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Propésito y Método de Estudio: Uno de los principales objetivos del hombre modemo a través
de la historia de la humanidad ha sido tratar de aplicar sus conocimientos cientificos en
cuanto salvaguardar la salud animal. Esto nos ha llevado a optimizar los resultados en
la explotacidn de especies animales que le son ltiles a Ja sociedad. Dentro de las
principales herramientas que tenemos para el estudio de las enfermedades estan los
analisis epidemiologicos, puesto que con estos se pueden determinar ta presencia y
frecuencia de agentes infecciosos que inciden directa o indirectamente en la produccion
pecuaria. Asi, con los datos obtenidos de los andlisis se pueden establecer medidas
para controlarlos y/o erradicarios. En este caso el estudio epidemioldgico analizado en
este estudio fue el determinar la Prevalencia (presencia) principalmente de la
Neosporosis (Neospora caninum) en ganado lechero, asi como realizar un comparativo
con la infeccion del Virus de la Leucosis Bovina y |a Brucelosis en los mismos animales.
Las causas de aborto en bovinos son multietiolégicas y el aborto como tal es una de las
pérdidas mas importantes que merman la produccién pecuaria; cada dia se descubre la
participacién de nuevas etiologias en el fendmeno del aborla. Actuaimente en la zona
Noreste de México se desconocen cuales etiologias pudiesen existir respecto a lo
anterior. Por este motivo la contribucion al estudio de etiologias potenciales que causan
aborto bovino en particular la Brucella, agente tradicionalmente implicado, el Virus de la
Leucosis Bovina, patégeno potencialmente abortivo, y finalmente Neospora, parasito
que recientemente se le ha implicado como una de las principales causas de aborto en
bovinos lecheros a nivel mundial, constituye una valiosa aportacién al conocimiento de
una de las piedras angulares en la lucha por controlar el aborto en los hatos bovinos del
pais. El objetivo general es determinar la Prevalencia de Neosporosis, Leucosis y
Brucelosis en bovinos del Noreste de México mediante técnicas serolégicas en la
ganaderia bovina.

En el caso de la seroprevalencia contra la Neosporosis en los Estados pertenecientes
al Noreste de México resultaron positivos los tres a la prueba para detectar anticuerpos
contra N. caninum observandose variacion en cuanto a la prevalencia obtenida entre los

xxi



tres Estados. En el Estado de Coahuila se observé una prevalencia del 45 % (37-52
I.C.) siendo un valor superior a los demas Estados, en el Estado de Nuevo Ledn se
observé una prevalencia del 40 % (33-45 |.C.) y en Tamaulipas la prevalencia fue del 16
% (8-22 |.C.), mientras que la prevalencia total de la regién Noreste de México fue del
36 % (31-39 1.C). En bovinos productores de carne se muestra una prevalencia del 10
%, mientras que en bovinos productores de leche la prevalencia es del 39 % con un
total de prevalencia del 36 %. La prevalencia total encontrada en el Estado de Coahuila
fue del 54 % para Neosporosis, de 35 % para Leucosis y de 5 % para brucelosis Con
un intervalo de confianza total de (39-67 I.C.) para Neosporosis, de (21 a 48 I.C.) para
Leucosis y de (1-12 1.C.) para Brucelosis. La prevalencia total encontrada para el
Estado de Nuevo Ledn fue del 39 % para Neosporosis, 52 % para Leucosis y 8 % para
Brucelosis con un intervalo de confianza total de (29-48 |.C.) para Neosporosis, de (42-
61 1.C.) para Leucosis y de (1-11 |.C.) para Brucelosis. En el Estado de Tamaulipas la
prevalencia total encontrada para Neosporosis fue del 21 %, para Leucasis fue del 18 %
y para Brucelosis fue del 2 % con un intervalo de confianza total de (13-29 |.C.) para
Neosporosis, de (10-25 1.C.) para Leucosis y de (1-4 1.C.) para Brucelosis.
Contribuciones y Conclusiones: Los resultados obtenidos del presente estudio nos
permitieron primeramente establecer que existe la presencia inmunolégica de anticuerpos en el
ganado bovino del Noreste de México (Coahuila, Nuevo Ledn y Tamaulipas) producidos
en contra de los antigenos pertenecientes al Protozoario Neospora caninum, agente causal de
la denominada enfermedad de la Neosporosis. Cabe mencionar que fue encontrada fal
evidencia serolégica tanto en ganado lechero como de came. Asimismo se reconfirmo que
todavia existe la presencia serolégica de otras enfermedades de importancia reproductiva y
econémica como la Brucelosis y la Infeccion por el Virus de la Leucosis Bovina en niveles por
arriba de los esperados. Tales datos nos indican que hay que aumentar los esfuerzos en
materia zoosanttaria relacionada con las campaiias de control y erradicacion de las
enfermedades para tener mejores condiciones y alcanzar mas altos niveles de produccion.

FIRMA DEL ASESOR:
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

Uno de los principales objetivos del hombre moderno a través de la historia
de la humanidad ha sido tratar de aplicar sus conocimientos cientificos en cuanto
salvaguardar la salud animal. Esto nos ha llevado a optimizar los resultados en la
explotacion de especies animales que le son Gtiles a la sociedad. Dentro de las
principales herramientas que tenemos para el estudio de las enfermedades estan
los analisis epidemiolégicos, puesto que con estos se pueden determinar la
presencia y frecuencia de agentes infecciosos que inciden directa o indirectamente
en la produccién pecuaria. Asi, con los datos obtenidos de los andlisis se pueden
establecer medidas para controlaros y/o erradicarlos. Por ejemplo podriamos
observar en los programas de la emadicacion de algunas enfermedades como la
Fiebre Aftosa, Exantema Vesicular y la identificacion de otra's enfermedades que
antes eran desconocidas y vemos con optimismo los avances médicos que se
tienen y se logran contra de las enfermedades que medran los resultados
econémicos en los distintos tipos de explotacion animal.

Comunmente el ganado lechero (Figura 1) por su alta especializacién en
produccion lactea y el manejo que esto implica, esta predispuesta a un alto y
variado rango de enfermedades que incluse pueden ser de caracter zoonético, por
lo cual es sumamente relevante identificar y delimitar cada una de estas
enfermedades para establecer tanto diagnésticos precisos y concisos como

tratamiento, control y erradicacion de dichas enfermedades, dada la importancia
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de la industria lechera para la humanidad en el mundo. Lo anterior debido a que el
mercado economico del ganado lechero es pilar de trascendental importancia
pues su produccion no Gnicamente es leche ( que es fundamental en la nutricién
infantil ) si no que sus derivados como son mantequillas, quesos, cremas, dulces

entre otros.

Figura 1. Ejemplar de ganado Holstein-Friesian

Las pérdidas econdémicas que resultan de los trastornos reproductivos y/o
.abortos en bovinos, son elevadas. Las causas de estos padecimientos son
multifactoriales, sin embargo se destacan las de origen infeccioso y en forma
menor de origen parasitario.

Neospora caninum (N. caninum) es un protozoario patégeno que ha sido implicado
fuertemente como causa de aborto en ganado bovino de carne y leche en diversos
paises. En Estados Unidos de América (E.U.A.) esta enfermedad se considera

como la principal causa de aborto con pérdidas econdmicas considerables de
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hasta 35 millones de délares anuales en la industria lechera. Por otra parte se
desconocen algunos aspectos sobre la epidemiologla de éste parésito en el
mundo. Dentro de los agentes infecciosos, los virus constituyen un grupo, que en
vitud de sus caracteristicas biologicas, tal vez sean mas dificiles de prevenir,
detectar y erradicar. El virus de la Leucosis Bovina (VLB) es un Oncomavirus
ubicado en la familia Retroviridae y es el causante de la neoplasia mas maligna y
comun de los bovinos. En el ganado lechero se ha demostrado como el agente
causal que mas los ha afectado debido a la pérdida de mercados que solicitan
animales libres de VLB, asi como a los costos de diagnéstico, tratamiento,
mortalidad y decomiso de canales. En cuanto a las enfermedades bacterianas
que afectan a los bovinos tenemos como una de las mas representativas o de
mayor importancia a la Brucelosis, enfermedad zoonética de distribucién mundial
causada por Brucella abortus que se caracteriza por producir desordenes
reproductivos (abortos) teniendo un impacto econémico de gran importancia tanto
en la ganaderia nacional de carne como en la industria lechera bovina.

La presente investigacion se enfoco principalmente en la deteccion de
anticuerpos anti -N. caninum, para determinar la distribucion y prevalencia de
Neosporosis en bovinos productores de leche del Noreste de México, debido a
que no se ha determinado la distribucién y prevalencia de este parasito en los
hatos de la zona Noreste. También se incluyo la deteccién de anticuerpos contra
Leucosis y Brucelosis en bovinos lecheros, ya que en la actualidad en la zona
Noreste de México la epidemiologia, en cuanto a la Prevalencia del VLB no esta

completamente determinada, mientras que en el caso de la Brucelosis aunque
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pudiesen existir datos no se ha realizado un estudio para observar la posible

relacién con las otras enfermedades.

1.1 NEOSPOROSIS
1.1.1 HISTORIA DE NEOSPOROSIS

En 1984 se reportd un protozoario como causa de miositis y encefalitis en

un perro de Noruega; el parasito resultdé serolégicamente diferente a Toxoplasma
gondii (T. Gondii) (Bjerkas et al., 1984).
En 1988 casos similares fueron descritos en los E.U.A., a partir de los cuales fue
aislado un protozoario, como causa de encéfalomielitis progresiva, el cual fue
denominado N. caninum y la enfermedad se denominé Neosporosis (Dubey et al.,
1988a). Ese mismo afio la Neosporosis fue reproducida experimentalmente en
caninos {Dubey et al., 1988b).

Estudios subsecuentes han demostrado que N. caninum tiene un amplio
rango de hospederos dentro de los cuales se menciona desde animales
domésticos como Bovinos, Caninos y Equinos enire otros hasta animales
silvestres como Coyotes, Zorros y Lobos entre otros (Dubey et al.,1992; Dubey y
Lindsay,1989a,b,1990b; Dubey, 1999). En otro estudio fue encontrado que en
hatos carentes de canidos |la seroprevalencia observada para Neosporosis en el
ganado fue mas baja que en las granjas donde si se contaban con perros. Estas
investigaciones sugieren que hay una relacién entre la infeccidn de Neosporosis

en las granjas que poseen perros y el ganado. (Wouda W., et al. 1999b).
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En 1998 McAllister et al, definen al perro como el huésped definitivo de N.
caninum, dado que en esta especie se cumple la fase sexual del protozoario y
ocurre la diseminacién de los quistes del parasito en las heces del cénido.
Actualmente se reconoce que el perro puede actuar tanto como huésped definitivo
como hospedero intermediario. Otras especies, en las cuales se incluyen especies
domeésticos como bovinos, ovinos, caprinos, venados y equinos actian como
hospederos intermediarios infectandose al consumir agua o alimento contaminado
con heces de perro (Dubey, 1999).

En base a estudios seroepidemiol6gicos, la Neosporosis ha sido reportada
en diversas partes del mundo como causa de alteraciones reproductivas
provocando fuertes pérdidas econdémicas en la industria lechera y de carne debido
al alto grado de abortos que produce (Dubey, 1999).

En México la Neosporosis fue detectada en 1997 mediante
inmunohistoquimica (IHC) y alteraciones patologicas encontradas en un feto
abortado de la raza Holstein, un macho de 5 meses (Morales ef al., 1997). Por otro
lado en un estudio reciente se encontrd evidencia seroldgica contra la Neosporosis

en ganado lechero en ciertas regiones de México (Morales et al., 2001).

1.1.2 ETIOLOGIA

La Neosporosis es una enfermedad parasitaria provocada por un
protozoario del Philum Apicomplexa, es un coccidio formador de quistes,

pertenecientes a la familia Sarcosystidae, género Neospora, estructuralmente
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similar a Toxoplasma. gondii pero diferente a este antigénicamente (Barr ot al.,
1991; Bjerkas y Presthus , 1988; Cole et al., 1994; Dubey et al., 1988a,b; Lindsay
y Dubey, 1989; Lindsay et al., 1993).

Estudios retrospectivos demostraron que N. caninum ha sido endémico por
lo menos desde 1957 en los E.U.A. (Dubey et al, 1990b). Un estudio reciente
reveld una nueva especie de Neospora, que fue aislada de un caballo el cual
mostrd diferencias antigénicas y estructurales a N. caninum. A esta nueva especie
se le denomind Neospora hughesi (N. hughesi). (Marsh et al, 1999) y
posteriormente se diferencié mediante la técnica de la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) (Spencer ef al., 2000).

1.1.3 ESTRUCTURA DE Neospora caninum

1.1.3.1 OQUISTES

Los Oquistes de N. caninum ( figura 2.) se caracterizan por tener una
resistencia muy similar a los de T. gondi}' (Dubey y Lindsay, 1996). El Oquiste mide
de 10 a 11 um y contiene 2 esporozoitos, cada uno con 4 esporozoitos después
de la esporulacion. El Oquiste es dificil de observar microscopicamente en un
examen de flotacion fecal si se encuentra presente en bajas concentraciones.
Cuando el Oquiste es ingerido por un hospedero intermediario, se liberan los
esporozoitos infestantes en el fracto intestinal. Los esporozoitos penetran las

células intestinales y se convierten en taquizoitos. Los taquizoitos se dividen
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rapidamente, lesionando al tejido, y expandiendo la infeccién en los tejidos del

hospedero (Lindsay ef al., 1999).

Figura 2. Oquiste de Neospora caninum
(Lindsay et al., 1999)

1.1.3.2 TAQUIZOITOS

Los taquizoitos y los quistes tisulares son las fases encontradas en los
hospederos intermediarios y eso ocurre de manera intracelular. Los taquizoitos
son ovoides, en forma lunar o globular y miden de 3 a 7 por 1 a 5 um,
dependiendo en la etapa de division. (Dubey y Lindsay, 1996)

Los taquizoitos se dividen y forman dos zoitos por endodiogénesis. En animales
infectados, los taquizoitos son encontrados en una gran cantidad de células como
células nerviosas, macrédfagos, fibroblastos, células endoteliales vasculares,
miocitos, células del epitelio tubular renal y hepatocitos (Dubey et al., 1988a;

Dubey, 1993; Bjerkas y Presthus, 1989; Speer y Dubey, 1989).
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Las células de los hospederos infectados pueden contener hasta 100 taquizoitos.
Por otra parte los Taquizoitos penetran las células del hospedero por invasién
activa y pueden llegar a ser intracelulares después de 5 minutos de contacto con
las células del hospedero (Hemphill et af., 1996). Los taquizoitos son usualmente
localizados dentro del citoplasma de las células del hospedador dentro de una
vacuola parasitéfora (VP). En el cual los taquizoitos pueden ser localizados en
mas de un VP en una célula del hospedador (Dubey y Lindsay, 1996). Pocos,
muchos o ningun tabulo intravacuolar puede estar presente en el VP (Bjerkas y
Presthus, 1988; Bjerkas y presthus, 1989; Speer y Dubey, 1989).

