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1.- Resumen.

El trabajo experimental se realizd en una explotacion localizada en el municipio de
Cuautitlan Izcalli, Estado de México. El objetivo del presente trabajo fue determinar la
seropositividad a Neospora caninum en un hato de bovinos productores de leche con

antecedentes de abortos aunque sin registros precisos de los mismos.

La investigacion se realizo en la totalidad de animales de la explotacion, se utilizaron 59
muestras de sueros que se evaluaron por duplicado para la deteccién de anticuerpos anti-
N.caninum, mediante la utilizacion de un kit comercial de ELISA, El resultado mostré un
55.9% de seropositividad en el hato, presente en cada uno de los lotes analizados.
Concluyendo que existe una seropositividad en el hato lo que nos demuestra que la

infeccion se encuentra latente en los animales de nuestra investigacion.



2.-Introduccion.

Los problemas reproductivos caracterizados por infertilidad, muerte embrionaria, abortos,
malformaciones congénitas y neonatos débiles son comunes en el ganado bovino

12 Estos problemas reproductivos tienen

ocasionando serias perdidas economicas
multiples etiologias como el virus de la diarrea viral bovina (VDVB), el herpes bovino 1
(VHB-1) agente causal de la rinotraqueitis infecciosa bovina, Neospora canimun asi como
las bacterias Brucella abortus y Leptospira harjo los cuales estan ampliamente

distribuidos en la poblacién bovina **.

Neospora caninum es un protozoario, fue aislado por primera vez por Dubey y Cols. en
perros durante 1988 . Algunos afios después se demostré que estaba relacionado de
manera importante con el aborto en el ganado bovino tanto en la ganaderia de leche como
en la dedicada a la produccién de carne °. La neosporosis bovina se ha identificado en
muchas partes del mundo incluyendo Ameérica del Norte, Europa, Asia, Africa, Australia y
América del Sur. En México, Morales y Cols; 2001 describieron un caso de aborto bovino
debido a N. caninum y mas tarde en otros estudios se determind una seropositividad del
56% en diferentes hatos del Altiplano Mexicano ’. La infeccion en los bovinos se asocia a
la pérdida de las crias que se caracteriza clinicamente por abortos con mayor frecuencia
entre el quinto y sexto mes de gestacion. Aparte del costo econémico de la reproduccion
fallida, la infeccion por N. caninum puede también causar pérdidas econémicas indirectas

como resultado del desecho prematuro y baja en la produccion de leche.

En Australia, se examinaron 729 fetos abortados de vacas y el 21% se asociaron a la
presencia de N. caninum 2, y en hatos lecheros californianos el 42.5% de un total de 266
fetos abortados examinados fueron seropositivos a N. caninum concluyendo que este
parasito era la causa principal del aborto °. Actualmente, en Ontario Canada N. caninum es
la causa infecciosa mas comun del aborto. No todos los animales que son seropositivos a N.
caninum presentan abortos, sin embargo, el riesgo de que se presenten en las vacas

seropositivas se estimé que es dos veces mayor que para las seronegativas °.



Por otro lado en un estudio llevado a cabo en Australia con 68 vacas seropositivas se
determiné un porcentaje del 26% de abortos y solamente el 3% en 117 vacas seronegativas
1 En términos generales los animales seropositivos a N. caninum tienen de 3 a 4 veces
mayor posibilidad de abortar que los animales seronegativos ****.

Varias investigaciones alrededor del mundo indican que la transmision vertical es la ruta
primaria por la cual los bovinos se infectan con N. caninum. En el Reino Unido se
determiné una transmision vertical a las crias del 95.2% en 118 vacas Seropositivas =.
Otra investigacion realizada en 23 animales promedié un 21.9% de seropositividad con un
rango de 4.3 al 61.8% con un indice de transmision vertical del 44.4% y una variacion de O
a 85% dentro del hato '°. Sin embargo, para los hatos con una alta incidencia, el desecho de
todos los animales infectados dentro de un periodo corto no es una manera practica de
eliminar N. caninum del hato, lo que genera una necesidad de desarrollar estrategias

Optimas para reducir o limitar las infecciones por este parasito.

La neosporosis bovina se diagnostica en animales adultos utilizando métodos indirectos
como inmunofluorescencia indirecta y ensayo inmunoenzimatico ligado a enzimas o a
través de métodos directos utilizando fetos abortados como muestra, entre estas incluyen
técnicas como la histopatologia, inmunohistoquimica y recientemente la de proteina C-

reactiva.

La PCR se considera una técnica altamente especifica y sensible para la deteccion de la
infeccién de N. caninum en fetos . En México es imprescindible el establecimiento de
técnicas diagndsticas que permitan conocer el estatus de la neosporosis y sus repercusiones
sobre la eficiencia reproductiva y productiva. Para el diagnostico, los estudios serolgicos
por ELISA tienen una sensibilidad de 98.6% y especificidad de 98.8%, la sensibilidad de
la prueba es la medida de su capacidad de detectar verdaderos positivos. Debe ser calculada
sobre muestras positivas mientras que la especificidad de la prueba es la medida de su
capacidad de detectar verdaderos negativos. Por lo que debe ser calculada sobre muestras

negativas.



2.1.- Ciclo biologico de Neospora caninum

La neosporosis es una enfermedad parasitaria que afecta caninos, bovinos, ovinos, caprinos,
equinos y ciervos causada por el protozoario Neospora caninum 2, el cual es un parasito
intracelular perteneciente a la familia Sarcocystidae phylum Apicomplexa, estrechamente
relacionado con Toxoplasma gondii. %% En el ciclo de vida el perro es el hospedador

2525 asi como también el coyote %. El perro también puede comportarse como

definitivo
hospedero intermediario 2 pero también se involucran otros hospederos intermediarios,
entre los que se incluyen bovinos, ovinos, caprinos, equinos y bufalos de agua. Existen
diferentes estudios que han encontrado serologia positiva a N.caninum en animales salvajes
y marinos 22?%° | os estadios parasitarios reconocidos son: los trofozoitos que presentan 2
variantes los bradizoitos que se desarrollan durante la infeccién cronica formando las
colonias terminales en las visceras y tejido muscular, la otra variante es el taquizoito que se
presenta durante la infeccion aguda y que tiene afinidad por infectar las células fagociticas
y las endoteliales de los hospederos intermediarios.

Otra fase observada es la de ooquiste que es expulsado con las heces en una condicion
inmadura, produciendose su maduracion en el ambiente exterior, esta fase se presenta en
los hospederos definitivos(el perro puede desempefiarse en los dos tipos de rol, el de
hospedero intermediario y el hospedero definitivo), si bien se ha dilucidado el ciclo
biolégico de este organismo y sigue un comportamiento parecido al de otros coccidios
intestinales es muy alta la probabilidad de que existan varias fases evolutivas precursoras
de los ooquistes en el hospedero definitivo. (Cuadro 1)

En el ciclo de vida se consideran dos fases. Una fase intestinal o enteroepitelial que se
desarrolla en el epitelio del hospedero definitivo y la que se desarrolla en el hospedero

30

intermediario con una fase inicial aguda con predominio de bradizoitos **. (El perro

desemperia los dos papeles)

2.1.1.-Ciclo intestinal o enteroepitelial en el hospedero definitivo.

Es la fase que se desarrolla dentro del hospedador definitivo, una vez ingeridas las colonias
terminales los bradizoitos se liberan de sus cubiertas penetrando el epitelio de las

vellosidades de la porcidn baja del intestino delgado, una vez dentro de estas células crecen
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adquiriendo un aspecto ameboide conocido como trofozoito, el cual divide su nucleo
varias veces situandose en la periferia formandose abultamientos en la membrana,
finalmente cada ndcleo se rodea de una porcién de citoplasma dando lugar a la formacion
de tantos individuos nuevos como nucleos se habian formado anteriormente llamados
merozoitos (fase esquizogonica); Las células hospedadoras estallan y los merozoitos son
liberados, al cabo de unos dias (cinco o siete) algunos merozoitos evolucionan hacia formas
sexuadas o gametos (fase gametogonica), el resto de los merozoitos invaden otras celulas,
el microgametocito masculino madura y produce entre 12 y 32 microgametos. Otros
merozoitos forman otro tipo de celulas Illamadas macrogametocitos que al madurar forman
macrogametos que son de tipo féemenino. La fecundacion del macrogameto ocurre dentro
de la célula hospedadora y el cigoto resultante (fase esporogdnica) se recubre de una pared
resistente que finaliza con la formacion de ooquistes no esporulados, que son descargados
con la materia fecal de 8 a 14 dias post infeccion por un periodo latente variable, en
condiciones ambientales favorables pueden esporular en 24 a 48 hrs ?°. Una vez que
esporulan en el ambiente, contienen dos esporoquistes con cuatro esporozoitos cada uno *,
morfologicamente son similares a los ooquistes de Toxoplasma gondii, Hammondia

hammondi, Sarcocystis sp. e Isospora sp. también parasitos del perro 2°.

