenecian a
Jalapa y 89 resultaron positivos (23.92%), 183 eran de Veracruz y 16 de éstos fueron
positivos (8.74%). " Estos resultados difieren del presente estudio, ya que las
seroprevalencias aunque bajas, alcanzaron hasta el 100% por ejemplo, en un rancho de
Tabasco.

Asi tenemos que por ejemplo; en el estado de Guerrero a pesar de ser el estado con
menor seroprevalencia del proyecto, se observaron ranchos con seroprevalencias altas de
41% y 58% respectivamente. En este estado se presenta una seropositividad baja. Cuadro 8.

El estado de Oaxaca presenta una seroprevalencia baja.

Sin embargo, el estado de Tamaulipas tiene una seroprevalencia elevada debido a
que el rancho N° 2 presentd una seroprevalencia del 75% que contrasta con el 17% que
presentaron los ranchos 1 y 4. A pesar de tener un rancho con alta seroprevalencia, se
observo una seropositividad media (2.01-3.5) y baja. (0.5-2.0)

Por otro lado, el estado que tiene resultados muy contrastantes es Tabasco ya que
tienen seroprevalencias que van desde el 23% hasta el 100%. Este estado presenta 4
animales con seropositividad de mas de 3.51 (alta). Cuadro 8

El estado de Chiapas presenta una seroprevalencia alta en todos los ranchos

muestreados con un promedio de 33%. Revisando su seropositividad podemos darnos



cuenta que es un estado al que hay que ponerle mas atencion ya que presenta 4 animales
con seropositividad media y 4 con seropositividad alta.

No se obtuvo informacién acerca del diagndstico de laboratorio sobre causa de
abortos en el historial de los animales; fueron contados los hatos que seguian un calendario
de vacunacion para prevenir las principales enfermedades causantes de aborto, como
Brucelosis, IBR y DVB.

Como podemos notar, ya comienza a observarse una importante diseminacién de la
prevalencia de anticuerpos a N. caninum en el ganado de doble propdsito, ya que, por
ejemplo, en la mayoria de los ranchos crian sus propios reemplazos, por lo que no se puede
detectar diferencias de los que crian sus reemplazos y los que los adquieren de otros
establos estatales, nacionales o extranjeros.

La manera de prevenir su entrada y diseminacion en un rancho es evitar la
introduccion de animales positivos o infectados, detectar y reducir los reservorios de
infeccion y aplicar medidas cuarentenarias. ®® Para poder llevar a cabo un programa de
control eficiente hay que tomar en cuenta que en los canidos se ha encontrado un
incremento de la seroprevalencia relacionada con la edad, siendo ineficiente la transmision
vertical en esta especie. Por otra parte también se ha identificado que los coyotes son
hospedadores definitivos de N. caninum. En algunos estudios norteamericanos, la
seroprevalencia en los coyotes (10 y 11%) excedio la seroprevalencia en los perros
domésticos (7%). ®® y el venado cola blanca es hospedero intermediario, por lo que estos
factores complican las medidas de prevencidn para controlar la neosporosis en el ganado de

doble propésito que ésta en pastoreo. %



VIIl.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En el presente trabajo se determind una seroprevalencia variable, pero que en
algunos casos, como en el estado de Tabasco alcanzo6 el 100% por lo que N. caninum debe
tomarse en cuenta e incluirla como diagnostico diferencial de diversas patologias que
afectan la reproduccion en bovinos de la region.

Estos resultados no demostraron la presencia de la enfermedad en los animales
seropositivos, pero si la evidencia de contacto con el agente, lo que sugiere que en algin
momento de la vida el contacto con el agente indujo la formacion de anticuerpos
especificos. Por lo anterior, se deben considerar la utilizacién de otras técnicas de
diagndstico para detectar animales enfermos y poder realizar el aislamiento del agente
etioldgico.

La neosporosis bovina tiene aln numerosos enigmas que descifrar debido a la
excelente adaptacion del parasito a su hospedero. Aunque se han descrito numerosos
aspectos de la biologia de N. caninum, la neosporosis constituye aun un gran desafio para
parasitologos, inmundlogos y veterinarios; Por lo que es necesaria la comprension de los
mecanismos inmunes involucrados en las infecciones por N. caninum para desarrollar

inmunogenos que eviten las pérdidas reproductivas asociadas a este agente.
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