Los taquizoltos de N. caninum tienen 3 capas de plasmalema, 22
microtubulos de tipo subpelicular, 2 anillos apicales, uno conoide y un anillo polar,
mitocondria, hasta 150 micronemas, un Aparato de Golgi, reticulo endoplasmico
liso y rugoso, un nucleo, nucleolo y microporos (Speer y Dubey, 1989; Lindsay et
al., 1993). El namero de micronemas es altamente variable. Algunos'de los
micronemas pueden ser perpendiculares a la membrana‘ interna  parasitaria
(Dubey y Lindsay, 1996). Los microporos no han sido vistos en taquizoitos en
animales, pero han sido encontrados en taquizoitos de crecimiento en cultivos

celulares (Speer y Dubey, 1989; Lindsay et al., 1993)(Figura 3).



Figura 3. Fase de Taquizoito de Neospora
caninum (Dubey y Lindsay, 1996)

1.1.3.3 BRADIZOITOS

Los Bradizoitos son delgados (6-8 por 1-1.8um) y contienen los mismos
organelos encontrados en los Taquizoitos excepto que hay mas granulos de
amilopectina (Dubey y Lindsay, 1996). El nucleo en los Bradizoitos esta en la
posicién terminal o subterminal, los micronemas en los Bradizoitos estan en forma
perpendicular al plasmalema (Dubey, 1993). Las estructuras vesiculares tubulares
estan presentes entre los Bradizoitos (Bjerkas y Presthus, 1989; Bjerkas y Dubey,
1991) y los microporos son raros (Bjerkas y Dubey, 1991; Speer y Dubey, 1989;
Jardine, 1996). En 1996 Jardine describié organelos vesicula-membranosos
formados de segmentos membranosos cortos y planos y a su vez vesiculas mas

pequefias en los Bradizoitos (Figura 4).
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Figura 4. Bradizoitos en el interior de un quiste
por Neospora caninum (Dubey y Lindsay,
1996)

1.1.3.4 QUISTES

La mayoria de los Quistes tisulares son redondos o tienen una forma oval,
de hasta 107 um de largo y frecuentemente se observan en tejido nervioso
(cerebro, medula espinal, nervios y retina) (Dubey et al., 1988a; Dubey et al.,
1990a). También se ha observado la presencia del quiste en otros tejidos como
musculos oculares (Lindsay et al., 1996b). La pared del quiste tisular es liso y
puede ser de hasta 4 pum de grosor, presuntamente depende de que tan larga sea
la existencia de la infeccion. En la mayoria de los quistes tisulares la pared tisular
es de 1 a 2 um. de grosor, Y también |la pared quistica contiene estructuras

tubulares ramificadas (Bjerkas y Dubey, 1991; Dubey y Lindsay, 1996). (figura 5.)
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Figura 5. Quiste de Neospora caninum (Dubey y Lindsay, 1996)

1.1.4 CICLO BIOLOGICO DE Neospora caninum

Neospora caninum tiene un amplio rango de hospederos. Evidencias de
infeccion natural han sido encontradas en canidos (Bjerkas et al., 1984; Dubey y
Lindsay, 1990a; Lindsay et al, 1996a), felinos (Dubey et al., 2002), bovinos
(Dubey., 1992; Anderson et al., 1991; Barr et al., 1990; Barr et al., 1991; Dubey et
al., 1990c), ovinos (Dubey y Lindsay., 1990b), caprinos (Barr ef al., 1992), equinos
(Dubey y Porterfield., 1990), mapaches (Lindsay et al., 2001), antilopes (Peters et
al, 2001) y venados (Dubey, 1999; Lindsay et al, 2002). Infecciones
experimentales han sido inducidas en ratones (Dreier ef al., 1999; Lindsay et al.,
1991; Yamage et al., 1996), ratas (Lindsay y Dubey, 1990), caninos (Dubey y

Lindsay, 1989b), zorros (Bjerkas ef al., 1984), cabras (Lindsay ef al., 1995), gatos
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(Dubey y Lindsay, 1989c), ovejas (Dubey et al., 1996), coyotes (Lindsay ef al.,
1996a), porcinos (Jensen ef al., 1998), gerbos (Cuddon et al, 1992), conejos
(Dubey y Lindsay, 1996), bovinos (Dubey et al., 1996; Uggla et al., 1998), bufalos
(Guarino et al., 2000) y primates (Barr ef al., 1994a).

Un reciente estudio demostré la infeccibn experimental en palomas
sugiriendo que las aves podrian ser buenos candidatos para ser estudiados como

posibles hospederos intermediarios de N. caninum (McGuire et al., 1999).

En la actualidad el ciclo biolégico de N. caninum no se conoce aan del todo.
En bovinos, la principal via de fransmision es la vertical (congénita-
transplacentaria) (Mainar-Jaime, 1999; Pare ef al, 1996), pero también se ha
reportado la transmision horizontal (Davison ef al., 1999) y experimentalmente por
via lactogénica (Dubey, 1999). La transmision transplacentaria ha sido inducida
experimentalmente en perros (Dubey y Lindsay, 1989b; Cole et al., 1995b), gatos
(Dubey y Lindsay, 1989a), ovejas (Dubey y Lindsay, 1990b) bbvinos (Dubey et al.,
1992; Barr ef al, 1994b), y ratones (Cole et al, 1995a). La infeccion
transplacentaria puede ocurrir repetidas veces en el mismo animal (Bjerkas et al.,
1984; Dubey et al., 1988b). Los Oquistes no son infectivos hasta su esporulacidn,
después de tres dias fuera del hospedero, en el cual los hospederos se pueden
infectar ingitiendo tejido contaminado o también por comida o agua contaminada

por heces de perro (Dubey, 1999).(figura 6).
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Figura 6. Ciclo bioldgico de Neospora caninum (Dubey, 1999).

1.1.5 RELACION PARASITO-HOSPEDERO Y PATOGENICIDAD DE
Neospora caninum

N. caninum es capaz de producir grandes lesiones necréticas visibles en
pocos dias, y causar la muerte celular a consecuencia de la multiplicacion activa
(reproduccion asexual) de los taquizoitos en el citoplasma de células como
macrofagos, hepatocitos y células nerviosas. Esto hace que se produzcan
alteraciones neuromusculares severas en caninos, bovinos y probablemente otros
hospederos destruyendo un largo niumero de células nerviosas, incluyendo células

de nervios craneales y de la médula espinal afectando la conductividad de las
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células afectadas (Dubey y de Lahunta, 1993; Lindsay ef al., 1999; Mayhew ot al.,
1991). N. caninum es un patégeno considerado como primario debido a que
ningin otro agente etiologico ha sido consistentemente identificado en animales
naturalmente infectados con Neosporosis fatal. Esto es un contraste a
Toxoplasmosis, que en algunos animales como el perro es asociado con el virus
de la infeccion del Distemper canino (Lindsay et al., 1999). Los quistes tisulares no
son normalmente rodeados por una zona de reaccion del hospedero (Lindsay et
al., 1999). Alin no se sabe por cuanto tiempo los quistes tisulares persisten en el
sistema nervioso central (Lindsay et al, 1999), aunque los quistes tisulares
permanecieron viables en un ratén experimentalmente infectado por lo menos un
afio (Lindsay et al., 1992). La formacion de granulomas alrededor del tejido
degenerado por los quistes tisulares y Bradizolitos (Dubey ef al., 1990b; Mayhew et
al., 1991), sugieren que algunos quistes tisulares se rompen. Esto hace que
algunas cepas de N. caninum sean mas patogénicas que otras provocando
severos focos de inflamacién (Dubey y Lindsay, 1996; Lindsay et al., 1999).El
nimero de oocistos 0 quistes tisulares ingeridos influyen en la severidad de la
infeccién resultante (Lindsay et al., 1999) y la administracion de corticoesteroides
exdgenos pueden agravar la Neosporosis (Dubey y Lindsay, 1990a).

El aborto se puede presentar en repetidas ocasiones por infeccion
congénita de los fetos (Dubey, 1999; Dubey y Lindsay, 1996), quienes pueden ser
reabsorbidos, momificados o autolizados (Dubey, 1999).

Hasta el momento no se conoce con precision el mecanismo del aborto; sin

embargo, se ha supuesto que los taquizoitos presentes en forma latente en los
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tejidos de las vacas, son capaces de multiplicarse activamente en la placenta y los

tejidos de los fetos provocando el aborto (Calzada et al., 2002).

1.1.6 MANIFESTACIONES CLINICAS DE NEOSPOROSIS EN
BOVINOS Y OTRAS ESPECIES
1.1.6.1 BOVINOS

La signologia ha sido reportada solo en bovinos j6venes alrededor de 2
meses de edad (Dubey, 1999).Los signos clinicos en bovinos jovenes son
principalmente de tipo nervioso por alteraciones del sistema nervioso central,
como ataxia, exoftalmia, pérdida de la conciencia, incoordinacién, asimetria ocular
y paralisis. También puede observarse bajo peso al nacimiento, alteraciones en el
crecimiento, los miembros anteriores y posteriores pueden estar flexionados o
extendidos, una disminucién en los reflejos patelares, asi como pérdida de la
conciencia y de la percepcion (Dubey, 1999).

En bovinos adultos el tinico signo clinico es el aborto (Figura 7), el cual se
presenta principalmente entre el cuarto y sexto mes de gestaciéon (Dubey, 1999;
Dubey y Lindsay, 1996), mas sin embargo no todos los animales seropositivos

abortan (Dubey, 1999).
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Figura 7. Aborto de un feto bovino por Neospora caninum
(Barr et al., 1991)

El aborto se puede presentar en tres formas las cuales son el aborto denominado
explosivo, pausado y el esporadico (Dubey, 1999). Los fetos que mueren en el
utero, pueden ser reabsorbidos, momificados o autorizados y pueden nacer vivos
pero con la enfermedad o nacer clinicamente normal pero crénicamente infectados
(Dubey, 1999; Dubey y Lindsay, 1996).

1.1.6.2 CANINOS Y OTRAS ESPECIES

Los casos mas severos de Neosporosis ocurren en perros jovenes,
infectandose en forma congénita (Dubey et al., 1988b). Perros jovenes desarrollan
paralisis de los miembros posteriores que culmina en una paralisis progresiva, los
afecta en una manera mas severa que a los miembros anteriores y en algunos
perros se presenta una hiperextension rigida de los miembros locomotores

(Dubey et al., 1988a, b; Hay et al., 1990).
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Otras disfunciones incluyen dificultad en deglutir el alimento, paralisis de la
mandibula, flacidez muscular, atrofia muscular y falla cardiaca (Lindsay et al.,
1999). La causa de la hiperextension de los miembros posteriores no es
completamente conacida pero se cree que es debido a una combinacion de
paralisis superior neuromotora y miositis que resulta en una rapida contractura
fibrosa progresiva de los musculos y fijacion de las articulaciones. La Neosporosis
puede ser localizada o generalizada, virtualmente en todos los 6rganos incluyendo
la piel (Dubey y Lindsay, 1996).

En perros adultos de 15 afios se ha visto la enfermedad clinica aunque la
presentacion clinica es mas variada en perros adultos. La mayoria tienen signos
nerviosos, y posteriormente la muerte. Pero también se han reportado polimiositis,
miocarditis y dermatitis (Dubey y Lindsay, 1996). Hembras subclinicamente
infectadas pueden transmitir el parasitoc ha sus fetos (Hay et al, 1990), y
sucesivamente las crias pueden nacer infectados (Dubey y Lindsay, 1996), La
predisposicion a una raza o susceptibilidad por el sexo a Neosporosis en el perro
no se conoce pero se han reportado mas casos en razas tales como labrador,
Boxer, Greyhound y Basset Hound (Lindsay et al., 1999). La Neosporosis clinica
también ha sido reportada en ovinos, caprinos, equinos y venados Yy

probablemente ocurra en otros animales (Dubey, 1999).
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1.1.7 LESIONES FETALES Y PATOGENESIS DEL ABORTO EN

BOVINOS POSITIVOS A NEOSPOROSIS

Lesiones inflamatorias hasta degenerativas pueden ser encontradas en
cualquier parte del tejido fetal, pero son mas comunes en el sistema nervioso
central (SNC), corazén, musculo esquelético e higado (Anderson ef al., 1991; Barr
et al, 1990; Wouda et al, 1996). Las lesiones macroscopicas son raras, pero
pueden estar presentes en corazén, musculo esquelético y el cerebro. En un
becerro nacido muerto, el corazén se encontré hipertrofiado (Dubey et al., 1990c).
Focos de palidez pueden estar presentes en el muasculo esquelético y el corazén.
En el cerebro se pueden encontrar desde areas palidas hasta una necrosis
severa. Las lesiones nerviosas consisten en una encéfalomielitis no supurativa
caracterizada por una infiltracién no supurativa multifocal, con o sin necrosis
multifocal y una infiltracién leucocitaria no supurativa multifocal pasando a difusa
en las meninges (Dubey y Lindsay, 1996).

Las lesiones caracteristicas de Neosporosis en el SNC consisten en focos
de infiltracion de células mononucleares alrededor de un area central de necrosis.
Una proliferacion glial es mas comin en fetos abortados en el tercer trimestre.
(Dubey y Lindsay, 1996).

En un estudio de 82 fetos, encefalitis y miocarditis fueron vistos en un
100%, adrenalitis en un 80%, miositis en un 72%, nefritis en un 66% hepatitis en
un 62%, placentitis en un 53% y neumonia en un 44% (Barr et al., 1990). En otro
estudio de 90 fetos abortados en bovinos de Holanda con Neosporosis

confirmada, las lesiones histolégicas y la distribucion del parasito en el cerebro,
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corazén e higado fueron comparadas. En 83 fetos (91%), las lesiones estuvieron
presentes en cada uno de los 3 6rganos, mientras que en los 7 fetos faltantes, las
lesiones fueron vistas en 2 de los 3 6rganos. Las lesiones cerebrales fueron vistas
en todos y el 76% de los fetos fueron encefalitis no supurativa con necrosis
multifocal en donde ocasionalmente también hubo calcificacién (Boulton et al.,
1995). Las lesiones en el miocardio son severas pero son frecuentemente
enmascaradas por la autolisis. En 2 fetos bien preservados, las lesiones fueron
una miocarditis extensiva y necrosis de cardiomiocitos (Dubey ef al, 1990c;
Wouda et al, 1996). Las lesiones del higado consisten en una infiltracion de
células mononucleares periportal y un variable foco de necrosis hepatocelular
(Barr et al., 1990; Wouda et al., 1996). N. caninum es mayormente demostrable en
el cerebro, corazén y es dificil en otros 6rganos, incluyendo la placenta (Dubey y
Lindsay, 1996).