2.1.2.- Ciclo en el hospedero intermediario.

Una vez que el hospedero intermediario ingiere los ooquistes esporulados se liberan los
esporozoitos que pueden atravesar la capa enteroepitelial y son fagocitados por macrofagos
del sistema reticulo endotelial. La penetracion celular también ocurre por movimientos
propios del parésito. Ya en el interior los esporozoitos se multiplican de forma muy rapida
(taquizoitos) dentro de una vacuola parasitofora formada en la célula hospedadora. El
proceso culmina con la destruccién de la célula parasitada y con la liberacion de los
taquizoitos los cuales son desplazados por células hematicas fagociticas méviles invadiendo
nuevas células del mismo tejido o por esta via llegan a otros tejidos *'. Los taquizoitos
miden de 3-7 x 1-5 um se localizan en una gran variedad de tejidos como fibroblastos,
células endoteliales, miocitos, hepatocitos, células nerviosas etc. 3**%. Se reproducen

asexualmente por endopoligénia (varias células hijas se forman dentro del parasito
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progenitor) Esta se puede considerar la forma aguda de la enfermedad que si el hospedero
es inmunocompetente es bloqueada por la respuesta celular provocando que la infeccion se
vuelva cronica, a partir de este momento los parasitos invaden lentamente el tejido
parenquimatoso manteniendo una infeccion cronica que permite en determinadas
circunstancias la transmision del parésito hacia la descendencia causando la infeccion
aguda que le puede causar la muerte o bien el animal nace infectado y los eventos

posteriores van a depender de su situacion inmunolégica.

En el hospedador intermediario el parasito se reproduce muy lentamente por endodiogénia
(a partir de un individuo se inicia la formacion de las membranas de 2 individuos de manera
que se intercalan, el nucleo se estrangula y se originan 2 nuevos individuos) formandose
bradizoitos, los cuales pueden promueven la formacion de las colonias terminales
(acimulos de bradizoitos) durante afos, pudiendo ocurrir la reactivacion de la infeccion al
haber un desbalance de la respuesta inmune del individuo. Miden aproximadamente 7-8 um
y morfoldgicamente son muy similares, contienen los mismos organelos que el taquizoito
32 pero presentan un nimero menor de roptrias. Las colonias terminales se localizan en el
sistema nervioso central, retina, tejidos fetales, bazo, higado, pulmén, médula osea,
suprarenales, etc. (zonas pobres en anticuerpos) ***". Las colonias terminales son redondas
dentro de cada una de estas se observan de 50 a 500 bradizoitos, su pared es lisa y gruesa *.

Estas fases son ingeridas por el hospedero definitivo para reiniciar el ciclo biologico.



Cuadro 1: Ciclo biolégico Neospora caninum

Perro hospedero
definitivo

Quistes en hospederos intermediarios

Transmision de
taquizoitos placenta

G

”"?-Pr}:;;;:ﬂa@;:z.
e,

Aguay alimento
contaminados

Fetos
infectados

Ooquistes no
esporulados
en heces

Ooquistes
en
agua,alimeto

tierra.

Ingestion
por el
hospedero

Hospederos intermediario

A

(Dubey, 2003); cortesia del Dr. J.P. Dubey

g Ooquistes

esporulado
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2.2.- Epidemiologia de la neosporosis.

Aunque la patogénesis de la neosporosis en el bovino es parcialmente conocida, se han
logrado importantes avances para comprender los mecanismos involucrados en la muerte
fetal o la transmision vertical, hoy en dia se ha demostrado que el parésito puede
transmitirse por diferentes vias se cree qué la transmision vertical transplacentaria es el

principal mecanismo para mantener la infeccién en los hatos 012183

. Investigaciones
realizadas por Dijkstra y Cols. en 2001 ** establecieron detalles sobre las rutas naturales de
transmision post-natal de N. caninum entre perros y ganado, concluyendo la importancia de
los restos placentarios, fetos muertos o liquidos de las descargas postparto, consumidos por
los perros, se ha demostrado que los bradizoitos que se encuentran dentro de los quistes
presentes en los tejidos, son resistentes a una solucion de pepsina y la infeccion
experimental de perros confirma la hipotesis que sostienen que Neospora caninum podria
transmitirse a otro animal por la ingesta de tejidos que encierran quistes viables. Si bien
estos estudios no demuestran en forma concluyente en qué momento los caninos pueden
ser hospederos definitivos de Neospora caninum, las inoculaciones orales llevadas a cabo
en forma experimental, demostraron que los perros son hospederos definitivos. Los
ooquistes diseminados por los perros infectados con bradizoitos contenidos en quistes
tisulares tienen esporozoitos. Experimentalmente también se ha demostrado la transmision
via calostro *. La infeccién postnatal 6 transmision horizontal se produce por la ingestion
de alimentos y agua contaminados por ooquistes esporulados, una vez liberados en la luz
intestinal, los esporozoitos atraviesan la barrera intestinal para llegar a los tejidos via
sistema linfatico y sanguineo. Al producirse una parasitemia, ya sea por reactivacion de
quistes latentes o como resultado de una infeccion oral, los taquizoitos no sélo atraviesan la
placenta produciendo necrosis e inflamacion sino que acceden a los tejidos fetales por via
sanguinea pudiendo ocasionar la interrupcion de la gestacion ¢ la transmision vertical con
el nacimiento de una cria congénitamente infectada *. Se ha propuesto que transcurren 3 —

4 semanas entre la infeccion y el aborto 3%

, mecanismos hormonales e inmunes maternos
ocurridos durante la gestacion, sumado al desarrollo del sistema inmune fetal actuarian
determinando si la infeccidon desencadena la muerte del feto, el nacimiento de un animal

congénitamente infectado que en el caso de ser hembra transmitira la enfermedad a su

11



% o el nacimiento de animales

19,27

descendencia teniendo tambien alto riesgo de abortar **

infectados en el Gtero con signos neuroldgicos y bajo peso al nacimiento

Las vacas afectadas no muestran ningun sintoma clinico de enfermedad a excepcion del
aborto *2. No suele haber retencién de placenta y la fertilidad después del aborto no parece
verse alterada Los abortos se producen en vacas y novillas a partir de los tres meses de
gestacion, siendo mas frecuentes (78%) entre los 4 y 6 meses, con una media de 5.6 a 5.7
*_ No se han descrito abortos en gestaciones de 2 meses 0 menos, aunque no se puede
descartar que puedan producirse muertes embrionarias. Se han descrito abortos por N.
caninum tanto en ganado productor de carne y lechero, aunque se dispone de méas datos
sobre ganado lechero; no se cree que exista predisposicion racial, sino que la mayor tasa de
abortos en ganado lechero estaria relacionada con el manejo, la mayor densidad de
animales en explotaciones intensivas y la mayor facilidad de que los alimentos se
contaminen con heces del hospedador definitivo. Asimismo, es méas facil que los abortos
pasen desapercibidos en ganaderias extensivas. N. caninum puede provocar abortos
repetidos (3-4) en gestaciones consecutivas o intercalar abortos con gestaciones normales y
nacimiento de terneros infectados. Los abortos pueden presentarse de forma endémica,
epidémica o esporadica. Los abortos endémicos son aquellos que se presentan a lo largo de
varios afios y son superiores a las tasas normales. Este tipo de presentacion tendria lugar en
explotaciones en las que la infeccién se mantiene por transmision vertical en ausencia del
hospedador definitivo. Los abortos epidémicos o “tormentas” de abortos son aquellos que
pueden llegar a un 20-30% en dos semanas, produciéndose en general a mitad de gestacion
se da en explotaciones con escasa 0 nula prevalencia del parasito, se presentan al entrar en
contacto de forma subita con la explotacion. En los meses posteriores se podran encontrar
fetos momificados. Reynolds y Anderson en California 1997 3 describieron un brote
epidémico en el cual abortaron 27 (18%) de 147 novillas en seis semanas. En explotaciones
endémicas se podrian observar minitormentas de abortos que estarian relacionadas con
alteraciones del sistema inmunitario de los animales causadas por estrés, agentes
infecciosos (DVB, IBR, Brucella sp.) y contaminacion de los alimentos por hongos y

toxinas. También podrian estar causadas por nuevas reinfestaciones por via horizontal. Los
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abortos esporadicos se pueden encontrar en explotaciones con bajos porcentajes de

seroprevalencia.

La infeccion fetal por N. caninum no siempre produce muerte del feto ***°. Se pueden
observar terneros vivos afectados congénitamente y con sintomatologia muy variable; las
lesiones en el sistema nervioso central producen cuadros clinicos que a menudo se limitan a
disfunciones de las extremidades, que van desde leves déficits propioceptivos, ataxia,
disminucién del reflejo patelar a parélisis total “>*'. Eventualmente pueden presentar

anormalidades congénitas como exoftalmia o asimetria ocular %

13



2.2.1.- Inmunopatologia de Neospora caninum

Los protozoarios intracelulares como N. caninum, estimulan una respuesta inmune Thl
dominada por la produccion de Interleucina 12 (IL-12), Interferon gama (IFN-y), Factor de
necrosis tumoral (FNT) e 1gG2 . Estas Gltimas citoquinas activan algunas vias que
generan radicales libres y Oxido nitrico (ON), los cuales son letales para dichos parésitos **.
Es de suma importancia reconocer, que en la neosporosis se desconoce si la respuesta
inmune se comporta de la misma forma en las infecciones causadas por el consumo de
ooquistes (transmision horizontal) y en la que se presenta en infecciones prenatales
(transmision vertical) *>°°. Aunado a que se han encontrado evidencias de la variacion de
los antigenos presentes en los diferentes estadios del parasito (taquizoitos y bradizoitos)
5758 |as investigaciones realizadas para conocer a fondo estas variaciones son de suma

importancia para establecer medidas de control més apropiadas *°.

» Respuesta a la infeccion primaria.

Durante la infeccién temprana causada por taquizoitos de N. caninum los mecanismos
desarrollados por la Inmunidad Mediada por Células (IMC) son relevantes para controlar
un parésito intracelular obligado, especialmente por su habilidad para evadir la respuesta
inmune %. El parésito tiene una interaccion con neutréfilos, macréfagos y celulas NK, esto
permite una presentacion de antigenos por los macrofagos y células dendriticas a células
CD4+ y CD8+ de gran potencial citotdxico lo que da la activacion de la respuesta TH1 da
lugar a la produccién de -y, IL-12 e IL-2, FNT, potenciando la fagocitocis por macréfagos
y neutréfilos lo cual permite la destruccidn de taquizoitos, hay muerte de células infectadas
por apoptosis, se producen IL4, IL5, IL6 e IL10 como moduladores lo cual produce un

viraje de la respuesta inmune a TH2 (humoral).

En algunos experimentos in vitro se demostr6 que el tratamiento de células infectadas con
IFN- vy recombinante inhibié la multiplicacién intracelular de N. caninum . En otra

investigacion se determino que después de 4 a 8 dias de la estimulacion con el antigeno de
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N. caninum las células mononucleares de sangre periférica de los bovinos infectados
proliferaron y comenz6 la produccion de IFN-y. ® Aunque el cultivo primario de células de
cerebro bovino es altamente susceptible a la infeccion por N. caninum, la infeccion puede
ser inhibida por adicién de IFN-y y FNT (Factor de Necrosis Tumoral) . Recientemente,
se ha postulado que los mecanismos dependientes de linfocitos citotoxicos serian posibles
candidatos para impedir la transmision vertical en bovinos. Sin embargo, los linfocitos T
CD4+ predominaron sobre los linfocitos T CD8+ (células citotdxicas) en linfonodos
maternos Y fetales de bovinos inoculados experimentalmente a los 140 dias de gestacion ®*.
Desafortunadamente es pobre la informacién del papel que juegan las citogquinas en la
respuesta a las infecciones por N. caninum en bovinos. Sin embargo, algunos estudios,
indican que los mecanismos asociados a la respuesta Thl con la produccién de IFN-y e
lgG2 serfan la forma adecuada para controlar la infeccion. °°°® Se tendria que investigar
mas para establecer si este tipo de respuesta resulta negativa durante la prefiez. La
modulacion en la produccidn de las citoquinas podria ser un mecanismo estratégico para la

prevencion de la transmision vertical y el aborto.

La importancia del rol del éxido nitrico (ON) esta basada en que, este metabolito originado
a partir de nitrégeno y producido por macréfagos activados, tiene diversas funciones entre
las cuales se consideran la inmunosupresién y la destruccién de parésitos intracelulares. ®°
La adicion de un inhibidor del ON a células del bazo de ratones infectados estimuld la
respuesta IMC especifica e inespecifica.” En contraste, ratones deficientes en 6xido nitrico

sintetizan la enzima que produce ON, son susceptibles a N. caninum. "*"2.

Al existir una falla en la respuesta a la infeccion primaria se genera un microambiente rico
en citocinas TH2 durante el estado agudo de la infeccion bloqueando la sintesis de INF-y

potenciando a las células y moléculas no protectoras, no se lleva a cabo el blogueo de la
replicacion del paréasito, permitiendo que continue el proceso de replicacion del parésito
con aparicién de lesiones secundarias dando lugar a lesiones generalizadas en diferentes

tejidos.
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» Respuesta a la infeccion cronica.

En animales inmunocompetentes al ocurrir un viraje a TH2 ocurre la activacion de células
B 3 a 10 dias post-infeccion con produccion de IgM dando la activacion de la via clésica
del complemento y este mecanismo protege contra reinfecciones destruyendo los parasitos,
hay una respuesta inflamatoria que potencia la fagocitosis por macré6fagos y neutréfilos;
Posterior a eso comienza la produccién de IgG de todos los subtipos predominando IgG1
complementando la activacion del complemento, ayudando a la opsonizacién favoreciendo
la fagocitosis, 20 a 30 dias post infeccion comienza la produccion de IgA brindando
proteccion a las mucosas asociada a IL10 producidas por células dendriticas y son
transferidas en la lactancia. En vacas infectadas natural y experimentalmente la
concentracion de la IgG tiende a incrementarse al avanzar la infeccién, lo que ha permitido
diferenciar animales con infeccion crénica reciente ®*. Se ha postulado que el desarrollo de
anticuerpos especificos probablemente limita la parasitemia y facilita la lisis de los
taquizoitos extracelulares. Diferentes estudios realizados en ratones han descrito que luego
de la infeccion por N. caninum, los anticuerpos predominantes son del tipo 1gG1 siendo
bajos o nulos los niveles de 1gG2. Sin embargo, similares niveles de IgG1 e 1gG2 fueron
encontrados luego del desafio experimental con taquizoitos vivos * concluyendo que si

previene de de reinfecciones.

Al existir una respuesta TH2 en una infeccion primaria nos causaria niveles elevados de
IL2 e IL12 dando lugar a la inyeccion de granulos con perforinas, granzinas, enzimas
hidroliticas y ON provocando una destruccion indiscriminada de células liberando de sus
membranas a organelos, componentes estructurales y contenido citoplasmatico
acumulandose gran cantidad de neutrofilos destruyendo tejidos y dando como resultado

zonas de necrosis.

» Inmunidad, gestacion e infeccion por N. caninum
Las infecciones con parasitos Apicomplexa tienen efectos nocivos para la gestacion. Sin
embargo, existen dos posturas controversiales que explican la fisiopatologia de aborto

causado por protozoos intracelulares. Primero, la gestacion favorecida por una respuesta
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Th2 compromete la resistencia al parasito ocasionandose parasitemia e infeccion
transplacentaria. Segundo, una eficiente respuesta Thl hacia el parasito podria
comprometer la gestacion. Un trabajo reciente que caracterizd la expresion génica de
citocinas en fetos y vacas inoculadas a los 110 dias de gestacion describe que existié un
balance entre las respuestas Th1/Th2 ®. En dicho estudio se sugiere que la infeccion del
huésped podria ser favorecida por la expresion de IL-4 e IL-10 (respuesta Th2). Los
posibles mecanismos por los cuales causan abortos estan sustentados en los desbalances
entre la respuesta inmune Thl y Th2 a favor de la primera ®®. T. gondii protozoario con un
parentesco cercano tiene un efecto adverso sobre la gestacion, sin embargo el aborto esta
relacionado con el momento en que se da la infeccidn, este parasito no es transmitido
congénitamente en mujeres y ovejas cronicamente infectadas "; sin embargo, especies de
roedores como Mus musculus y Apodemus sylvaticus transmiten el protozoo T. gondii en
forma vertical cuando poseen quistes tisulares. Roberts y Cols. en 2001 propusieron que la
madre puede controlar la infeccion durante el 1° 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 altos niveles de
progesterona se asocian a la respuesta Th2 son incapaces de controlar al parasito. En
contraste, un trabajo recientemente menciona que la reactivacion parasitaria seria
expontanea e independiente de la respuesta inmune . Sin embargo, ese mismo trabajo
sugiere que el ambiente presente en la interfase madre-producto favoreceria el pasaje de N.
caninum a través de la placenta. Durante un brote de abortos ocasionado por N. caninum,
las vacas cronicamente infectadas resultaron menos propensas a sufrir pérdidas
reproductivas que vacas infectadas recientemente, siendo bajos los titulos de 1gG1 en este
ultimo grupo. En contraste, se ha descrito que titulos bajos de anticuerpos no
necesariamente estan asociados con una infeccion reciente por N. caninum aunque puede
ser un indicador de riesgo de aborto *’. Investigando la dindmica de anticuerpos en vacas
infectadas con N. caninum a lo largo de la gestacion, Paré y Cols. en 1997 describieron que
aquellos animales con altos titulos séricos hacia el final del periodo de la gestacion parian
terneros clinicamente normales pero congénitamente infectados. Sin embargo, cuando los
titulos séricos se incrementaban durante la mitad de la gestacion existian altas