En un estudio realizado por Wouda et al, en 1996, N. caninum fue
encontrado en el cerebro de 71 (89%), en el corazén de 11 (i4%) y en el higado
de 21 (26%) de 80 fetos examinados por IHC. y también encontré méas organismos
de N. caninum en casos de abortos epizodticos que en esporadicos.

Aunque se conoce muy poco de la formacion del quiste tisular en el feto bovino, en
un estudio un feto experimentalmente infectado se encontré un pequefio quiste
tisular (10pm) en el cerebro cuya madre havia sido inoculada con N. caninum 32
dias antes que se diera eutanasia al feto (Dubey et al., 1992). Quistes tisulares no
han sido reportados en tejidos de fetos bovinos removidos aproximadamente 1
mes después de la inoculacion de las vacas con N. caninum (Barr et al., 1994b;

Dubey y Lindsay, 1996).
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1.1.8 EPIZOOTIOLOGIA

Las infecciones por N caninum han sido diagnosticadas en bovinos en
paises pertenecientes a los cinco continentes, sugiriendo que el parasito tiene una
distribucién mundial (Anderson et al., 1991; Wouda et al., 1992). La prevalencia de
la infeccién por N caninum en algunos hatos bovinos tanto lecheros como de
came es alta (Paré et al., 1994; Thurmond y Hietala, 1995).

Europa es el continente con mayor interés en conocer cada vez mas Yy
controlar la infeccion por N. caninum al igual que E.U.A., y asi se han realizado
diversos estudios para ubicar la distribucion de este parasito. En paises como
Inglaterra (Otter et al., 1993), Irlanda (McNamee et al., 1996), Escocia (Buxton et
al,, 1997), Alemania (Schares et al.,, 1997), Holanda (Wouda et al., 1997), Suiza
(Gottstein et al., 1998), Suecia (Stenlund et al., 1999) y Espafia (Gonzéles et al.,
1999) ha sido reportado N. caninum asociado con el aborto.

En un estudio realizado en Espaiia se encontré una prevalencia de 30.6%
en vacas lecheras., la seropositividad fue asociada con el aborto durante los afos
previos y fue ligeramente superior en el ganado comprado, que el ganado criado
en granjas, también se sugirié que la transmision congénita contribuyo en un 56%
de la infeccioén, por que era mas probable que las vacas seropositivas hayan

tenido una madre seropositiva (Mainar-Jaime et al., 1999). En éste mismo estudio
se encontré que bovinos con una seroprevalencia arriba del 10% tenian mas

perros en la granja, que bovinos con una menor prevalencia.
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En el Continente Americano, el Estado de Califomia (E.U.A) es
considerada una zona endémica de la enfermedad con prevalencias del 33% en
los hatos lecheros y con una variacion del 20 al 40% (Anderson ef al., 1991),
Ademas se ha identificado el parasito en el 24.4% de los fetos abortados
sometidos a examenes histopatologicos en los laboratorios de referencia.

En Latinoamérica un estudio realizado en hatos lecheros pertenecientes al
sur de Brasil, sueros recolectados de 172 bovinos de edades variadas fueron
probados por el ensayo inmunolégico ligado a enzima (ELISA)., 60 de 172 fueron
clasificados como positivos a anticuerpos especificos contra N. caninum con una
prevalencia total de 34.8% en donde 47 de 126 fueron adultos con prevalencia de
37.3%, 4 de 15 fueron vaquillas entre 5 meses y un afio con una prevalencia de
27%, T de 29 vaquillas de uno a dos afios con una prevalencia de 24% y 2 de 2
muestras pre-calostrales con una prevalencia de 100% estas ultimas muestras
fueron obtenidas de becerros nacidos sanos y sus crias- fueron positivos a
N.caninum (Locatelli et al., 2001).

Debido a que la Neosporosis bovina se reconocid recientemente en México
(Morales et al., 1997), los estudios seroepidemiologicos hasta la fecha han sido
escasos. Existen casos seroldgicos realizados en algunos Estados de México en
donde se encontré una seroprevalencia de 72% en vacas pertenecientes a hatos
con tasas anuales de abortos entre 13% y 30% en los Ultimos tres afios (aborto
epizoobtico) y de 36% en vacas pertenecientes a hatos con tasas de abortos hasta
de 12% anual en los Ultimos tres afios (aborto enzooético), por lo que se considero
que la enfermedad podria estar difundida en los principales hatos lecheros

Mexicanos (Morales et al.,2001).
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Los caninos juegan un papel muy importante en la epidemiologia de la
infeccion por N. caninum, La Neosporosis canina a sido observada en la mayoria
de los palses alrededor del mundo. Las prevalencias fluctian hasta un
29%(Barber et al., 1997; Lindsay et al., 1996a; Lindsay et al., 1999). Evidencias
seroldgicas de la infeccién han sido demostradas en Dingos (Barber ef al., 1997),
coyotes (Lindsay et al., 1996a) y zorros rojos (Simpson et al., 1997) sugiriendo que
estos caninos son potencialmente involucrados en la transmision de N. caninum.
Con respecto a la salud pdblica de N. caninum hasta la fecha no hay
documentacion sobre infecciones en humanos, aunque primates han sido
experimentalmente infectados y eso es una evidencia serolgica indirecta en

cuanto a la infeccion en humanos (Ho et al., 1997).

1.1.9 TIPOS DE DIAGNOSTICO UTILIZADOS PARA

NEOSPOROSIS.

El diagnéstico de laboratorio es la principal herramienta para el control y ta
erradicacién de las enfermedades que afectan a los animales domésticos y
silvestres; en el caso de la Neosporosis bovina el diagnéstico en el aborto o la
forma congénita se lleva a cabo por histopatologia de tejidos fetales y la
identificacion y confirmacion de la presencia del parasito empleando pruebas de
Inmunohistocompatibilidad (IHC) (Barr et al., 1991; Lindsay y Dubey, 1989b).

Asimismo el parasito puede ser aislado inoculando extractos de tejidos

infestados en cultives celulares ¢ en animales de laboratorio (Dubey et al., 1988b;
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Lindsay y Dubey, 1989a). Actuaimente no existe un método estandar de
diagndstico ante-mortem para la infeccién en bovinos, pero se emplean técnicas
para detectar anticuerpos en suero como la prueba indirecta de anticuerpos
fluorescentes (IFAT) (Barr et al., 1995), ELISA (Bjorkman et al., 1994; Dubey et al.,
1996; Paré et al., 1995; Wouda et al., 1999b); el uso de anticuerpos monoclonales
(Baszler et al., 1996) y también técnicas moleculares como PCR (Payne y Ellis,
1996). La deteccion de anticuerpos anti-Neospora caninum especificos en el suero
de bovinos ha sido muy util y satisfactoria para el diagnéstico de enfermedades y
ha demostrado ser adecuada para investigaciones seroepidemiolégicas (McAllister
et al., 1996; Morales et al.,, 2001; Paré ef al., 1994; Paré et al., 1996; Thurmond y
Hietala, 1995; Thurmond et al., 1995; Wouda et al., 1999b; Wouda ef al., 1997).

El diagnéstico serolégico en el ganado bovino se habia limitado a IFAT basado en
el aislamiento de BPA-1 bovino, la cual fue la primer prueba serolégica utilizada en
suero bovino (Conrad et al, 1993; Paré et al, 1995),- siendo util en la
determinacién de anticuerpos previos a la ingestion de calostro; asi como para dar
seguimiento al Estado serolégico de los hatos (Paré et al., 1995; Trees et al.,
1994).

Recientemente se ha reconocido que la técnica de ELISA es consistente,
objetiva, rapida y precisa (Bjorkman et al., 1994; Dubey et al., 1996; Paré et al.,
1995; Wouda et al, 1999b);, proporciona una alta calidad de sensibilidad y
especificidad, siendo mas sensible y especifica que la IFAT (Dubey et al., 1996,
Kuby, 1992; Paré et al, 1995). Dentro de los diferentes tipos de ELISAs el mas
utilizado es el ELISA de extracto crudo (Gottstein et al., 1998; Moen et al., 1998;

Thurmond y Hietala, 1997). En este tipo de técnica se utilizan preparaciones de
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antigeno crudo del aislamiento BPA-1 bovino y NC-1 canino (Osawa et al., 1998;
Paré et al 1995), pero el ELISA iscom y el ELISA de célula entera también se han
usado en estudios epidemiok;gicos (Bjorkman et al, 1996; Dannatt, 1997). La
preparacion de diferentes antigenos crudos conteniendo una mezcla de antigenos
intracelulares y antigenos de membrana se utilizan en éstas técnicas de ELISA
para N. caninum (Bjorkman y Uggla, 1999). Otra forma de ésta técnica es
Taquizoitos enteros lisados preparados por sonicacién (Paré et al.,, 1995) o por
detergente solubilizado (Bjorkman y Uggla, 1999). igualmente se ha utilizado un
extracto soluble en agua para congelacidon y descongelacion de taquizoitos
seguido por sonicacion removiendo el material no soluble por centrifugaciéon
(Osawa et al., 1998).

Paré et al, en 1995 reportaron un 89% de sensibilidad y un 97% de
especificidad de ELISAs por el método de taquizoitos lisados enteros de bovino.
Otros laboratorios reportaron sensibilidad y especificidad de- 92-98% y 87-100%,
respectivamente, por el método de ELISA de antigenos crudo:; (Moen et al., 1998),
No se han reportado reacciones cruzadas con otros protozoarios incluyendo T.
gondii (Bjorkman y Uggla, 1999). El rapido avance que ésta ocurriendo en el
conacimiento de la biologia y epidemiologia de N. caninum en algunos paises nos
ayuda ha desarrollar cada vez més nuevas estrategias para el control de
Neosporosis, esto es gracias a la aplicacion de pruebas de diagndstico seroldgico

tales como ELISA (Dubey y Lindsay, 1996; Bjorkman y Uggla, 1999).
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1.1.10 IMPORTANCIA ECONOMICA

Es dificil evaluar las consecuencias econémicas e impacto econémico de
Neosporosis en muchas partes del mundo debido a los escasos reportes y a la
dificultad para la obtencién de datos epidemioldgicos de Neosporosis en bovinos
(Dubey, 1999), sin embargo en algunos paises como E.U.A., Nueva Zelanda y
Holanda entre otros, N. caninum ha sido asociada con grandes pérdidas
econdmicas debido principaimente a factores como el aborto, descenso en las
actividades reproductivas, disminucién en la produccién de leche (Anderson, et al.,
1991; Barr et al., 1991; Paré et al., 1996; Waldner et al., 1998).

Entre los factores asociados a las pérdidas eoon'émicas por Neosporosis
destaca el aborto, ya que durante [a tltima década N. caninum ha sido reconocido
como uno de los agentes etiolégicos mas importantes que causan aborto con
pérdidas econdmicas considerables en bovinos a nivel mundlgl y la infeccién ha
sido asociada con abortos endémicos y epidémicos en la industria lechera
(Anderson ef al., 1991; Mainar-Jaime et al., 1999; Schares ef al., 1397; Thornton et
al., 1991; Thurmond et al., 1997; Trees et al., 1994; Wouda et al., 1996).

En un estudio realizado de 1995 a 1997 en Holanda por Wouda et al. se ha
diagnosticado de un 15 hasta un 20% de los becerros abortados como positivos
con lesiones histologicas compatibles a la infeccion por N. caninum. Esto hace
suponer que N. caninum sea la causa mayor reconocida de aborto en las

industrias lecheras con pérdidas econémicas considerables en Holanda.
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En otro estudio realizado en California, E.U.A., la causa principal de aborto
en bovinos fue atribuida a N. caninum con pérdidas estimadas en la industria
lechera de alrededor de los 35 millones de dé6lares anuales (Anderson et al., 1991;
Barr et al, 1998). Recientemente la Neosporosis ha sido reconocida como una
causa de pérdidas econémicas substanciales en ganado de came (Waldner et al.,
1998; Boulton ef al., 1995). Waldner et al., en 1998 reportaron un incremento en el
riesgo de abortos, el nimero de nacidos muertos y también en el nimero de
bovinos que van ha ser eliminados por problemas reproductivos en el ganado de
came en donde la Neosporosis fue endémica. Por otra parte en Texas E.U.A. se
ha estimado que en hatos destinados a la produccion de came con 20% de
prevalencia pierden alrededor de 13.75 délares por cabeza de ganado, siendo

esto una considerable pérdida para la economia del productor (Kasari ef al., 1999).

1.2 LEUCOSIS.
1.2.1 DESCRIPCION, ETIOLOGIA Y MANIFESTACIONES
CLIiINICAS DE LEUCOSIS EN BOVINOS LECHEROS

La Leucosis Enzootica Bovina (LEB), llamada también Leucemia o
Linfosarcomatosis, es una enfermedad infecciosa, cronica, y especifica del ganado
bovino, es de curso clinico lento, con un periodo de incubacién de 1 a 5 afios y
afecta fundamentalmente a los animales mayores de 2 afios de edad, presentando
un bajo porcentaje de animales enfermos con manifestaciones clinicas (Johnson Y

Kaneene, 1991a). Esta enfermedad se describié por primera vez en Alemania por
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Leisering en 1817, y posteriormente otros reportes los realizaron Siedmagrotzky y
Johne en los afios 1878 y 1879 (Abramova et al., 1979).

Generalmente la enfermedad es de tipo subclinico y se caracteriza por que infecta
principalmente a los linfocitos B de los bovinos, ocasionando inicialmente una
proliferacion de estas células en el 30-70 % de los animales infectados y algun
tiempo después (meses, afios) un bajo porcentaje de los animales infectados (0.1
- 10 %) puede desarrollar la enfermedad tumoral como consecuencia de la
acumulacién de los linfocitos neoplasicos en casi cualquier 6rgano del animal.
Cuando los tumores se desarrollan y resultan en |la enfermedad, los signos clinicos
observados estan relacionados al sistema organico involucrado; por esta razén
esta condicién puede ser dificil diagnosticar clinicamente (Blood y Rodostits, 1992;
Ollis, 1996; Mirsky, ef al., 1996).