probabilidades que se presentara el aborto *®. Adicionalmente, en otros estudios se
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postul6 que la respuesta inmune de vacas gestantes infectadas naturalmente esta asociada a
la parasitemia, existiendo una elevacion en la concentracion de anticuerpos 4-5 meses antes
del parto ¥®. Se ha sugerido que los estrégenos placentarios incrementados durante la
mitad de la gestacion bovina tendrian efectos negativos sobre la IMC favoreciendo tanto la
reactivacién de bradizoitos como también la parasitemia "°. Como contraparte, otros
autores atribuyen un efecto inmunosupresor debido a los elevados niveles de progesterona
existentes desde los primeros meses de la gestacién hasta semanas antes del parto .

La transmisién congénita de N. caninum o la ocurrencia del aborto en bovinos esta
relacionada con el momento de la gestacion en que la madre es infectada. En un estudio, las
vacas infectadas antes de la gestacion no transmitieron la enfermedad a su descendencia.
Las vacas infectadas en el 7° mes de gestacion parieron productos vivos congénitamente
infectados. Por Gltimo, en el grupo de vacas infectadas durante el tercer mes de gestacion,
murieron 5 de 6 fetos . Otro trabajo, en el cual hembras bovinas gestantes fueron
infectadas con N. caninum a los 70, 140 y 210 dias de gestacién, se determin6 una solida
respuesta IMC en los animales desafiados tempranamente . Todos los animales nacidos
de estas vacas resultaron seronegativos y no hubo evidencia de respuesta IMC. Sin
embargo, los animales nacidos de hembras desafiadas a los 140 y 210 dias de gestacién
fueron seropositivos y existié una respuesta IMC positiva detectada en sangre periferica,
células del bazo y células de ganglios hepaticos, mesentéricos y retro-faringeos. Estos
resultados sugieren que la IMC de vacas gestantes desafiadas durante el 1° tercio de la
gestacion protege al feto de la infeccion. Como contraparte, la infeccién fetal tendria lugar
durante el segundo y tercer tercio siendo factible el aborto y el nacimiento de animales
congénitamente infectados, respectivamente .

La infeccion por N. caninum, acompafiada por incrementos en los niveles de IFN-y ha sido
postulada como mecanismo fisiopatolégico del aborto . Otros autores sostienen que la
limitada produccion de IFN-y en respuesta a la presencia de IL-10 secretada por las células
del trofoblasto, impediria el control de la multiplicacion de N. caninum durante la gestacion
! Asimismo la reactivacion de los bradizoitos desde los lugares de latencia podria deberse
al descenso de los niveles de IFN-y . Estudios realizados en fetos bovinos infectados
experimentalmente con N. caninum a los 159 y 169 dias de gestacion, evidenciaron que la

IMC determinada por pruebas de linfoproliferacion y producciéon de IFN-y fue variable
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entre los fetos ®®. En dicho trabajo, no existi6 correlacién entre la respuesta celular y la
severidad de las lesiones fetales ®. Se encontré que la produccién de citoquinas e IFN-y
estuvo asociada a una respuesta celular tipo 1 en 4 de los 5 fetos en estudio ®®. Ademas, una
respuesta predominantemente tipo 2 fue indicada por la presencia de IgG1 especifica a N.
caninum. Se sugirié que un desbalance entre las respuestas celulares 1 y 2 a favor de la tipo
2 con produccién de 1L-4 ocurri6 en los fetos que tuvieron limitada capacidad para resolver
la infeccion .

Aunque el nimero de macrofagos presentes en la interfase madre-producto se incrementa
notablemente en el 3° tercio de la gestacion, durante dicho periodo es comun el nacimiento

de animales congénitamente infectados 3%

Recientemente, Maley y Cols. 2003 han
propuesto que las severas lesiones observadas en la placenta explicarian la patogénesis del
aborto causado por N. caninum 8. Resumiendo, luego que una hembra bovina ingiere
ooquistes o sufre una reactivacion, los factores que influencian la infeccion fetal serian el
modo de infeccidn de la madre, el momento de la gestacion, la respuesta inmune materna y
la respuesta inmune del feto ”°. Asi, un balance a favor de una respuesta Thl durante el
primer trimestre de la gestacidn bovina controlaria la infeccidn pero resultaria nociva en la
relaciébn madre-producto. Por otra parte, la modulacién a favor de una respuesta inmune
Th2 observada en el segundo trimestre de la gestacion no permitiria controlar la infeccion y
el parésito ocasionaria lesiones inflamatorias no s6lo en la placenta sino también en el feto
 Durante el tercer trimestre se observarfa infeccion congénita siendo menor la
probabilidad de observarse un aborto debido a la maduracién del sistema inmune fetal *°.
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 infeccidén debido a una respuesta inmune tipo Th2 durante el
segundo tercio de la gestacion. Asimismo, los abortos durante el primer tercio asociados a
una exacerbada respuesta inmune Thl han sido observados sélo en reproducciones
experimentales quedando aun por demostrase que altos niveles de IFN-y y bajos niveles de
IL4 son suficientes eventos como para causar abortos en el bovino *. Al respecto, aunque
los animales producto de vacas naturalmente infectadas nacieron congénitamente
infectados, no se observaron abortos siendo adecuados los niveles de IFN-y durante el

segundo trimestre de la gestacion .
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2.2.2.- Diagnostico.

La neosporosis es reconocida como una importante causa de abortos en bovinos "> #-2, Por

lo que es indispensable diferenciarla de la diarrea viral bovina, rinotraqueitis bovina
infecciosa, leptospirosis y brucelosis que han sido reportados como las causas mas

frecuentes de aborto en bovinos.

El diagnostico de la neosporosis se puede realizar de forma individual o integral del hato.
El primero considera la infeccion in vivo asi como de los fetos abortados y la segunda las
caracteristicas clinicas y epidemioldgicas del hato, que permite interpretar el grado de
diseminacion de la enfermedad, la implicacién en los abortos y la eleccion de medidas
preventivas y de control. La informacién generada de los datos clinicos y epidemiol6gicos
sirve de orientacion ante la sospecha de infeccion y su participacion en la presentacion de
los abortos. Los datos reproductivos de interés son la determinacién de abortos en los
ultimos afios, conocer la edad y caracteristicas del los fetos abortados y si los abortos son
de forma endémica (explotaciones que a lo largo de varios afios han tenido tasas de abortos
superiores a la normal) o epidémica ("tormentas” de abortos que pueden llegar a un 20-30%
en dos semanas, produciéndose en general a mitad de gestacion, en los meses posteriores

podremos encontrar fetos momificados) .

Por lo anterior, los datos clinicos y
epidemioldgicos hacen sospechar la presencia de la infeccion por N. caninum asociada a la
interrupcién de la gestacion. Sin embargo, el diagnéstico definitivo debe estar basado en el

empleo de las técnicas de diagndstico existentes.

Para el diagndstico individual in vivo o en el feto abortado existe una diversidad de pruebas
destacando las inmunodiagndsticas, técnicas histopatoldgicas, moleculares y de aislamiento

in vitro 2>%’

. Las pruebas inmunodiagnosticas disponibles son la inmunofluorescencia
indirecta (IFI), inmunoenzimética (ELISA), aglutinacién directa, inmunohistoquimica
(IHQ), electroforesis combinada con inmunodeteccion (Western Immunoblot) 228, La
histopatologia y la IHQ realizadas en tejidos bovinos fetales son técnicas diagndsticas
relevantes en las infecciones por N.caninum. El diagnostico presuntivo de aborto por N.
caninum puede emitirse ante la presencia de lesiones como meningoencefalitis necrosante

multifocal, miocarditis, miositis, nefritis, hepatitis, neumonia y adenitis focales no
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supurativas caracterizadas por la presencia de células mononucleares ">%-%#° por medio de
la IHQ podemos determinar la presencia del parésito en lesiones de tejidos fetales
formolados, aunque su sensibilidad es baja debido a los escasos parasitos presentes en los
tejidos ya autolizados, la frecuente contaminacion del cerebro de los fetos abortados y la
dificultad que presenta al tratar de identificarlo con las técnicas de coloracion de rutina,
resulta una técnica diagndstica vigente **®*. Se debe realizar un diagnéstico diferencial con

Toxoplasma gondii.

Una prueba de facil acceso en México para el diagnostico actualmente es la prueba de
ELISA, que tiene la capacidad de detectar anticuerpos producto de la infeccidn provocada
por el parésito, pero con el inconveniente de que no todo animal que es positivo a la prueba
necesariamente abortara o ha abortado por N. caninum. Sin embargo, es de gran utilidad
cuando se analizan los resultados serologicos positivos obtenidos de animales dentro de un
hato y se comparan con los resultados obtenidos para otras enfermedades. La deteccion de
anticuerpos especificos en el suero de la vaca es solamente indicativa de la exposicién a N.
caninum y no es de diagnéstico por si mismo . Frecuentemente, los resultados que
sugieren la neosporosis como causa de aborto, cobran solidez cuando no hay indicios de la
accion de otra enfermedad causante de abortos. Es importante analizar la extensién de las
lesiones y su incompatibilidad con la vida del feto. Ello se debe al elevado porcentaje de
infecciones congénitas en animales nacidos clinicamente normales. Otros protozoarios que

causan lesiones semejantes son Toxoplasma gondii y Sarcocystis sp. 8.

Los métodos seroldgicos se basan en la deteccidn de anticuerpos para N.caninum e incluyen
diversas técnicas de ELISA, aglutinacién directa y la inmunofluorescencia indirecta (IFI)
%' Esta dltima fue la primera de las técnicas utilizadas, empleando como antigeno
taquizoitos de N. caninum. Se la ha utilizado como la prueba de referencia para el
desarrollo de otras técnicas. Existen distintos criterios con respecto a los titulos serologicos
considerados positivos ya que es variable el tiempo de seroconversion, luego de una

infeccion. La deteccion de anticuerpos 1Gg en liquidos fetales tiene valor diagnostico.
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La Inmunohistoquimica (IHQ) ayuda a identificar los parasitos en los tejidos de fetos
abortados y debe sumarse a los resultados obtenidos mediante la histopatologia. Esta es
una prueba muy laboriosa y su sensibilidad es relativa. Se deben examinar cortes de 3 a 5
areas del cerebro y de otros tejidos. El hallazgo de algun quiste o acumulo de taquizoitos,
define una infeccién congénita, pero no la causa del aborto. El reconocimiento de los
taquizoitos en los 6rganos lesionados y la eliminacion de otras causas de abortos, asociando
la utilizacion de varias pruebas de diagndstico permitird relacionar a N. caninum como

agente causal *.

La reaccién en cadena para la polimerasa (PCR), es una técnica de alta sensibilidad y
especificidad, aunque su uso no esta tan extendido para el diagnostico como para la
investigacion. La prueba de PCR es un valioso auxiliar para la deteccion de N.caninum en
tejidos infectados. Se han desarrollado pruebas de inmunotransferencia, con diferentes
preparaciones antigénicas, con el fin de reconocer fracciones antigénicas con valor
diagnostico. Por otro lado, el impacto de la técnica de PCR ha sido notable, permitiendo
esclarecer ciertos aspectos epidemioldgicos 2% 2"#. Debido a la alta eficiencia que tiene N.
caninum para transmitirse en forma vertical, los resultados positivos por IHQ o PCR
deberan estar siempre asociados a problemas reproductivos y a la utilizacion de otras
técnicas diagndsticas, no solo para identificar dicho parasito sino también para descartar
otras causas de aborto. El aislamiento de N. caninum es dificil y costoso como técnica
diagndstica %, sin embargo se han logrado aislamientos en muchas regiones ganaderas de
todo el mundo *" El aislamiento de N. caninum en cultivos in vitro (en cultivos celulares de
rifidn de bovino y células de cerebro de raton) permite la caracterizacion del parésito y es
especialmente (til para los estudios epidemioldgicos regionales. No es sencillo a partir de
fetos abortados, lo que aparentemente depende del grado de autdlisis (a la que es muy
sensible N. caninum) y de la abundancia y distribucion del parasito en el tejido
seleccionado. También se utiliza para este fin los cultivos in vivo a partir de inoculaciones
de tejido sospechoso en ratones y otros roedores previa aplicacion de 2 inyecciones con 2 a
4 mg. de acetato de metilprednisolona durante 7 dias.
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2.2.3.- Prevencion y control de la neosporosis.

Actualmente a nivel mundial se estdn desarrollando programas de control y prevencion

para combatir la neosporosis **%. El

establecimiento de un programa unico para controlar y
prevenir la neosporosis en todos los hatos, no es real debido a las diferencias
epidemioldgicas existentes entre regiones. Al empezar a planear cualquier programa de
control y prevencion debemos incluir un calculo costo-beneficio, tomando en cuenta que la
pérdida econémica mas importante debido a la infeccién con N. caninum es el fracaso
reproductivo, comparados con las pérdidas de beneficios econémicos debido a la infeccion

por N. caninum o al aborto %1

, a esto deben sumarse los costos directos causados por la
pérdida fetal, los costos indirectos donde podemos enmarcar la atencion profesional, los
gastos asociados al establecer el diagnostico, la disminucion de la produccion lactea y los
costos de la compra temprana de reemplazos en caso de tener que desechar animales
positivos

Una vez analizada esta informacion debemos tomar la decision de cuales son las medidas
mas apropiadas para cada hato. Las medidas de control y prevencién en hatos infectados se
deben basar en la disminucion de la transmision vertical dentro del hato, en la reduccion del
nimero de animales seropositivos y/o en la disminucion del riesgo de la transmision
horizontal de N. caninum, principalmente mediante el control de la poblacion del
hospedador definitivo ya que es fuente de contaminacion de agua, pasturas, y bodegas

22,94,95,97,102-105

donde se almacena el alimento , también es importante recolectar y eliminar

fetos abortados y placentas para evitar que se infecte *°°.

En rebafios libres las medidas de control y prevencion se deben enfocar a evitar la
introduccion de la infeccion a través de la implementacion de medidas de bioseguridad,
mientras que en hatos infectados se han sugerido programas de control que van desde la
implementacion de nuevas opciones en el manejo reproductivo del ganado, la eliminacion
de animales seropositivos, la metafilaxia, inmunoprofilaxis y la [lamada estrategia "prueba

y SaC”f'C'On 95, 97, 98, 103, 105,107
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e Bioseguridad en las explotaciones.

La implementacion de practicas de manejo que reducen la introduccién y difusion de
agentes patdgenos y sus vectores en una poblacion animal, evitar la entrada de animales
infectados en hatos infectados o libres asi como evitar o disminuir el riesgo de la

transmision vertical y horizontal entre estas se puede considerar:

1. Cuarentena y seleccion de lugares libres de la enfermedad para la compra de
animales de reemplazo. Todos los animales que sean comprados seran objeto de
cuarentena, mediante un aislamiento efectivo del resto del hato, en caso de que
algiin animal estuviera en ordefio, este se deberd ordefiar en dltimo lugar y sin
contacto con otros animales. De igual importancia es la compra de animales, la
cual debe realizarse en hatos libres de la enfermedad o de hatos con un

excelente historial de eficiencia reproductiva

2. Prevencion de la transmision en los perros y otros posibles hospedadores
definitivos. Evitar la contaminacion de las praderas y alimentos con las heces. El
control de perros en las explotaciones de ganado también se ha propuesto como
un mecanismo para reducir la transmisién de la infeccién para el ganado. En el
manejo de hatos lecheros intensivos se debe evitar la presencia de perros. La
implementacion de medidas adecuadas de higiene en relacion a los excrementos
de perros en las praderas. En el caso de explotaciones semi o0 extensivas, el
papel de los perros y otros canidos salvajes como hospedadores definitivos debe
ser considerado. La presencia de perros domésticos en las explotaciones podria
ser de ayuda al reducir el nimero de otros céanidos salvajes '®. El riesgo de la
infeccion de los perros y otros hospedadores definitivos puede disminuir si los
fetos abortados, membranas fetales y otros tejidos de animales potencialmente

infectados se eliminan de forma segura.
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3. Prevencion de la transmision por el agua. Dado que la transmision por medio de

agua de N. caninum ha sido demostrada *****°

, se deben practicar las medidas
necesarias para prevenir la contaminacion del agua por las heces de los

hospederos definitivos.