El Virus de la Leucosis Bovina (VLB) es un retrovirus linfotrépico exégeno del tipo
C, agente causal de LEB en el ganado bovino (Figura 8). Se ha reportado

recientemente que los linfocitos T también pueden afectarse (Teich, 1982).
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Figura 8. Viriones del Virus de la Leucosis Bovina (Chasey et al., 1978)

Desde el punto de vista inmunolégico las proteinas mas importantes del virus son
la p24 y las proteinas de membrana gp30 y gp51(Deshayes et al., 1980). Segun
se plantea, la mas relevante desde el punto de vista del diagndstico es la gp 51,
por estar relacionada ademas con el reconocimiento de receptores en las células
dianas (Altaner, 1993).

La transmisién del VLB es principalmente por via horizontal (80%), siendo
necesaria la transferencia de células infectadas (linfocitos B) para una efectiva
infeccion. La transferencia de estos linfocitos infectados frecuentemente se realiza
a través de los fluidos y secreciones corporales naturales como la sangre,
secreciones genito-urinarios, heces y saliva. Estos fluidos y secreciones contienen
cantidades variables de células contaminadas, las cuales pueden contaminar a los
animales susceptibles por los procedimientos rutinarios de manejo dentro del hato

tales como inyecciones, transfusiones de sangre, toma de muestras de sangre,
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descorne, tatuajes, muesqueado, recto-palpacién en los que se usan materiales y
equipos para mas de un animal sin una adecuada desinfeccién e higiene (Jonhson
y Kaneene, 1991b). Ciertos insectos y mamiferos hematéfagos (murciélagos), al
parecer también tienen un rol importante en la difusién de! VLB; sin embargo, esta
se limita a zonas tropicales o subtropicales en donde existe alta densidad de estos
reactores (Jonhson y Kaneene, 1991b).

En base a la manifestacion epizootioldgica, edad de ocurrencia y
distribucién de las neoplasias, la Leucosis Bovina se clasifica en 3 formas:
portador sano asintomatico (PSA), Linfocitosis persistente (LP) y Linfosarcoma
Enzodtico Bovino (LEB) (Blood y Rodostits, 1992; Ferrer et al., 1978, Mamoun et
al, 1983). La manifestacion de algunas de estas formas depende de factores
genéticos y ambientales (Ferrer ef al., 1978; Lassauzet ef al, 1991).La LP se
presenta entre un 30% y un 70% de los animales afectados por el virus y se
considera como una respuesta benigna. Este sindrome se caracteriza por un
aumento en las cuentas de linfocitos B (Ferrer et al., 1978) y se define como un
aumento prolongado en el nimero de linfocitos aproximadamente 3 veces por
arriba del promedio normal (Esteban et al, 1985; Ferrer et al, 1978). Esta
condicién debe persistir por lo menos 3 meses consecutivos y los animales no
manifiestan alteraciones clir;icas de linfo-proliferacién (linfoma) (Jacobs, 1983).
Por ofra parte la LEB se considera como la forma maligna de la enfermedad y
ocurre entre el 0.1 a 10% de animales portadores del virus (Cerqueira et al., 1984).
La LEB provoca anorexia y pérdida de pesc por la obstruccion y ulceracion del
tracto gastrointestinal, alteraciones neurolégicas y cardiacas por infiltracion linfoide

y desarrollo de tumores en regién retrobulbar (Jacobs, 1983; Jonson y Kaneene,
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1991a; Rebhun, 1982). Otro investigador reporto signos clinicos en bovinos con
LEB como fiebre, diarrea, perdida de peso, baja en la produccién de leche,
alteraciones respiratorias y cardiovasculares, constipacién, exoftalmo bilateral,
paresis posterior y linfadenopatia interna (Reed, 1981).

En bovinos con linfoma se presenta un descenso en el nimero de linfocitos T con
escasa respuesta a mitbgenos provocando alteraciones inmunolégicas celulares y
una reduccidon en las concentraciones de IgM por lo tanto la afinidad de los
anticuerpos se encuentra disminuida provocando desordenes humorales (Jacobs,

1983).

1.2.2 EPIZOOTIOLOGIA

La LEB es la neoplasia hemolinfatica mas frecuente y el segundo tumor
mas comun en bovinos, segtn reportes de incidencia en diferentes zonas (Jacobs,
1983; Johnson y Kaneene, 1991a). Estudios seroldgicos r.evelan que en los
diversos continentes la infeccién por VLB se encuentra ampliamente difundida
(Burridge et al., 1981; Kaaden y Stephenson, 1978; Monroy et al., 1985; Usui et
al., 2003).

En el Continente Europeo Paises como Francia, Alemania, Italia reportan
prevalencias moderadas por debajo del 25% y en Paises como Inglaterra, Irlanda,
Holanda, Suiza, Portugal entre otros se reportan prevalencias bajas (Straub y
Olson, 1978). En Canada se mostr6 mediante serologia que el 40% de los hatos
lecheros estan infectados (Kaden y Stephenson, 1978). Por otra parte se calcula

que la prevalencia de infeccidn en los E.U.A. fluctua alrededor de 10% y 48% en
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bovinos lecheros y un 60% al 92% de hatos lecheros se encuentran Infectados
(Straub y Olson, 1978). En un estudio realizado en Canada se determino la
seroprevalencia de 4 enfermedades en 90 granjas lecheras, las cuales incluyeron
37.8% Diarrea Viral Bovina, 20.4% Leucosis Enzoética Bovina, 3.4%
Paratuberculosis, y 19.2% Neosporosis. Todos los animales fueron naturalmente
expuestos a estas enfermedades. Asimismo se encontré que en las granjas que
realizaban la vacunacion la seroprevalencia se asociaba con una reduccién a la
enfermedad de Diarrea Viral Bovina y Leucosis Enzodtica Bovina, mientras que en
granjas que compraban sus animales en hatos externos este factor se asocio con
una alta seroprevalencia de Paratuberculosis. Ninguno de estos 2 factores se
asocio con la seroprevalencia de N. caninum (Chi et al., 2002).

En México los estudios seroepidemioldgicos hasta la fecha son escasos.,
existen reportes de diferentes Estados de la republica con seroprevalencias de la
infeccion considerables que fluctian entre un 18% y un 54% (Espada et al., 1986;
Monroy et al., 1985; Suzan et al., 1983).

En un estudio realizado por Avalos en el afio de 1995 en el Noreste de
México, se deterrr;ino una seroprevalencia general de 20.8% a la infeccién por
VLB en bovinos productores de leche y carne, resultando mas afectados los

bovinos productores de leche con una seroprevalencia de 39.8%.
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1.2.3 DIAGNOSTICO SEROLOGICO A LA INFECCION POR EL
VIRUS DE LA LEUCOSIS BOVINA

El diagnéstico de LEB o Linfosarcoma bovino, ha involucrado 1a utilizacion
de los estudios macroscdpicos y microscépicos de drganos y tejidos (Olson y
Miler, 1987), lo que permite establecer las formas linfosarcomatosas de la
enfermedad, asi como el diagndstico basado en pruebas hematolbgicas
(Bendixen, 1959), serologicas (Marifio ef al., 1984; Ressang, et al., 1978), y en la
{ltima década los métodos moleculares como [a hibridacion (Noda et al., 1992) y
la reaccion en cadena de la polimerasa PCR. (Johnson et al., 1985; Meas et al.,

2003).

A pesar del importante desarrollo a nivel molecular logrado recientemente
en el diagndstico de las enfermedades de origen infeccioso, los sistemas basados
en el reconocimiento inmunologico antigeno-anticuerpo, c;)ntim]an siendo los
métodos de eleccion para la deteccidon en la mayoria de tales infecciones,
sobretodo, cuando se desean realizar estudios masivos ya sean de caracter
epidemioldgico o en las campaiias de control de enfermedades. Mediante técnicas
seroldgicas se puede analizar eficientemente un gran nimero de animales dando
seguridad, rapidez, alta sensibilidad y total confiabilidad para el diagnostico de

VLB (Almansa et al., 1996; Meas ef al., 2002).

Entre las pruebas serologicas, la primera y mas ampliamente empleada

para revelar la presencia de anticuerpos contra antigenos del VLB ha sido la
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Inmunodifusién Doble en gel de Agar (AGID) (Almansa et al., 1996; Buzala y

Deren, 2003).

Por otra parte, ELISA es la técnica preferida para la evaluacién de la
respuesta inmune en infecciones virales, porque nc; solamente se enmarca en la
poblacién de estudio, sino que los resultados se obtienen en corto tiempo (Buzala
y Deren, 2003; Voller ef al., 1982). Es por ello que entre sus ventajas tedricas se
incluyen la rapidez y factibilidad para las condiciones de campo (Meas et al.,
2002). Para este método indirecto se utiliza una variedad de antigenos del virus
entre ellos se encuentra el Gp51(Thurmond et al., 1985) y anti IgG bovina (Monroy
et al, 1985). En cada region donde prevalezca la enfermedad, su control va
encaminado al diagnéstico de animales seropositivos, requiriendo de medios
diagnosticos econdmicos con altos niveles de sensibilidad y especificidad que
permitan evaluar a los grupos de animales en riesgo para la grradicacién de VLB

(Nuotio et al., 2003; Volier ef al., 1982).

1.2.4 IMPORTANCIA ECONOMICA

Estudios revelan que animales seronegativos sobrevivian mas de 3.5 afios
que los seropositivos, de esta forma el aumento del periodo de permanencia en el
hato puede influenciar en la eficacia econdmica del mismo. Por otra parte sugieren
que la infeccion por VLB incrementa la probabilidad de desecho debido a un efecto
adverso a la productividad causado por alteraciones de los procesos fisiologicos y

a la presencia de cantidades subclinicas de tejido neoplasico. También sugieren
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que la produccion lactea sufre una pérdida promedio de 156 Kg. corregida al 3.5%

de grasa por cada lactancia en el animal (Thurmond et al., 1985).

Pelzer y Sprecher en 1993 encontraron que los costos directos asociados a
la presencia clinica de la infeccién por el BLV incluyen pérdidas en la produccién
de leche, en el valor de la canal y la pérdida de un potencial temero si la vaca esta
gestante. Por otro lado las pérdidas indirectas debido a la infeccién por el BLV
estan asociadas con limitaciones en las oportunidades de venta de semen o

embriones e inclusive de animales vivos.

Otros estudios revelan que en hatos con alta seroprevalencia se encuentran
la pérdida de mercados que solicitan animales libres de VLB, aunado a los costos
que se realizan para el diagnostico, tratamiento y control del linfosarcoma, asi
como el desecho prematuro, muerte del ganado, decomiso de las canales al
sacrificio y restricciones para exportar animales procedentes de zonas positivas

(Rhodes et al., 2003).

1.3 BRUCELOSIS.
1.3.1 DESCRIPCION, ETIOLOGIA Y MANIFESTACIONES CLINICAS
DE BRUCELOSIS EN BOVINOS LECHEROS

La Brucelosis es una enfermedad bacteriana que provoca alteraciones
reproductivas en bovinos y otros animales y también se incluye en el humano.
Puede transmitirse con facilidad de los animales al hombre y representa un

verdadero riesgo ocupacional (Omer et al., 2002). La infectividad de Brucella spp.



35

no es especifica, cualquiera de las especies conocidas puede infectar a diferentes
animales (Hagan y Bruner, 1983; Nicolefti, 1980). Los organismos del género
Brucella spp. son bacilos gram-negativos, no moviles y no esporulados que se
caracterizan por ser bacterias intracelulares facultativas con predileccién por el
sistema reticuloendotelial y 6rganos reproductores (Thoen y Enright, 1986; Young
y Corbel, 1989). Se han identificado 6 especies del género Brucella: B. abortus
(figura 9), B. melitensis, B. suis, B. neotomae, que forman colonias lisas (Figura
10); mientras que B. ovis y B. canis forman colonias rugosas (Harrington y Brown,
1976). En bovinos la infeccién se debe casi siempre a B. abortus (Crawford ef al.,

1973).

Figura 9. Brucella abortus en citologia de cotiledones
en un aborto bovino (Quinn et al., 1994)
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Figura 10. Colonias lisas de Brucella abortus en
agar suero dextrosa (Olds, 1982)

La Brucelosis se puede presentar en forma aguda y/o crénica en el ganado,
y se caracterizan por bacteremia recurrente o persistente que culminan en
abortos, siendo este el signo clinico cardinal de Brucelosis que se presenta
después del quinto mes de gestacién. También se pueden presentar secuelas
frecuentes de retencion de placenta y metritis. Esta Gltima puede ser aguda, con
septicemia y muerte consecutiva o crénica seguida de esterilidad. Mientras que en
los machos se observa ocasionalmente orquitis y epididimitis afectando también
su fertilidad (Ruiz-Castenada, 1947; Thoen y Enright, 1986; Young y Corbel,

1989).
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1.3.2 EPIZOOTIOLOGIA

La Brucelosis bovina se encuentra ampliamente distribuida, posee enorme
importancia econémica en casi todo el mundo, sobre todo entre el ganado lechero
y la frecuencia varia considerablemente en las poblaciones bovinas, en distintas
regiones, y en diferentes paises (Moreno, 2002; Nicoletti, 1980).

En Inglaterra y diversos paises de Europa se han registrado frecuencias de
15 a 50% en hatos infectados y 16% en E.U.A,, pero en los dltimos afios ha
disminuido notablemente la frecuencia de esta enfermedad de 6000 casos por afio
bajo a 300 (Callis et al., 1989).

Actualmente la prevalencia de Brucelosis en bovinos en el Continente
Americano flucta entre un 4% y un 8%, principalmente con mas alta prevalencia
en América central, en donde el mayor nimero de casos de Brucelosis se han
identificado en bovinos destinados a la produccion de leche (N!oreno, 2002).
Tradicionalmente, México ha sido reconocido como una zona endémica de
Brucelosis. El desarrollo de técnicas de diagndstico, estrategias de vacunacion y el
esfuerzo de la erradicacion nacional han contribuido significativamente en el
control de la Brucelosis, sin embargo el Estado actual de la enfermedad y sus
factores de riesgo tanto en los animales y en el hombre se mantienen en
constante vigilancia (Luna y Mejia, 2002).

Desde el punto de vista de la salud humana la Brucelosis es importante en
vitud de que el microorganismo causal puede producir Fiebre Ondulante en el
hombre. La posibilidad de que la infeccién ocurra por ingestién de leche infectada

impone la necesidad de la pasteurizacion de este alimento. Sin embargo, la mayor
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parte de casos en el hombre son de tipo ocupacional y se observan cominmente

en granjeros, camiceros y veterinarios (Omer et al., 2002).