Control de roedores. El control regular de roedores es una de las medidas que
deben aplicarse para reducir el riesgo potencial de la infeccion por la ingestion
de los mismos por parte del hospedero definitivo, ya los roedores pueden

funcionar como reservorios de N. caninum 12,

Prevencién de factores desencadenantes de estados de inmunosupresion. La
inmunosupresion es causante de la reactivacion y liberacion de bradizoitos
desde los quistes tisulares. Entre los factores capaces de producir
inmunosupresion deben aislarse, ciertas micotoxinas en los forrajes mal
conservados (moho) y las enfermedades inmunosupresoras como la diarrea viral
bovina. . Asi como tratar de controlar otros factores que pueden alterar el
equilibrio de la inmunidad durante la gestacion, tales como el estrés y los

desequilibrios de la dieta ™.
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e Manejo reproductivo.

Varias medidas de manejo reproductivo se han propuesto para reducir las posibilidades y el

impacto economico de la transmision transplacentaria en los hatos infectados como:

1. La transferencia de embriones obtenidos de madres infectadas a madres receptoras
no infectadas pueden prevenir la transmisién transplacentaria de N. caninum ***. En
una investigacion realizada por Landmann y Cols. en 2002 demostraron que en 70
fetos y/o animales nacidos de vacas seronegativas que recibieron embriones de
donantes seropositivos la infeccion por N. caninum no era demostrable, mientras
que 5 de 6 terneros procedentes de la transferencia de embriones de donantes

seronegativos para receptores seropositivos estuvieron infectadas con N. caninum
115

2. Durante la fase de preimplantacion los embriones estan protegidos contra la
invasion por N. caninum por la zona peltcida *®. Mediante la utilizacion de esta
técnica se podrian recuperar los animales geneticamente valiosos hijos de madres

infectadas con N.caninum.

3. La inseminacion artificial de animales seropositivos con semen de toros de razas
especializadas en la produccién de carne. En Espafia Lépez y Cols. en 2005
realizaron una investigacion en dos explotaciones productoras de leche con
seroprevalencia a N.caninum del 28%, demostrando que con el uso de semen
procedente de razas especializadas en la produccién de carne se reduce el riesgo de
aborto en vacas lecheras, proponiendo que esto se debe al efecto favorable que

brindan las gestaciones de cruce en la funcién placentaria®*’.
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e Diagndéstico y Sacrificio.

Los animales infectados por N.caninum deben ser considerados como portadores del
parésito y son los probables causantes de que el parésito se propague lentamente a otros
animales en el hato por la transmisién transplacentaria o rapidamente por la transmision
horizontal, por ejemplo, a través de la ingestion de alimentos o agua contaminados. Por lo
que se tendra que tomar la decision de la eliminacion del hato de los animales infectados o
de su progenie. La eliminacién de los animales infectados es una opcion eficaz de control
pero econémicamente poco realista. La estrategia de "prueba y eliminacion” incluye las

siguientes opciones **%:

1. Diagnosticar y sacrificar animales seropositivos.

2. Las pruebas excluyen la progenie de madres seropositivas de la recria

° Tratamiento.

Aungue actualmente no existe tratamiento que libere a los bovinos de la enfermedad %,

existe informacién acerca de la sensibilidad in vitro de N. caninum a ciertos

118

antimicrobianos Dichas investigaciones han difundido que utilizando toltrazuril y

ponazuril, derivados de la triazinona, (el cual es utilizado en el tratamiento de las

119 tuvieron resultados

coccidiosis en mamiferos), utilizando un tratamiento durante 6 dias
promisorios con una eficacia del 90%. Estos resultados permiten suponer que el 10%
restante estaria en riesgo de sufrir una tormenta de abortos o abortos esporadicos. Su
posible utilidad en vacas presenta el problema de tener que darse durante 6 dias seguidos
con un costo de unos 300 dolares americanos por cabeza ademas del costo adicional de la
eliminacién de la leche durante 15 dias . La falta de practicidad por la duracién del
tratamiento y los costos adicionales hacen poco factible este tratamiento en condiciones

practicas para controlar la infeccion.
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En ratones infectados experimentalmente se dio a conocer que tras la aplicacion de
tratamiento con toltrazuril se podia bloquear la transmision transplacentaria de N.caninum
120 Sin embargo, un mejor conocimiento de las interacciones que se dan entre el
hospedador-parasito durante la gestacion nos pueden ayudar a encontrar los periodos

estratégicos para la aplicacion del tratamiento a corto plazo.

¢ Inmunoprofilaxis.

Idealmente, cualquier vacuna desarrollada contra la neosporosis debe proteger contra las
pérdidas fetales y evitar la transmision vertical. En la busqueda de una vacuna es
importante recordar la informacién generada por diferentes trabajos experimentales
mediante los cuales se sabe que el final del primer tercio de gestacién (semana 10), es el

88121 por su parte, la

momento mas apropiado para inducir la muerte embrionaria
probabilidad del nacimiento de terneros congénitamente infectados aumenta seglin avanza
la gestacion. En infecciones naturales, los niveles més elevados de anticuerpos en las vacas
que tuvieron terneros congénitamente infectados se han observado entre las semanas 20 y
36 de gestacion **'2. Con estos antecedentes es posible idear estrategias de control que
permitan inducir una respuesta inmune previa a la gestacion para evitar, en alguna medida,
el aborto y/o la transmision de la enfermedad a su descendencia. La vacunacion podria ser
la herramienta ideal para prevenir la infeccion exdgena. Con base en ello, se estan
efectuando estudios experimentales con vacunas a base de organismos vivos atenuados en
su virulencia las cuales contribuyan a reducir el riesgo de infeccién en el hato ***. En un
estudio en torno a esto se inmunizaron vacas por via endovenosa con 107 taquizoitos
vivos de la cepa Nowra (que es la que ha demostrado ser menos virulenta) nueve semanas
antes de ser inseminadas Yy se determino que fueron resistentes al desafio efectuado a los 70
dias de gestacion mediante la inoculacion endovenosa de 107 taquizoitos vivos de N.
caninum cepa Liverpool. Las crias de las vacas inmunizadas resultaron normales y viables
mientras que 5 de 7 vacas del grupo control abortaron. Los primeros ensayos con vacunas

125,126

a base de organismos inactivados fueron realizados en Estados Unidos , €n estos se

obtuvo buena respuesta inmune utilizando taquizoitos de N. caninum con adyuvantes
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sintéticos de los cuales el Polygen fue el que género mejor respuesta *2’. Cuando vacas
infectadas naturalmente con N. caninum se inmunizaron con taquizoitos inactivados
integrados con Polygen como adyuvante tampoco se pudo prevenir la transmisién vertical

de la enfermedad.

Actualmente se comercializa una vacuna inactivada* a base de taquizoitos de N. caninum
con un adyuvante sintético denominado Polygen la cual se expende en Estados Unidos y
otros paises. En un ensayo realizado en Nueva Zelanda, la vacuna confirio proteccion
variable (52%-54%) en 2 de 5 hatos ‘?®, La misma vacuna utilizada en 25 establecimientos
de Costa Rica produjo una eficacia del 46% en 15 hatos **°. Se ha sugerido la vacunacion
como una medida factible de implementar en paises donde estd permitida su venta *
demostrando un buen porcentaje de proteccion. Sin embargo, es importante destacar que la
vacunacion deja titulos residuales de anticuerpos los cuales persisten en el tiempo
dificultando el conocimiento del verdadero status de la infeccion en el hato. En Nueva
Zelanda en 2005 World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology
informé sobre las condiciones para una vacuna ideal en el control de la neosporosis ¥ y se

enlistan a continuacion

Proteger contra el aborto, transmision transplacental o infeccion general)
Haber probado proteccion eficaz en estudios experimentales efectuados en bovinos
Haber probado su eficacia en estudios a campo

Contar con una prueba de seguridad (que no sea causante de la enfermedad)

D N N N N

Contar con pruebas diagndsticas que permitan distinguir los animales vacunados de

los animales infectados (adicién de un marcador a las vacunas)

<\

Determinar adecuadamente: frecuencia de dosis, vias y momentos de aplicacion
v Debera garantizar la negatividad de priones de Encefalitis Espongiforme Bovina en

los productos utilizados.

*Havlogen Bovilis NeoGuard, Intervet
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2.2.4.- Importancia econémica.

Actualmente no existe informacion exacta sobre las pérdidas economicas producto de la
infeccion de N. caninum en la industria ganadera, ya que estos reportes estan basados
principalmente en los abortos, dejando a un lado los deméas gastos ocasionados por la
infeccion *3°%2, Estimaciones llevadas a cabo en California indican que alrededor de
40,000 abortos pueden asociarse a la infeccion por N.caninum con una repercusion
econdémica de 35 millones de dolares al afio para la industria lechera y de 25 millones para
industria de carne, cada aborto que se presentara entre el 5y 6° mes de gestacion le costaria
a un productor entre 600 -1000 dolares. En Australia y Nueva Zelanda, los reportes
muestran que las pérdidas pueden llegar a ser de hasta de 100 millones de dolares
australianos por afio **. En Suiza desde el 2001 se decreté como una enfermedad de
declaracion obligatoria ***. Las pérdidas ocacionadas por la neosporosis en un hato de 50
vacas lecheras en Canada se estima en 2,304 délares anuales ***.

En los Paises Bajos se tienen reportes de que el 76% de los hatos seropositivos sin
episodios de aborto no tenian pérdidas econémicas, mientras que en el 24% restante, las
pérdidas econdmicas se incrementaron notablemente hasta Ilegar a 2,000 euros anuales.
Ademas en los hatos que presentaron epidemias de abortos, el promedio de costos fue de

50 euros por animal ***.

En México todavia no se sabe que tanto nos afecta econémicamente la neosporosis y solo
lo sabremos cuando se establezca un método de diagndstico eficaz con el cual podamos

identificar al parasito en los animales abortados.

En el andlisis de los costos producidos por esta enfermedad se deben considerar ademas de
los abortos, las muertes embrionarias, la necesidad de vender vacas infectadas y con
alteraciones reproductivas, la disminucion de la produccion lactea, la disminucion del valor
de los vientres, la compra de animales de recria mas los costos para establecer el

diagnéstico %.
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2.2.5.- Problemas de salud publica.

En humanos no existen antecedentes de infeccion con este parésito *°. Sin embargo, debido
a que dos monos rhesus (Macaca mulatta) han sido infectados con éxito con N. caninum
136 "existe la preocupacion sobre el potencial zoonético que pudiera ser subdiagnosticado
como toxoplasmosis 7%,

En México es una enfermedad de notificacion mensual obligatoria ante las dependencias
oficiales de sanidad animal, se encuentra catalogada dentro del Grupo Ill: Que esta
constituido por aquellas enfermedades que se encuentran presentes en territorio nacional
pero representan un menor riesgo desde el punto de vista epidemioldgico, econdmico, de
salud publica y de comercio nacional e internacional. Las personas que teniendo
conocimiento de la presencia o la sospecha de las enfermedades o plagas dentro de este
grupo que no notifiquen a la SAGARPA seran sancionadas conforme a lo dispuesto en la
Ley Federal de Sanidad Animal, Norma Oficial Mexicana NOM-046-Z00-1995, Sistema
Nacional de Vigilancia Epizotioldgica y el Articulo 254 Fraccion 11 del Codigo Penal para
el Distrito Federal en Materia de fuero comun y para toda la republica en materia de fuero

federal.
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3.- Hipotesis.

Hay presencia de seropositividad a Neospora caninum en el hato bovino productor de leche

con antecedentes de aborto.
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4.- Objetivo.

Determinar la presencia de seropositividad a Neospora caninum en un hato de bovinos

productores de leche con antecedentes de aborto.

Determinar si existe una variacion de seropositividad en los 2 grupos analizados.
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5.- Materiales y Métodos.

El trabajo experimental se realizd en una explotacion localizada en el municipio de
Cuautitlan Izcalli, Estado de México.Cuadro 2. EI municipio se localiza en la zona noroeste
de la cuenca de México. Su cabecera se ubica en las coordenadas 19° 40’ 50 de latitud
norte y a los 99° 12° 25 de longitud oeste. Colinda al norte con los municipios de
Tepotzotlan y Cuautitlan, al este con Cuautitlan y Tultitlan, al sur con Tlalnepantla de Baz
y Atizapan de Zaragoza, al oeste con Villa Nicolas Romero y Tepotzotlan. Tiene una altura
promedio de 2252 metros sobre el nivel del mar, presenta un clima templado subhumedo
con lluvias en verano que van de 600 a 800 mm mensuales **. Se analizaron 59 muestras
de la raza Holstein friesian agrupadas en dos lotes: Vaquillas de reemplazo (n = 25) y
Vacas en produccion (n = 34). La sangre se colectd de la vena coccigea en tubos vacutainer
y se centrifugaron a 1000 g durante 15 minutos, los sueros colectados se almacenaron a 20
grados centigrados hasta su analisis. Para la deteccion de anticuerpos anti-N. caninum, se
utilizé un kit comercial de ELISA*, los sueros se evaluaron por duplicado. Los valores de
absorbancia iguales o mayores a 0.5 se consideraron como positivos de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante. Los datos obtenidos del andlisis se expresaron en

porcentaje y se compararon mediante la prueba de Chi cuadrada (X?).

Cuadro 2: Ubicacién de la explotacion.

ipr

ZUMPANGO
TEOLOYUCAN

o,
N
C 2

s ,ﬂ\NEXTLALPAN

* TEPOTZOTLAN
! meLcHOR
| rocameo

,41
|
LL

" cuauTITLAN
1ZCALLI

EXPLOTACION
TULTITLAN

Fuente INEGI 1990

34



La metodologia de la prueba ELISA: HerdChek*: Anti-Neospora es un inmunoanalisis
disefiado para la deteccion de anticuerpos 1gG monoclonales  contra N. caninum en suero
bovino, no se han encontrado reacciones de cruce antigénico con otros protozoarios lo que
la vuelve una prueba muy valiosa en el establecimiento de un diagnostico. Se ha creado un
formato de microtitulacion en el que las placas de 96 pozos se recubren con antigenos de N.
caninum. Al incubar la muestra de prueba en el pozo recubierto con los antigenos, el
anticuerpo contra N.caninum forma un complejo. Después de lavar los pozos para eliminar
el material no ligado, se afiade un conjugado de anticuerpos antibovino peroxidasa de
rabano, que se une a los anticuerpos bovinos ligados a los pozos. En el paso final del
ensayo, se elimina el conjugado no ligado con un lavado y se afiade a los pozos un
substrato de enzima (peroxido de hidrégeno) y un cromégeno tetrametilbencidina 3, 37, 5,

5’. El color que aparece es proporcional a la cantidad de anticuerpo presente en la muestra.

Preparacién de las muestras.
» Se diluyeron las muestras a razon de 1:100 con el diluyente para muestra.
» Los controles no se diluyeron.
» Se cambiaron las puntas de las pipetas con cada muestra
» Se registro la posicion de cada muestra en la placa utilizando una hoja de
trabajo.
» Se mezclaron las muestras antes de dispensar en la placa recubierta con

N.caninum.
Preparacion de la solucion de lavado.

» EIl concentrado de lavado se preparo en cantidad suficiente para todos los
lavados

» Se prepar6 a temperatura ambiente y se agito para asegurarnos de que las
sales que se habian precipitado se diluyeran.

» El concentrado para lavado se diluyd a razon de 1:10 con agua
destilada/desionizada antes de usarlo (por ejemplo 30 ml. de concentrado

mas 270 ml. de agua por cada placa analizada.
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Desarrollo de la prueba

Todos los reactivos debieron alcanzar la temperatura ambiente antes de usarlos, los
reactivos se agitaron suavemente con movimiento circular o en un vértex a continuacion se

describen los pasos que se siguieron:

> Se registré la posicion de la muestra en la hoja de trabajo.

» Se virtieron los controles negativos en los pozos Al y A2.

» Se virtieron los controles positivos en los pozos A3y A4.

» Se virtieron 100 ul. de muestra diluida en los pozos apropiados. Todas las

muestran se analizaron por duplicado

» Seincubé la placa durante 30 minutos a temperatura ambiente.

» Se aspir6 el liquido de todos los pozos y se desecho en un recipiente
adecuado para desechos.

» Se lavo cada pozo 4 veces con aproximadamente 300 ul. de solucion de
lavado tamponada con fofato. Se aspiro el liquido de los pozos después de
cada lavado. Se evito que los pozos se secaran entre lavados y antes de
agregar el cojugado. Depués de la aspiracion del dltimo lavado se golpeo la
placa suavemente pero firmemente para transferir el liquido residual al

material absorbente.

» Se virtid 1 pl de conjugado antibovino en cada pozo (enzima-anti IgG
bovina para darle especificidad a la prueba) La enzima utilizada en el

conjugado es usualmente peroxidasa de rabano.

» Seincubé la placa durante 30 minutos a temperatura ambiente.
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» Se repitieron los pasos 6y 7.