1.3.3 DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Existen diferentes tipos de diagnéstico para Brucelosis, entre los cuales
podemos contar el aislamiento e identificacion del microorganismo por exdmenes
microbiolégicos o bacterioldgicos (Alton et al., 1998), y el aislamiento molecular
mediante técnicas de diagnéstico molecular como PCR (Fekete et al., 1992) entre
otros. Sin embargo el diagndstico de Brucelosis se realiza generalmente por
métodos serologicos debido a su rapidez, facilidad para realizar y ahorro
econdmico que esto implica (Ariza et al., 1992; Gurturk ef al., 1999). El método de
diagndstico seroldgico tradicional mas utilizado consiste en la reaccion de
aglutinacion, la cual es observada al conjugar la bacteria con el suero del animal
sospechoso. Generalmente el animal encontrado positivo en la prueba serolégica,
es sacrificado, mas sin embargo para lograr un buen control es necesario detectar
y eliminar los animales enfermos tan pronto como sea posible y en etapas
tempranas de la infeccion (Alton et al., 1988).

Hay que tomar en cuenta si los bovinos se encuentran vacunados o no ya
que la aglutinacion de la prueba puede darse por los anticuerpos inducidos por la
vacuna y esto indudablemente resta un gran valor al diagnostico (Goudswaard et

al., 1976; Milner ef al., 1990; Perry y Bundle, 1990).
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1.3.4 IMPORTANCIA ECONOMICA

Las pérdidas de productividad causadas por Brucelosis son de gran
importancia debido a la disminucién de la producciéon de leche a causa de los
abortos de las vacas; estas perdidas se han calculado en gran Bretafia en unos
$32 millones de dolares por afio (Bothwell, 1962). El porcentaje de abortos en
bovinos productores de leche es muy alto y se ha llegado a estimar hasta en un
65% (Russel ef al., 1978). La infertilidad como secuela frecuentemente aumenta el
periodo entre la lactancia, y en los bovinos infectados el promedio entre los partos
puede prolongarse durante varios meses. Aunado a las pérdidas de produccion de
leche, existen también perdidas de becerros y dificultades en los planes de
crianza. La frecuencia elevada de infertilidad permanente y/o pasajera da origen a
la anulacion de vacas valiosas y en ocasiones muerte como consecuencia de
metritis aguda después de retencion de la placenta (Ruiz-Castenada, 1947; Thoen
y Enright, 1986; Young y Corbel, 1989).

Actualmente en América Central se estiman pérdidas de hasta $25 millones
de délares por afo en los principales hatos bovinos destinados a la produccion de
leche con altas (8%) seroprevalencias de Brucelosis (Moreno, 2002). A pesar de
que las pérdidas econdmicas como consecuencia de los abortos en animales, y
otros factores asociados a la brucelosis del ganado son muy altas, el dafio a la

salud humana es realmente el problema principal (Beal, 1984).
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1.4 HIPOTESIS

Es factible que actualmente en el Noreste de México exista una alta
incidencia de Neosporosis, Leucosis y Brucelosis, lo cual estaria provocando
perdidas economicas a la ganaderia bovina

1.5 JUSTIFICACION

Las causas de aborto en bovinos son multi-etiolégicas y el aborto como tal
es una de las pérdidas mas importantes que merman la produccién pecuaria; cada

dia se descubre la participacion de nuevas etiologias en el fenémeno del aborto.

Actualmente en la zona Noreste de México se desconocen cuales etiologias
pudiesen existir respecto a lo anterior. Por este motivo la contribucién al estudio de
etiologias potenciales que causan aborto bovino en particular la Brucella, agente
tradicionalmente implicado, el Virus de la Leucosis’. Bovina, patogeno
potencialmente abortivo, y finalmente Neaspora, parésito que recientemente se le
ha implicado como una de las principales causas de aborto en bovinos lecheros a
nivel mundial, constituye una valiosa aportacién al conocimiento de una de las

piedras angulares en la lucha por controlar el aborto en los hatos bovinos del pals.
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1.6 OBJETIVOS

El objetivo general es determinar la Prevalencia de Neosporosis, Leucosis y
Brucelosis en bovinos del Noreste de México mediante técnicas serolgicas en la
ganaderfa bovina.

Objetivos particulares

*Determinar la seroprevalencia de Neosporosis en una poblacion de ganado
lechero del Noreste de México.

*Determinar |a seroprevalencia de la Leucosis en una poblacién de ganado
lechero del Noreste de México

*Determinar la seroprevalencia de Brucelosis en una poblacién de ganado
lechero del Noreste de México

*Determinar si existe alguna evidencia serolégica de Neosporosis en una
poblacién de bovinos de engorda del Noreste de México.
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CAPITULO 2
MATERIAL Y METODOS

2.1 INSTALACIONES Y UBICACION DE LAS ZONAS
MUESTREADAS

El presente estudio se llevo a cabo en un total de 44 hatos bovinos para
realizar el diagnéstico de Neosporosis, de los cuales 41 fueron de bovinos
destinados a la produccion de leche y 3 de bovinos destinados a la produccién de
camne (Tabla 1). Hay que mencionar que de los 41 hatos de bovinos destinados a
la produccion de leche se utilizaron 29 para realizar de nuevo el diagnéstico de
Neosporosis, asi como el diagnéstico de Leucosis y Brucelosis (Tabla 2). Se
muestrearon explotaciones ganaderas de distintas dimensiones que comprenden
hatos pequefios, medianos y grandes con diversas caracteristicas y condiciones.

El andlisis serolégico de las muestras se llevo a cabo en la Unidad de
investigacion Veterinaria en Enfermedades Infecciosas y Genéticas de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Auténoma de Nuevo Le6n
y en la Facultad de Ciencias Biologicas en el Laboratorio de Biotecnologia Unidad
C. La distribucion relativa de las zonas muestreadas se ubican en la figura 11 en

los Estados de color blanco.
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Figura 11. Distribucién de las Zonas muestreadas.

2.2 TOTAL DE MUESTRAS, TIPO DE PRODUCCION Y

PROCEDENCIA

Para el estudio sobre Neosporosis se obtuvieron un total de 591 muestras,
de las cuales el 90 % (532/591*100) correspondi6 al ganado productor de leche y
el 10 % (59/591*100) correspondi6é al ganado productor de carne. El total de los
Municipios de los cuales procedian los animales fueron 16, en donde 14
Municipios fueron para bovinos productores de leche y 2 Municipios (Linares y

Pesqueria) para bovinos productores de carne, perteneciendo 4 de éstos al
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Estado de Coahuila, 8 al Estado de Nuevo Le6n y 4 al Estado de Tamaulipas
(Tabla 1). Posteriormente para Neosporosis, Leucosis y Brucelosis se procedié a
hacer un muestreo nuevo al azar de bovinos lecheros procedentes de los mismos
hatos que participaron anteriormente solo para Neosporosis en los Municipios
pertenecientes a los tres Estados del Noreste de México, obteniendo un total de
274 muestras, de los cuales el 100 % (274/274*100) fueron bovinos productores
de leche. El total de los Municipios de los cuales procedian los animales fueron 14,
perteneciendo 4 de éstos al Estado de Coahuila, 6 al Estado de Nuevo Ledn y 4 al
Estado de Tamaulipas (Tabla 2). Las mismas 274 muestras para el diagnostico de

las tres enfermedades.
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Tabla 1. Localizacién y tipo de produccion de los hatos muestreados en el Noreste

Estado

Zoahuila

rNUGVO

Ledn

aulipas

d

ran Total

-

de México para el diagnéstico serologico de Neosporosis

Municipio

Candela
Saltillo
San

Buenaventura |

Torredn

Anahuac
Linares
Marin
Paras
Pesqueria
Sabinas
Vallecillo

Zuazua

Diaz Ordaz
Guerrero
Nuevo
Laredo

Rio Bravo

16

Muestras

36

38

95

18
29
63
10
30
38
64

29
36
37

42

591

Namero
de hatos
analizados

- O O = e = NN

44

Bovinos de
carne

59-10%

Bovinos
lecheros

36
16
38

95

18
63
10
38
64
10

29
36
37

42

532-90%

Total
analizados
por
Municipio

36
16
38

95

18
29
63
10
30
38

10

29
36
37

42

591

Total
analizados
Por
Estado

185

262

144

591
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Tabla 2. Localizaci6n y tipo de produccion de los hatos muestreados en el Noreste
de México para detectar Neosporosis, Leucosis y Brucelosis en ganado

lechero.

Muestras

-

Estado Municipio Niomero  Total analizados
,* Y de por Estado
hatos
y ’
Candela 2
Coahuila Saltillo ! 1
San 10 54
Buenaventura 2
i Tormeo6n 27
|
{
NUEVE Anahuac 5 1
Ledn : Marin 63 1
Paras 10 1 113
. Sabinas 20 5
Vallecillo 10 | 2
Zuazua a 1
Tamailioas Diaz Ordaz 29 3
Guerrero 12 1
Nuevo 24 2 107
Laredo
Rio Bravo 42 5
Gran Total 14 274 29 274
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2.3 CARACTERISTICAS DE LOS ANIMALES

Para el caso de Neosporosis, de los 591 bovinos analizados, el 87 %
(615/591*100) fueron de la raza Holstein-Friesian, el 3 % (17/591*100) fueron
bovinos criollos cruza de Holstein con Brahman y el 10 % (59/691*100) fueron
bovinos de la raza Charolais (Tabla 3). Por otra parte para Neosporosis, Leucosis
y Brucelosis de los 274 bovinos analizados, el 98 % (268/274*100) fueron de la
raza Holstein-Friesian y el 2 % (6/274*100) fueron bovinos Criollos (Tabla 4)

Todos los bovinos analizados fueron hembras.

Tabla 3. Raza, tipo de produccién y cantidad de bovinos analizados para
Neosporosis.

i I
Raza Funcién Numero de % de bovinos
’ zootécnica bovinos
Charolais BpC 59 10
Criollo  (Holstein- BpL 17 3
Brahman)
Holstein BpL 515 87
Total BpC y BpL 591 100

BpC = bovinos produccién came, Bpl. = bovino produccién leche
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Tabla 4. Raza, tipo de produccion y cantidad de bovinos analizados para
Neosporosis, Leucosis y Brucelosis

Raza Funcién Numero de % de bovinos
zootécnica bovinos l
Criollo  (Holstein- BpL F 6 1 2
Brahman)
L
Holstein ' BpL 268 98
Total BpL 274 : 100

2.4 TOMA DE MUESTRAS Y OBTENCION DE SUERO

A partir de los bovinos se extrajo sangre venosa aproximadamente entre 3 y
5 ml a partir de la Vena Coccigea y en algunas ocasiones de la Vena Yugular
empleando tubos al vacio (13 x 100) sin anticoagulante y agujas tipo “Vacutainer”
calibre (21 x 1%). Para obtener el suero, la sangre, una vez extraida se dejé
coagular a temperatura ambiente y se mantuvo en refrigeracion hasta su arribo al
laboratorio. Una vez coagulada la sangre, la muestra se centrifugé a 3,000 rpm x
15 minutos; extrayendo el suero mediante succion con pipetas Pasteur
depositidndose aproximadamente 2 ml en tubos para serologfa con capacidad de 3
ml . Previa identificacion se almacenaron en congelacion a —20°C hasta que se
procedi6 a realizar las pruebas serolégicas correspondientes. Todo el

procedimiento descrito fue simitar para ambos muestreos.
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2.5 DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA Neospora caninum.
2.5.1 ENSAYO INMUNOLOGICO LIGADO A ENZIMA (ELISA) PARA
NEOSPOROSIS.

Para la determinacion de anticuerpos contra Neosporosis en el suero del
animal se utilizo el estuche de diagnéstico comercial llamado “HerdChek Neospora
caninum Antibody Test Kit”, de Laboratorios IDEXX , el cual se basa en el método
de ELISA (Apéndice A). Primero se llevo a cabo la preparacién de la solucion de
lavado, diluyendo el concentrado para lavado a una razén de 1:10 con agua
destilada/deionizada. Posteriormente cada muestra de suero se diluy6 a una razén
de 1:100 con el diluyente para muestra (tampones con estabilizadores proteicos
con Azida de Sodio como conservante). Una vez teniendo la solucion de lavado
preparada y las muestras diluidas se procedi6 a realizar la prueba. Se obtuvieron
las placas y se registraron en una hoja de trabajo HerdChek , se colocaron 100pl
de control negativo sin diluir en los pozos A1 Y A2 y 100ul de control positivo
también sin dilucién en los pozos A3 Y A4, después se agrego la muestra de suero
diluida en cada pozo correspondiente de la placa y se incubo por 30 minutos a
temperatura ambiente. Al finalizar los 30 minutos se aspiro el liquido de todos los
pozos desechandolo en un recipiente apropiado. Posteriormente se lavo cada
pozo 4 veces con aproximadamente 300pl de solucién de lavado tamponada con
fosfato, aspirando el liguido de todos los pozos después de cada lavado
desechandolos en recipientes apropiados y golpeando la placa suavemente al

finalizar el lavado para transferir el liquido residual a un material absorbente.
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Posteriormente fueron agregados 100 pl de conjugado anti-bovino (HRPO) en
cada pozo y se incubo 30 minutos a temperatura ambiente, se volvié a aspirar el
liquido, desechandolo en un recipiente apropiado y se repitieron los 4 lavados con
el mismo procedimiento. Después se agrego 100 pl de solucion de substrato TMB
en cada pozo de la placa y se incubo durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Por dltimo al finalizar los 15 minutos se agrego 100 pl de solucién de interrupcién

(stop) en cada pozo de la placa para detener la reaccion. Se midi6 y registr6 la

absorbancia a 630nm en el Lector (figura 13) de cada muestra y se calcularon

los resultados mediante la validacion de un paquete computacional Xchek. Las
lecturas se realizaron en doble muestra y también los resultados se calcularon en
forma manual bajo la prueba de validacion y de acuerdo al instructivo del estuche
comercial de Neospora caninum (ver Apéndice A). En la figura 12 se muestra la

seropositividad de algunas muestras contra N. caninum.
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Figura 12. Placa mostrando seropositividad de algunas
muestras contra Neospora caninum

Figura 13. Lector de ELISA ( ELX800 Universal Microplate Reader
Lionheart Diagnostics)
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2.6 DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA EL VIRUS DE LA
LEUCOSIS BOVINA.
2.6.1 ENSAYO INMUNOLOGICO LIGADO A ENZIMA (ELISA) PARA
LEUCOSIS