» Se virtieron 100 ul. de solucion de substrato cromogeno en cada pozo de la

placa.
» Seincubd la placa durante 15 minutos a temperatura ambiente.

» Se virtieron 100 pl de la solucién de interrupcion (stop) en cada pozo de la
placa para detener la reaccion

» Se calibro el espectrofotometro* haciendo una medicién con aire.
» Semidid la absorbanciaa 630 nm.

» Se calcularon los resultados.

Interpretacion de resultados

Para que el ensayo fuera valido, la diferencia (P-N) entre el promedio del control positivo
(PC ;), y el promedio del control negativo (NC ;) tiene que ser mayor o igual que 0.150.

Ademas, el (NC ;) debe ser menor o igual que 0,20. Si el ensayo resultara no valido,

debe sospecharse que hubo un error en la técnica y debe repetirse el analisis después de leer

minuciosamente las especificaciones del producto.

*STATFAX 2100 Awareness Technology Inc.
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La presencia o ausencia de anticuerpos contra N. caninum se determina al calcular el
cociente de las muestra con respecto al control positivo (S/P) para cada muestra. El control
positivo se ha normalizado y representa una cantidad considerable de anticuerpos contra N.

caninum en suero bovino.

» Las muestras de suero con cocientes S/P menores que 0,50 se clasifican
como NEGATIVAS hacia los anticuerpos contra N. caninum

» Si el cociente S/P es mayor o igual que 0,50, las muestras se clasifican como

POSITIVAS hacia los anticuerpos contra N. caninum

Calculos
1. Célculo del promedio del control negativo (NC ;)
NC x=Al +A2
2
2. Célculo del promedio del control positivo (PC ;)
PC x=A3 +A4
2
3. Calculo del cociente (S/P)

S/P = DO Muestra- NC ;

PC x-NC x
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6.- Resultados.

En la Tabla 1 se presenta el andlisis de resultados de la prueba ELISA: HerdChek*: Anti-
Neospora dentro de cada uno de los lotes establecidos en el hato de bovinos productores de
leche, en donde se determind una prevalencia de seropositividad igual a 0.5593, una
sensibilidad positiva de 0.5758 con un intervalo de confianza (IC) al 95 % (0.3922,
0.7452) y una especificidad de 0.4231 con un IC al 05 % (0.2335, 0.6308).

Tabla 1.- Frecuencias de seropositividad a anticuerpos contra Neospora caninum en
el hato de bovinos productores de leche.

Lote Muestras Negativas Positivas
N % N % N %
Vacas en 34 57.63 15 25.42 19 32.20
produccién
Vaquillasde | 25 42.37 11 18.64 14 23.73
reemplazo
Total 59 100 26 44.07 33 55.93

Sensibilidad = Probabilidad de positivos dentro del grupo de positivos.
Especificidad = Probabilidad de negativos en el grupo negativo.

Las diferencias observadas entre las proporciones muestrales de seropositividad a
anticuerpos contra N. caninum en las vacas en produccion y las vaquillas de reemplazo no
fueron significativas (P = 0.993) (Gréfica 1). Lo que es indicativo que ambos lotes tienen

una prevalencia similar de positividad a anticuerpos contra N. caninum.

*Laboratorios IDEXX, Inc. Westbrook Maine USA

39




Grafica 1.- Frecuencias relativas de sueros positivos y negativos a
N.caninum en vacas en produccion y vaquillas de reemplazo.

99.60

44.12

ob

44

Vacas en produccion

Vaquillas de reemplazo

@ Positivas [ Negativas

En la Tabla 2, se presenta la informacién relacionada con los céalculos requeridos para la

determinacion del valor de cociente S/P. Los resultados de los valores de cociente S/P para

los sueros analizados y la seropositividad se presentan en la Tabla 3. (Grafica 2).

Tabla 2.- Resultados de la determinacion de la densidad dptica y calculos

requeridos para la determinacion del valor cociente S/P

Posicion Densidad Promedio Valor
en placa | Optica (DO) de considerado en el
Absorbancia PC x | segundo célculo
registrada a 630 _
nanémetros NC x (NC x)
(nm)
1 Control Al 0.285
negativo NC X =
2 Control A2 0.273 0.279
negativo
1 Control A3 0.880 0.5875 0.2
positivo PC x =
2 Control Ad 0.853 0.8665
positivo

40



Gréfica 2.- Valores del cociente S/P a anticuerpos contra N. caninum
obtenidos de la prueba de ELISA HerdChek en vacas en produccion y
vaquillas de reemplazo.
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Vacas en producccion (n =34)
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Total de sueros (n = 59)

41



Tabla 3.- Valores del cociente S/P y densidad dptica de los sueros
correspondientes a las vacas en produccién y vaquillas de reemplazo
para la determinacion de la seropositividad a anticuerpos contra
N. caninum

Densidad dptica DO de

Numero Valor de cociente S/P Absorbancia registrada a 630
de muestra nandmetros (nm)
Vacas en | Vaquillas de Vacas en Vaquillas de
produccién | reemplazo produccion reemplazo

1 0.126 0.071 0.274 0.242
2 0.155 0.083 0.291 0.249
3 0.197 0.095 0.316 0.256
4 0.214 0.134 0.326 0.279
5 0.218 0.134 0.328 0.279
6 0.231 0.169 0.336 0.299
7 0.245 0.192 0.344 0.313
8 0.255 0.218 0.35 0.328
9 0.272 0.266 0.36 0.356
10 0.298 0.269 0.375 0.358
11 0.313 0.318 0.384 0.387
12 0.317 0.531 0.386 0.512
13 0.335 0.708 0.397 0.616
14 0.364 0.829 0.414 0.687
15 0.373 0.926 0.419 0.744
16 0.739 1.130 0.634 0.864
17 0.946 1.260 0.756 0.94
18 0.957 1.345 0.762 0.990
19 1.304 1.508 0.966 1.086
20 1.326 1.675 0.979 1.184
21 1.401 1.997 1.023 1.373
22 1471 2.015 1.064 1.384
23 1.496 2.114 1.079 1.442
24 1.576 2.129 1.126 1.451
25 1.597 2.664 1.138 1.765
26 1.760 1.234

27 1.787 1.25

28 1.854 1.289

29 1.854 1.289

30 1.891 1.311

31 2.141 1.458

32 2.155 1.466

33 2.218 1.503

34 2.466 1.649
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S/P» 0.5 =positivas  S/P < 0.5 = negativas

Célculo para determinar el valor cociente de cada muestra:
(DO-NC ;) / (PC x -NC ;) = Valor del cociente S/P
Muestra 34 de vacas en produccién (1.649 — 0.2)/0.5875 = 2.466
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7.-Discusion.

Los resultados obtenidos de esta investigacion nos muestran un alto porcentaje de
seropositividad el 55.9%, muy similares a los resultados obtenidos de otras investigaciones
realizadas en Aguascalientes por Garcia y Cols. 2002; Gutiérrez y Cols. 2007 donde
concluyeron que la seroprevalencia se estimaba entre el 57% y el 59% a traves de dos
estudios realizados en diferentes tiempos, encontrando casi el 100% de los hatos positivos
134135 Al igual que los obtenidos por Medina y Cols. 2006 sobre la seroprevalencia a N.
caninum en hatos lecheros de Aguascalientes donde se reportaron valores mayores 0
iguales al 50% **. Todos los resultados anteriores son mayores a los obtenidos por
Morales y Cols. 2001, utilizando 62 muestras de suero del municipio de Chalco, Estado de
México mostraron una seropositividad de 35.4% . A su vez Salinas y Cols. 2005 realizaron
estudios sobre la seroprevalencia de anticuerpos contra N. caninum, evaluando 591
muestras de hatos bovinos lecheros y de carne del noreste de México (Coahuila, Nuevo
Ledn y Tamaulipas) revelaron una frecuencia del 36% **°. Garcia y Cols. 2005, evaluaron
20 hatos lecheros de Coahuila, Chihuahua, Hidalgo, Querétaro y Jalisco, estimando una
seroprevalencia del 42% **". Asi mismo Paulin y Cols. 2009 en su investigacion llevada a
cabo en el Estado de Hidalgo reportaron un 46.3% de seropositividad **. La variacién de
porcentajes de seropositividad puede deberse a las caracteristicas de cada explotacion y de
cada region. La seropositividad en los dos grupos es muy similar lo que nos hace sospechar

que la transmision vertical es la forma mas importante de transmisién en este hato.
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8.-Conclusiones.

En el hato de bovinos productores de leche con antecedentes de aborto analizado se

determind una seropositividad del 55.9 % mediante la prueba ELISA.
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