Para la determinacién de anticuerpos contra VLB en el suero del animal, se
utilizo el estuche comercial de la marca VMRD, Inc. (VLB, Bovine Leukosis virus
Test Kit) mediante el método de ELISA (ver Apéndice B). Se preparo la solucidn
de lavado diluyendo 20 ml de solucién de lavado concentrada con 180ml de agua
destilada / deionizada para crear 200ml de solucion lista para usar. Posteriormente
se preparo el conjugado (100X Anticuerpo-peroxidasa) diluyendo para 96 pozos
6ul del conjugado con 5.940ml de Buffer de dilucion para el conjugado. Cada
muestra se diluyd a una razon de 1:25 en Buffer (amortiguador) de dilucién para
muestra y Después se procedié a hacer la prueba. Se obtuvieron las placas y se
registraron en una hoja de trabajo, en seguida se agregar'r:m 50 pl de control
negativo en los pozos A2Y A3, el control positivo en los pozos A4 Y A5 y las
muestras diluidas en los pozos correspondientes. El pozo A1 se utilizo como
blanco. Después se incubo 20 minutos a temperatura ambiente. Una vez
cumplidos los 20 minutos se desecho el liquido en forma de canto y se lavo 3
veces con la solucién de lavado y los respectivos golpes suaves en el ultimo
lavado para transferir el liquido residual al material absorbente. Posteriormente se
agrego 50 pl del conjugado (100XAnticuerpo-peroxidasa) y se incubo 20 minutos
a temperatura ambiente. Al finalizar los 20 minutos se repitieron los lavados con el

mismo procedimiento. Después de los lavados se agrego 50 pl de solucion
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substrato y se incubo nuevamente 20 minutos a temperatura ambiente cubierta
con aluminio. Y por Ultimo se agrego la solucién de interrupcion. Terminando el
desarrollo de la técnica se procedié a leer las placas aplicando un nivel de
absorbancia al lector de ELISA de 630nm y la interpretacion de los resultados se
obtuvieron bajo la prueba de validacién del manual de guia del Kit comercial
VMRD, Inc. (VLB) (Apéndice B). La Seropositividad de algunas muestras contra el

VLB se muestra en la figura 14

basl i 1%\.!‘)(712*0“\\
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Figura 14. Placa mostrando seropositividad de algunas muestras
contra el Virus de la Leucosis Bovina
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2.7 DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA BRUCELOSIS

2.7.1 METODO DE TARJETA O ROSA DE BENGALA

Los sueros problema junto con el antigeno se mantuvieron antes de iniciar
la prueba 50 minutos fuera de refrigeracion para que alcanzaran la temperatura
ambiente, posteriormente se colocaron 30l de cada muestra en los cuadros de la
placa de vidrio, utilizando una puntilla por cada muestra de suero. Después se
coloco 30pl a un lado de cada gota de muestra dentro de la misma cuadricula de
la placa, agitando el frasco del antigeno antes de usarse. Inmediatamente se
mezclo con palillos de madera, utilizando un palillo por muestra y se
homogenizaron con una rotacibn manual suave de la placa. Transcurridos 2
minutos se homogenizo de nuevo y a los 4 minutos se realizaron las lecturas de
las muestras en el aglutinoscopio. En el apéndice C se muestra mas informacién
sobre la prueba de tarjeta o Rosa de Bengala. La seropositi\}idad a Brucelosis se

muestra en la figura 15.
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Figura 15. Seropositividad contra Brucelosis

2.8 DETERMINACION DE LA PREVALENCIA

Para determinar la seroprevalencia en los hatos estudiados se empleo la siguiente
formula epidemiol6gica mediante el programa estadistico llamado Statistix, version
1.0, 1996.

N° seropositivos

P= X100
N° de muestreados
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 SEROPREVALENCIA DE NEOSPOROSIS EN EL ESTADO DE
COAHUILA

Con referencia a la seroprevalencia en el Estado de Coahuila, en la Tabla 5
se muestran los resultados observados de los Municipios que se consideraron
para el presente estudio. Los cuatro Municipios muestreados presentaron
animales seropositivos a N. caninum. Hay que mencionar que la prevalencia

present6 variacion entre los cuatro Municipios.

Se observd una prevalencia del 26 % (1041 1.C.) en San Buenaventura,
mientras que en el Municipio de Candela fue de un 28 % (11-43 1.C.). En Saltillo el
resultado que se obtuvo fue del 37 % (10-64 |.C.) y para el Municipioc de Torreén
un 61 % (50-71 I.C.) siendo un valor superior a los anteriores Municipios.
Asimismo en esta Tabla 1 se puede apreciar que de un total de 185 animales que
fueron muestreados de los cuatro Municipios correspondientes al Estado de
Coahuila, 84 resultaron positivos obteniéndose una seroprevalencia en ese Estado

de un 45 % (37-52 I.C.).
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Tabla 5. Prevalencia de anticuerpos contra Neospora caninum en bovinos
lecheros de la raza Holstein-Friesian en 4 Municipios del Estado de

Coahuila

C: 0 ATHEUELEAL S

Municipio Candela Saltillo San Torreén Total
Buenaventura

Animales 36 16 38 95 185
Muestreados
Positivos 10 6 10 58 84
Negativos 26 10 28 37 101
Prevalencia 28 S/ 26 61 45
I.C. 95% 11-43 10-64 10-41 | 50-71 37-52

La figura 16 muestra la cantidad de animales seropositivos para cada uno
de los cuatros Municipios, observandose a Torredbn como el Municipio que
presenta un mayor nimero con 58, mientras que Saltillo solo con 6. En la figura 17
por otro lado se representa en forma de barras el porcentaje de la prevalencia en
comparacion para los cuatro Municipios donde el Municipio de Torre6n se
mantiene como el de mayor prevalencia, mientras que el Municipio de San

Buenaventura como el de mas baja prevalencia.



Candela Saltillo San Torreén
Buenaventura

Figura 16. Nimero de animales seropositivos en los Municipios muestreados en

el Estado de Coahuila.
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Figura 17. Prevalencia de Neosporosis en los animales de los Municipios
muestreados en el Estado de Coahuila.
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3.2 SEROPREVALENCIA DE NEOSPOROSIS EN EL ESTADO DE
NUEVO LEON

Por su parte respecto a la seroprevalencia de Neospora en el Estado de
Nuevo Leon, en la tabla 6 se muestran los resultados de los ocho Municipios que
se incluyeron para esta investigacion. Todos los Municipios presentaron animales
seropositivos a N. caninum y la prevalencia obtenida tuvo una variacion entre los
Municipios. Los Municipios de Linares y Pesqueria son ganado de carne.

La prevalencia encontrada en Linares fue del 10 % (2-23 I.C.) al igual que
en Pesqueria que también fue de un 10 % (2-22 I.C.), en Sabinas se observé una
prevalencia del 39 % (22-56 I.C.), en el Municipio de Paras se observé una
prevalencia del 20 % (949 1.C.), en Vallecillo el resultado que se obtuvo fue del 56
% (43-69 I.C.), en Marin la prevalencia fue del 38 % (25-50 I.C.), en Zuazua la
prevalencia encontrada fue del 70 % (3-99), mientras que"en el Municipio de
Anahuac la prevalencia encontrada fue de un 78 % (55-99) siendo un valor
superior a todos los Municipios. La prevalencia total encontrada en el Estado de

Nuevo Ledn fue de un 40 % (33-451.C.).



Tabla 6. Prevalencia de anticuerpos contra Neospora caninum en bovinos

Municipio

' Animales
luestreados

E

l

| Positivos
Negativos
Prevalencia

1.C. 95%

ocho Municipios, en el cual Vallecillo fue el Municipio con un mayor nimero de

animales positivos con 36 y el Municipio de Paras fue el que tuvo un menor

60

lecheros de la raza Holstein-Friesian en 6 Municipios ( Anahuac, Marin,

Paras, Sabinas,

Anahuac

18

14

78

55-99

En la figura 18 se observan los animales seropositivos para cada uno de los

NUEVO LEON

Linares = Marin
29 63
3 ; 24
26 39
10 38
2-23 25-50

Paras

10

20

949

Pesqueria = Sabinas
30 38
3 15
27 | 23
10 39
2-22 22-56

Vallecillo

64

36

28

56

43-69

Vallecillo y Zuazua ) y bovinos de came de la
raza Charolais en 2 Municipios (Linares y Pesqueria).

Zuazua

10

70

3-99

numero de animales positivos con 2. En la figura 19 se observa el porcentaje de la

prevalencia en comparacion para los ocho Municipios donde podemos observar

que el Municipio de Anahuac es el de mayor prevalencia, mientras que los

Municipios de Linares y Pesqueria son los de mas baja prevalencia.

Total

262

104

158

40

33-45



Figura 18. Nimero de animales seropositivos en los Municipios
muestreados en el Estado de Nuevo Ledn.
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Figura 19. Prevalencia de Neosporosis en los animales de los Municipios
muestreados en el Estado de Nuevo Ledn
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3.3 SEROPREVALENCIA DE NEOSPOROSIS EN EL ESTADO DE

TAMAULIPAS

Con referencia a la prevalencia en el Estado de Tamaulipas, en la tabla 7
se muestran los resultados observados de los cuafro Municipios, resultando dos
Municipios positivos a la prueba para detectar anticuerpos contra N. caninum el
cual fueron Diaz Ordaz y Rio Bravo, mientras que Guerrero y Nuevo Laredo
resultaron negativos. También hay que mencionar que la prevalencia obtenida
tuvo una variacion entre los Municipios.

Se observo una prevalencia del 38 % (22-53 1.C.) en el Municipio de Rio
Bravo siendo superior a las demas prevalencias, mientras que en Diaz Ordaz la
prevalencia fue de 24 % (6-41 |.C.). por otra parte los Municipios de Guerrero y
Nuevo Laredo la prevalencia encontrada fue de 0. La prevalencia total encontrada

en el Estado de Tamaulipas fue de 16 % (9-22 1.C.).
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Tabla 7. Prevalencia de anticuerpos contra Neospora caninum en Bovinos
lecheros de la raza Holstein-Friesian en 4 Municipios del Estado de
Tamaulipas, siendo 17 bovinos criollos en el Municipio de Nuevo Laredo

TAMAULIPAS

Municipio Diaz Ordaz Guerrero Nuevo Laredo Rio Total
Bravo
Animales 29 36 37 42 144
Muestreados
Positivos 7 0 0 16 23
!
Negativos 22 36 37 26 121
Prevalencia 24 0 0 38 16
I.C. 95% 6-41 - - - 22-53 9-22

En la figura 20 se observan los animales seropositivos para cada uno de los cuatro
Municipios, en el cual Rio Bravo presenta' un mayor nimero de animales positivos
con 16, mientras que en Diaz Ordaz los animales positivos son 7. La figura 21
muestra la prevalencia en comparacién para los cuatro Municipios donde el
Municipio de Rio Bravo mantiene una prevalencia mayor que los demas, siendo

Guerrero y Nuevo Laredo las mas bajas con 0.
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Figura 20. Namero de animales seropositivos en los Municipios
muestreados en el Estado de Tamaulipas.
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Figura 21. Prevalencia de Neosporosis en los animales de los Municipios
muestreados en el Estado de Tamaulipas.
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3.4 COMPARATIVA DE LA SEROPREVALENCIA A Neospora EN
LOS MUNICIPIOS DE LOS ESTADOS DEL NORESTE DE MEXICO
QUE SE ESTUDIARON EN EL PRESENTE TRABAJO

Con respecto a la cantidad de animales seropositivos para todos los
Municipios de los tres Estados pertenecientes al Noreste de México que fueron
muestreados en la presente investigacion se muestran en la figura 22. Torreén fue
el Municipio que presento un mayor nimero con 58, mientras que Guerrero y
Nuevo Laredo el niumero fue de 0. La figura 23 muestra el porcentaje de la
prevalencia en comparacion para los dieciséis Municipios en donde Anahuac es el
Municipio de mayor prevalencia, mientras que Guerrero y Nuevo Laredo se

mantienen con la mas baja con 0.
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Figura 22. Namero de animales seropositivos en todos los Municipios
muestreados en los tres Estados del Noreste de México.
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Figura 23. Prevalencia de Neosporosis en los animales de todos los Municipios
muestreados en los tres Estados del Noreste de México.

3.5 COMPARATIVA DE LA SEROPREVALENCIA A NEOSPOROSIS
EN LOS ESTADOS DEL NORESTE DE MEXICO QUE SE
ESTUDIARON EN EL PRESENTE TRABAJO

En el caso de la seroprevalencia contra la Neosporosis en los Estados
pertenecientes al Noreste de México se muestran en la tabla 8, resultando
positivos los tres a la prueba para detectar anticuerpos contra N. caninum y
también con una variacion en cuanto a la prevalencia obtenida entre los tres
Estados. En el Estado de Coahuila se observo una prevalencia del 45 % (37-52
I.C.) siendo un valor superior a los demas Estados, en el Estado de Nuevo Ledn

se observo una prevalencia del 40 % (3345 I.C.) y en Tamaulipas la prevalencia
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fue del 16 % (9-22 I.C.), mientras que la prevalencia total de la regién Noreste de
México fue del 36 % (31-39 I.C.).

Tabla 8. Prevalencia de anticuerpos contra Neospora caninum en bovinos de los
3 Estados pertenecientes al Noreste de México

Estado Coahuila Nuevo Ledn Tamaulipas Total
Animales 185 262 144 591
Muestreados
Positivos 84 104 23 211
Negativos 101 158 121 _380
Prevalencia 45 40 16 | *:36
I°C. 95% 37-52 33-45 9-?2 ‘31-1;9 I»

La figura 24 muestra la cantidad de animales seropositivos para cada uno
de los tres Estados, en donde el Estado de Nuevo Ledn presenta un mayor
nimero de animales positivos con 104, mientras que el Estado de Tamaulipas
presenta un menor nimero con 23. La figura 25 presenta el porcentaje de la
prevalencia en comparacion para los tres Estados, siendo el Estado de Coahuila el
mas afectado con mayor prevalencia mientras que el Estado de Tamaulipas es el

menos afectado.
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Figura 24. Nimero de animales seropositivos en los tres Estados

del Noreste de México.
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Figura 25. Prevalencia de Neosporosis en los animales de los tres Estados del
Noreste de México.
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3.6 COMPARATIVA DE LA SEROPREVALENCIA A NEOSPOROSIS
EN BOVINOS DEL NORESTE DE MEXICO, DE ACUERDO A LA
FUNCION ZOOTECNICA

Con respecto a la prevalencia contra la Neosporosis, de acuerdo a la
funcibn zootécnica se muestra en la tabla 9, resultando los dos tipos de
produccién afectados tanto bovinos productores de carne como de leche.

En bovinos productores de carne se muestra una prevalencia del 10 %, mientras
que en bovinos productores de leche la prevalencia es del 39 % con un total de

prevalencia del 36 %.

Tabla 9. Seropositividad y prevalencia de anticuerpos contra Neospora caninum
de acuerdo a la funcion zootécnica.

Funcion Muestreados % de bovinos | Positivos ' Prevalencia
Zootécnica muestreados
Produccion de 59 10 % 6 10 %
carne
Produccién de 532 90 % 205 39 %
leche

Total 9591 100 % 211 36 %
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La figura 26 muestra la cantidad de animales seropositivos a Neosporosis
para ambas formas de produccién, observandose a los bovinos productores de
leche con 205 bovinos positivos de 532 animales muestreados, mientras que los
bovinos productores de camne con 6 positivos de 59 muestreados. En la figura 27
se presenta la prevalencia para las dos formas de producciébn donde en los
bovinos productores de leche se observa una prevalencia de 39 % y en bovinos

productores de came una prevalencia de 10 %.
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Figura 26. Namero de animales seropositivos a Neosporosis de acuerdo a la
funcién zootécnica.
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Figura 27. Prevalencia de Neosporosis de acuerdo a la funcién zootécnica.

3.7 COMPARATIVA DE LA SEROPREVALENCIA’A NEOSPORA
EN BOVINOS DEL NORESTE DE MEXICO, DE ACUERDO A LA
RAZA

Con referencia a la prevalencia contra Neosporosis, de acuerdo a la raza se
muestra en la tabla 10, en donde las razas Charolais y Holstein se ven afectadas
mientras que los bovinos Criollos resultaron negativos.

La raza Charolais muestra una prevalencia del 10 %, la raza Holstein muestra una
prevalencia del 40 % y los bovinos Criollos la prevalencia es de 0 con un total de

prevalencia del 36 %.
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Tabla 10. Seropositividad y prevalencia de anticuerpos contra Neospora caninum
de acuerdo a la raza

Raza Funcion zootécnica Muestreados % de bovinos Positivos  Prevalencia
muestreados
Charolais BpC 59 10% 6 10 %
Criollo BpL 17 3% 0 0
Holstein BpL 515 87% 205 40 %
Total BpC y BpL 591 100% 211 36 %

La figura 28 muestra la cantidad de animales seropositivos para las tres
razas muestreadas donde la raza Holstein mostr6 205 bovinos positivos de 515
animales muestreados, la raza Charolais se observan 6 positi\i_os de 59 y animales
criollos ningdn animal positivo de 17. La figura 29 muestra la prevalencia de las
tres razas, observandose a la raza Holstein con una prevalencia de 40 %, la raza

Charolais la prevalencia fue de 10 % y animales criollos con 0.
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Figura 28. Nimero de animales seropositivos a Neosporosis de acuerdo a la
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Figura 29. Prevalencia de Neosporosis de acuerdo a la raza.
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3.8 SEROPREVALENCIA Y COMPARATIVA DE NEOSPOROSIS,
LEUCOSIS Y BRUCELOSIS EN EL NORESTE DE MEXICO

La tabla 11 es una tabla general relacionada con la seropositividad y
prevalencia contra Neosporosis, Leucosis y Brucelosis, en donde se muestran los
resultados obtenidos de las tres enfermedades. Las prevalencias obtenidas de las
enfermedades tienen una variacion entre los catorce Municipios muestreados.

Con respecio a la deteccion de anticuerpos contra N. caninum en el Estado de
Coahuila se observo una prevalencia en el Municipio de Candela del 62 %,
mientras que de Leucosis fue del 50 % y Brucelosis una prevalencia de 0. en
Saltillo la prevalencia para Neosporosis fue del 55 %, mientras que de Leucosis y
Brucelosis fue del 11 %. En San Buenaventura la prevalencia de Neosporosis fue
del 50 %, de Leucosis fue del 30 % y para Brucelosis fue de 0. por ultimo en el
Municipio de Torreén la prevalencia para Neosporosis fue del 52 %, para Leucosis
fue del 41 % y para Brucelosis fue del 7 %. La prevalencia total encontrada en el
Estado de Coahuila fue del 54 % para Neosporosis, de 35 % para Leucosis y de 5
% para brucelosis Con un intervalo de confianza total de -(39-67 I.C.) para
Neosporosis, de (21 a 48 |.C.) para Leucosis y de (1-12 I.C.) para Brucelosis.

En el Estado de Nuevo Ledn se observo una prevalencia para Neosporosis en el
Municipio de Anahuac del 60 %, para Leucosis la prevalencia fue del 100 % y para
Brucelosis fue de 0. En Marin la prevalencia para Neosporosis fue del 38 %, para
Leucosis fue del 74 % y Brucelosis de 0. En el Municipio de Paras la prevalencia

para Neosporosis y Leucosis fue del 20 %, mientras que para Brucelosis fue del
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40 %. En Sabinas hubo una prevalencia del 50 % para Neosporosis, un 5 % para
Leucosis y un 15 % para Brucelosis. En Vallecillo la prevalencia fue del 20 % para
Neosporosis, mientras que para Leucosis y Brucelosis fue de 0. El ultimo
Municipio para Nuevo Leén fue Zuazua con una prevalencia del 60 % para
Neosporosis, 80 % para Leucosis y 0 para Brucelosis. La prevalencia total
encontrada para el Estado de Nuevo Ledn fue del 39 % para Neosporosis, 52 %
para Leucosis y 6 % para Brucelosis con un intervalo de confianza total de (2948
I.C.) para Neosporosis, de (42-61 |.C.) para Leucosis y de (1-11 1.C.) para
Brucelosis.

Con respecto a Tamaulipas la prevalencia encontrada para Neosporosis en
el Municipio de Diaz Ordaz fue del 24 %, para Leucosis fue del 21 % y para
Brucelosis fue de 0. En Guerrero la prevalencia para Neosporosis y Leucosis fue
de 0, mientras que para Brucelosis fue del 17 %. En Nuevo Laredo hubo una
prevalencia de 0 para las tres enfermedades, mientras que en Rio Bravo la
prevalencia encontrada para Neosporosis fue del 38 %, para i_eucosis fue del 31
% y para Brucelosis fue de 0. En el Estado de Tamaulipas la prevalencia total
encontrada para Neosporosis fue del 21 %, para Leucosis fue del 18 % y para
Brucelosis fue del 2 % con un intervalo de confianza total de (13-29 I.C.) para
Neosporosis, de (10-25 |.C.) para Leucosis y de (1-4 |.C.) para Brucelosis. Por
otro lado podemos mencionar que en forma global para el Noreste de México,
segln los datos recabados en los Estados (Coahuila, Nuevo Leén y Tamaulipas)
se observo una prevalencia del 35% para Neosporosis con un intervalo de

confianza de (2940 I.C.), un 35% para Leucosis con un intervalo de confianza de
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(2941 1.C.) y de solo un 4.3% para Brucelosis con un intervalo de confianza de (1~

61.C.).

Tabla 11. Seropositividad y Prevalencia de anticuerpos contra Neosporosis,
Leucosis y Brucelosis en bovinos lecheros de la raza Holstein-Friesian
en 14 Municipios pertenecientes a los 3 Estados del Noreste de México
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La figura 30 muestra el porcentaje de la prevalencia de las tres
enfermedades en comparacion para los cuatro Municipios de Coahuila. Con
respecto a Neosporosis la prevalencia mas alta fue en el Municipio de Candela,
mientras que la mas baja se presento en el Municipio de San Buenaventura. Para
Leucosis la prevalencia mas alta fue en el Municipio de Candela y la prevalencia
mas baja fue en el Municipio de Saltillo. La prevalencia mas alta para Brucelosis
fue en el Municipio de Saltillo, mientras que la prevalencia méas baja se presento

en los Municipios de Candela y San Buenaventura con 0.
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Figura 30. Prevalencia de Neosporosis, Leucosis y Brucelosis en los animales de
los Municipios muestreados en el Estado de Coahuila.
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En la figura 31 se muestra el porcentaje de la prevalencia de las tres
enfermedades en comparacion para los seis Municipios de Nuevo Ledn. En cuanto
a Neosporosis la prevalencia mas alta fue en los Municipios de Anahuac y Zuazua,
mientras que los Municipios con mas baja prevalencia fueron Paras y Vallecillo.
Para Leucosis la prevalencia mas alta fue en el Municipio de Anahuac y la
prevalencia mas baja fue en el Municipio de Vallecillo con 0. Con respecto a
Brucelosis la prevalencia mas alta fue en el Municipio de Paras, mientras que la

mas baja fue en los Municipios de Anahuac, Marin, Vallecillo y Zuazua con 0.
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Figura 31. Prevalencia de Neosporosis, Leucosis y Brucelosis en los animales de
los Municipios muestreados en el Estado de Nuevo Leodn.
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En la figura 32 se observa el porcentaje de la prevalencia de las tres
enfermedades en comparacién para los cuatro Municipios de Tamaulipas. Para
Neosporosis la prevalencia mas alta se encontré en el Municipio de Rio Bravo y en
cuanto a la prevalencia mas baja se encontrd en los Municipios de Guerrero y
Nuevo Laredo con 0. La prevalencia mas alta para Leucosis se encontré en el
Municipio de Rio Bravo, mientras que las prevalencias mas bajas fueron en
Guerrero y Nuevo Laredo con 0. Con respecto a Brucelosis solamente en un

Municipio se encontré anticuerpos contra Brucella spp. el cual fue Guerrero.
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Figura 32. Prevalencia de Neosporosis, Leucosis y Brucelosis en los animales de
los Municipios muestreados en el Estado de Tamaulipas.



La figura 33 muestra el porcentaje de la prevalencia de las tres
enfermedades en comparacion para los 14 Municipios muestreados. Para
Neosporosis la prevalencia mas alta fue en el Municipio de Candela, mientras que
la prevalencia mas baja fue en los Municipios de Guerr;ro y Nuevo Laredo con 0.
Con respecto a Leucosis la prevalencia mas alta fue en el Municipio de Andhuac y
la prevalencia mas baja fue en los Municipios de Vallecillo, Guerrero y Nuevo
Laredo con 0. En cuanto a Brucelosis la prevalencia mas alta fue en el Municipio
de Paras, mientras que la prevalencia mas baja fue en los Municipios de Candela,

San Buenaventura, Anahuac, Marin, Vallecillo, Zuazua, Diaz Ordaz, Nuevo Laredo

y Rio Bravo con 0.
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Figura 33. Prevalencia de Neosporosis, Leucosis y Brucelosis en los animales de

los 14 Municipios muestreados en el Noreste de México.
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En la figura 34 se muestra el porcentaje de la prevalencia de las tres
enfermedades en comparacion para los tres Estados del Noreste de México, En
donde en el caso de Neosporosis el Estado mas afectado con una mayor
prevalencia fue Coahuila, mientras que el menos afectado fue Tamaulipas. Para
Leucosis el Estado mas afectado con una prevalencia mayor fue Nuevo Leén y el
menos afectado fue Tamaulipas. Con respecto a Brucelosis el Estado mas
afectado con una mayor prevalencia fue Nuevo Le6n, mientras que el menos

afectado fue Tamaulipas.

60 - —_—
50 +—

40 |-

304~ J’ _Thl £ - —-— = —
Frey B Coahuila
20 - 21NN A\ A A A _INT AT TTY 7 X DO Nuevo Leon
)} B Tamaulipas
|
0 L] 1
o) X2 : ‘
& & & |
o o 2 |
R ¢° S
@0 v Q)\
N

Figura 34. Prevalencia de Neosporosis, Leucosis y Brucelosis en los animales de
los tres Estados muestreados del Noreste de México.
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3.9 COMPARATIVA DE LA SEROPREVALENCIA DE
NEOSPOROSIS, LEUCOSIS Y BRUCELOSIS EN EL NORESTE DE
MEXICO, DE ACUERDO A LA RAZA

Con respecto a la prevalencia contra la Neosporosis, Leucosis y Brucelosis
de acuerdo a la raza, se muestra en la tabla 12, donde la raza Holstein se ve
afectada con una prevalencia del 36 % para Neosporosis y Leucosis mientras que
para Brucelosis la prevalencia fue del 4 %. Para los bovinos Criollos la prevalencia
fue de 0 para las tres enfermedades. La funcién zootécnica fueron bovinos

productores de leche en total.

Tabla 12. Seropositividad y prevalencia de anticuerpos contra Neosporosis,
Leucosis y Brucelosis de acuerdo a la raza

Raza Funcion No. de % Neosporosis Leucosis Brucelosis

Zootécnica @ Muestra Muestra

+ Prevalencia @+ Prevalencia- + Prevalencia
Criollo BpL 6 2% 0 0 0 0 0 0
Holstein BpL 268 98% 96 36 % 97 36 % 12 4.3 %

O
o~

Total BpL 274 100% 96 36 % 97 36 % 12 -
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En la figura 35 se observa la cantidad de animales seropositivos para las
tres enfermedades en las dos razas muestreadas donde la raza Holstein mostr6
96 positivos para Neosporosis, 97 positivos para Leucosis y 12 para Brucelosis de
268 animales muestreados. Los animales criollos fueron 6 en total y fueron
negativos todos a las tres enfermedades. En la figura 36 se observa la prevalencia
de ambas razas, observandose en la raza Holstein una prevalencia de 36 % para
Neosporosis y Leucosis y un 4 % para Brucelosis. Los animales criollos la

prevalencia fue de 0 para las tres enfermedades.
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Figura 35. Nomero de animales seropositivos para Neosporosis, Leucosis y
Brucelosis de acuerdo a la raza.



DO Neosporosis | |
@ Leucosis
OBrucelosis

0 — —— o
it 8 VD - AT\

BT ARTY

Figura 36. Prevalencia de Neosporosis, Leucosis y Brucelosis de acuerdo a la
Raza



85

CAPITULO 4

DISCUSION

Existen diferentes alternativas diagndsticas para detectar la presencia del
parasito Neospora spp. en un animal, dichos métodos presentan una gran
variabilidad respecto a su costo beneficio. A pesar de esto los métodos
serodiagnosticos constituyen una buena alternativa ya que resultan sencillos,
econdmicos, sensibles y especificos respecto a otras alternativas diagnésticas
como las moleculares que resultan mas onerosas.

Por otro lado la muestra requerida para realizar las técnicas serologicas
resulta facil de obtener, haciendo muy practico su uso al momento de realizar la
deteccion de animales positivos en un, hato, mientras que en el caso de otras
técnicas como las histopatolégicas |a obtencion de la muestra para su realizacion
las convierte en impracticas al momento de detectar animales -positivos in vivo. En
este trabajo se utilizo como alternativa diagnéstica la técnicé de ELISA método
serodiagnéstico que a decir de Morales ef al., 1997 a mostrado ser mas
consistente, objetiva, rapida, precisa asi como mas sensible y especifica respecto
al IFl, a la hora de detectar animales positivos a Neospora spp.

En este trabajo se determino la seroprevalencia de Neospora spp. en hatos
lecheros y algunos de carne en diversos Municipios de los Estados de Coahuila,
Tamaulipas y Nuevo Leodn, en el primero de los Estados se estudiaron hatos de
cuatro de sus Municipios, los resultados obtenidos en este trabajo son

consistentes con los previamente reportados por Morales et al., 2001 quienes
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encontraron una prevalencia de un 47% mientras que en el presente trabajo se
determino una prevalencia de un 45% para el mismo Estado, cabe mencionar que
Morales et al., 2001 no especifican los Municipios a partir de los cuales obtuvieron
los datos antes mencionados, en este trabajo se present6 la mayor prevalencia en
el Municipio de Torren el cual posee la mayor produccién lechera en dichos
Estado lo que ratifica la comrelacion existente entre la mayor produccion lechera y
mayor prevalencia.

En el Estado de Nuevo Le6n no existen reportes previos sobre la deteccion
serolégica de animales positivos a Neospora spp. sin embargo la seroprevalencia
encontrada en el presente trabajo para este Estado son similares a la observada
por otros autores (Dubey, 2003) hay que considerar que la variabilidad de la
prevalencia es influida por el pais, la regién y por la técnica diagndstica empleada.
Cabe mencionar que en los resultados obtenidos en el Estado de Nuevo Ledn
muestran la presencia de animales seropositivos a Neospora spp. tanto en hatos
lechero como de came, a pesar de que en este caso la |:;roporcion de hatos
lecheros estudiados fue mayor que la de carne se observd la mayor
seroprevalencia en hatos destinados a la produccién lactea, siendo estos
resultados equiparables a los observados por ofros autores como (Venturini, 1999;
Mainar-Jaime et al., 1999; Williams, 1999).

Finalmente en el Estado de Tamaulipas se muestrearon animales de cuatro
Municipios de este Estado encontrando la mas baja seroprevalencia en este
Estado en comparacién con la observada en Coahuila y Nuevo Ledn, cabe
mencionar que el Estado de Tamaulipas posee una produccién lactea inferior a la

de los Estados de Coahuila y Nuevo Ledn y como ya se menciono esta
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enfermedad por el tipo de explotacion se le relaciona mas con animales
productores de Leche y en el caso de las transmisién de la enfermedad se ha
reconocido que la forma vertical es mas importante que la horizontal (Waldner ef
al., Waldner ef al., 1998., Dubey, 2003) por lo que en hatos donde no existen
animales con buenas caracteristicas de produccion y con la finalidad de
incrementar la produccién del hato se introducen animales infectados estos
pueden diseminar la infeccién via portadores sanos (Dubey, 2003).

Finalmente se estudio la asociacion entre otros agentes que causan aborto
en bovinos, el virus de la Leucosis bovina, Brucella y Neospora.

A pesar de que no existen datos a este respecto a nivel nacional, en un
trabajo realizado por Chi et al., en el 2002, se observo la seroprevalencia a
diversas etiologia causantes de aborto en bovinos lecheros en Canada
encontrando una seroprevalencia similar entre Leucosis y Neosporosis 20.4% y
19.2% respectivamente en los 80 hatos estudiados, en nuestro caso se observo
que en el Estado de Coahuila una seroprevalencia de 35% par-a Leucosis mientras
que para Neospora fue de 54% es decir que la seroprevalencia de estas en
enfermedades en los hatos estudiados fue muy similar, en el caso de Nuevo Leén
se observo que la seroprevalencia para Leucosis fue de 52% mientras que para
Neospora fue de 39% manteniéndose la relacién entre la seroprevalencia de los
hatos estudiados, en estos dos casos Coahuila y Nuevo Le6én la deteccidn de
animales positivos a Brucella spp. estuvo por debajo de la de Leucosis y
Neospora y solamente en el caso de Tamaulipas la seroprevalencia de Brucella

spp estuvo por encima de la de las ofras esta situacién nos hace reflexionar
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acerca de la real participacién de Brucella spp. en los abortos del ganado bovino
destinado a la produccién de leche en el Noreste de México.

Cabe mencionar que la informacion respecto a esta enfermedad es escasa
a nivel nacional por lo que la implicacion de este parasito en problemas
reproductivos del ganado bovino productor de leche han sido poco estudiadas y
los datos presentados hasta ahora reflejan una parte muy discreta de la
informacién requerida para el entendimiento mas completo de la participacion de
Neospora caninum en los trastornos productivos en bovinos a nivel nacional por lo
que se requiere de mas estudios al respecto.
Con respecto a la Infeccién por el Virus de la Leucosis Bovina, podemos
mencionar que diversos estudios realizados a nivel mundial revelan que esta
enfermedad esta ampliamente difundida (Avalos, 1995, Burny et al. 1985).
Los resultados observados en los tres Estados que participaron en |a presente
investigacion concuerdan con |o observado por otros investigadores. En este caso
la prevalencia observada en Coahuila, Nuevo ledn y Tamaulipas fueron del 35, 52
y 18 % respectivamente, lo que se encuenira en el rango del 40% reportado para
Canada en sus hatos lecheros y el 11 % para su ganado de carne (mencionado en
Avalos 1995). En los E.U.A. se reportan datos de prevalencias que varian del 10
al 48%, muy similares a los nuestros en ganado lechero y de un 0.5 al 19 % en
ganado de carne. En relacién con lo encontrado en este estudio se comparo con
las entidades que concordaban con respectivo al trabajo reportado por Avalos en
1995, donde se observa una Prevalencia general del 20.8 %, mientras que en esta
investigacion resulto ser de un 36%, datos que nos indican que se ha mantenido la

infeccién en forma latente. Asimismo se pudieron observar un pequefio incremento



89

el la prevalencia para el Municipio de Saltillo y Torreén, donde Avalos en 1995,
reportaba un 11 % y un 41 % mientras que en este estudio se observo el

aumento al 31% y 49 % respectivamente.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos del presente estudio nos permitieron primeramente
establecer que existe la presencia inmunolégica de anticuerpos en el ganado
bovino del Noreste de México (Coahuila, Nuevo Ledn y Tamaulipas) producidos en
contra de los antigenos pertenecientes al Protozoario Neospora caninum, agente
causal de la denominada enfermedad de la Neosporosis. Cabe mencionar que fue
encontrada tal evidencia serologica tanto en ganado lechero como de carne.
Asimismo se reconfirmé que todavia existe la presencia serolégica de ofras
enfermedades de importancia reproductiva y econémica como la Brucelosis y la
Infeccion por el Virus de la Leucosis Bovina en niveles por arriba de los

esperados.

Las conclusiones sobre Neosporosis son las siguientes:

v' La seroprevalencia en bovinos de la zona Noreste de México es de 36%.

v Los Estados mas afectados fueron Coahuila con 45% de prevalencia,
seguido por Nuevo Leén con 400/;" y el menos afectado fue Tamaulipas con
16%.

v' La seroprevalencia por municipio estudiado varié desde 0 hasta 78%.

v Los bovinos destinados a la produccién de leche resultaron mas afectados
con 39% que los destinados a la produccién de carne con 10%.

v' La raza Holstein-Friesian con 40% de prevalencia resulto la mas afectada y

las menos afectadas fueron las razas Charolais con 10% y Criollo con 0.
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Las conclusiones con respecto a Leucosis son las siguientes:

¥ La seroprevalencia en bovinos lecheros de la zona Noreste de México es
de 35%.

v El Estado méas afectado fue Nuevo Le6n con 52% y los menos afectados
son Coahuila con 35% y Tamaulipas con 18%.

v' La seroprevalencia por Municipio estudiado vario desde 0 hasta 100%.

v La raza Holstein-Friesian resultd ser la mas afectada con 36% de
prevalencia, mientras que los bovinos Criollos resultaron ser la mas baja

con 0.

Las conclusiones con respecto a Brucelosis son las siguientes:

v' La seroprevalencia en bovinos lecheros de la zona Noreste de México es
de 4.3%.

v El Estado mas afectado fue Nuevo Le6n con 6% y los menos afectados
fueron Coahuila con 5% y Tamaulipas con 2%.

v" La seroprevalencia por Municipio estudiado varié desde 0 hasta 40%.

v La raza Holstein-Friesian resultd ser la mas afectada con 4.3% de

prevalencia que los bovinos Criollos donde la prevalencia fue de 0.

Tales datos nos indican que existen fallas en los programas de manejo para el
ganado, tanto de leche como para el de carne, por lo que hay que reforzar los
conocimientos y esfuerzos en materia zoosanitaria para los veterinarios
encargados de dichas instalaciones. Esto se pudiese lograr con las campafias de

control y erradicacion de las enfermedades en las diversas ganaderias en las
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zonas afectadas para tener mejores condiciones ambientales, reconocer los

factores de riesgo y alcanzar més altos niveles de produccion.
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APENDICE A
INSTRUCTIVO DEL ESTUCHE COMERCIAL PARA LA
DETECCION SEROLOGICA DE Neospora caninum MEDIANTE
LA TECNICA DE ELISA.

La técnica para la utilizacion del estuche comercial y la preparacion de reactivos
se describieron en la seccion de material y Métodos. En este apéndice se
describen los reactivos utilizados, material y equipo necesario que no se
suministran en el estuche, se explican precauciones y advertencias para los
usuarios, preparacion del lector de ELISA, interpretacion de los resultados y

calculos.

REACTIVOS

A. Placas recubiertas con antigeno de Neospora. 2

B. Conjugado anti-bovino: HRPO. 30mi

C. Control positivo de Neospora. Anti-Neospora bovino en tampon con
estabilizadores proteicos. Con azida de sodio como conservante. 3ml

D. Control negativo de Neospora. Suero bovino no reactivo frente a Neospora
en tampén fosfato con estabilizadores proteicos. Con azida de sodio como
conservante. 3ml

E. Diluyente para la muestra. Tampones con estabilizadores proteicos. Con
azida de sodio como conservante. 235ml

F. Concentrado para lavado. Lavado de fosfato/Tween 10x.5 contiene

gentamicina como conservante. 235ml
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Substrato TMB 60ml

Solucion de interrupcién 60ml

MATERIAL Y EQUIPO NECESARIO QUE NO SE SUMINISTRAN

A.

I 6 ™" m o O @

Pipetas de precision para dispensar 0.005, 0.100 y 0.5004l, o dispositivos
para pipeteado multiple.

Puntas de pipeta desechables.

Probeta graduada de 500ml para la solucién de lavado.

Lector para placas de 96 pozos.

Tubos de plastico o vidrio para diluir las muestras.

Agua destilada o deionizada.

Dispositivo para dispensar y aspirar la solucién de lavado.

Una fuente de vacio y un recipiente para recoger la solucién aspirada.

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS PARA LOS USUARIOS

Trate todos los materiales biologicos de Neospora como si fueran capaces
de transmitir Neospora.

No use la boca para pipetear.

No coma, beba ni fume en los lugares donde se esté trabajando con las

muestras o con los reactivos del kit.

. El substrato de TMB y las soluciones de interrupcién pueden causar

irritaciones en la piel.
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. Algunos componentes del kit contienen azida de sodio como conservante.
Evite la contaminacion del conjugado anti-bovino: HRPO con éste
conservante.

. No exponga la solucion TMB a luz fuerte ni a agentes oxidantes. Utilice
envases limpios de plastico o de vidrio siempre que use la solucién de
substrato TMB.

. Almacene los reactivos entre 2° y 7° ¢. Deje que alcancen la temperatura
ambiente antes de usarlos y vuelva a almacenarlos entre 2° y 7° ¢ despues
de usarios.

. Todos los desechos deben de desinfectarse coirectamente antes de
eliminarse.

Evite la contaminacién de los componentes del kit.

. No use componentes caducados, ni mezcle componentes con nimeros de
serie diferentes.

. Se obtendran resultados Optimos si sigue éste protocolo estrictamente.
Para mantener la precision y exactitud, es necesario efectuar el pipeteado,

la toma de tiempo y el lavado cuidadosamente en todo éste procedimiento
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PREPARACION DEL LECTOR DE ELISA

Colocar la densidad 6ptica (D.O.) de longitud de lectura a 620nm.
Registrar los controles negativos en las casillas A1 A2
Registrar los controles positivos en las casillas A3 A4

Iniciar la maquina para leer la placa.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Para que el ensayo sea valido, la diferencia (P-N) entre el promedio (media)
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.

La presencia o ausencia de anticuerpo contra Neospora se determina al
calcular el cociente de muestra con respecto al control positivo (S/P) para
cada muestra. El control positivo se ha normalizado y representa una
cantidad considerable de anticuerpa contra Neospora en suero bovino.

La muestra de suero con cacientes S/P menores que 0.50 se clasifican

como negativas hacia los anticuerpos contra Neospora.

. Si el cociente S/P es mayor o igual que 0.50, las muestras se clasifican

como positivas hacia los anticuerpos contra Neospora.
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CALCULOS

A. Calculo del promedio del control negativo (NC).
NC = A1 A(650) + A2 A(650) + 2

Ejemplo: 0.080 + 0.090 + 2 = 0.085

B. Calculo del promedio del control positivo (PC).
PC = A3 A(650) + A4 A(650) + 2

Ejemplo = 0.510 + 0.500 + 2 = 0.505

C. Calculo del cociente (S/P)

S/P = Muestra A(650) — NC + PC — NC

Ejemplo: Promedio de la muestra = 0.450

S/P =0.450- 0.085 + 0.505 — 0.085 = 0.365 + 0.420 = 0.87
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APENDICE B
INSTRUCTIVO DEL ESTUCHE COMERCIAL PARA LA
DETECCION SEROLOGICA DEL VIRUS DE LA LEUCOSIS
BOVINA MEDIANTE LA TECNICA DE ELISA.

La técnica para la utilizacién del estuche comercial y la preparacién de los
reactivos se describieron en la seccién de material y métodos. En éste
apéndice se describen los reactivos utilizados, material y equipo necesario
que no se suministran en el estuche, se expiican precauciones y advertencias

para los usuarios, preparacién del lector de ELISA, interpretacion de los

resultados y calculos.

REACTIVOS

Piacas recubiertas con antigeno del VLB. 2
Control positivo. 3.6 ml listo para usar

Control negativo. 3.6 ml listo para usar
Conjugado 100X Anticuerpo-Peroxidasa. 150pl
Diluyente para el conjugado. 14ml listo para usar
Diluyente para la muestra. 30ml listo para usar

Solucién substrato. 20ml listo para usar

I @ "mo o ® »

Soluciéon de interrupcion. 20ml lista para usar

Solucién concentrado para lavado10x. 120ml
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MATERIAL Y EQUIPO NECESARIO QUE NO SE SUMINISTRAN

=

T @ m m O O W »

T o z ¥

Pipetas de volumen ajustable. 5ul-1000pl
Micropipetas de 8 0 12 canales de 50pl.

Puntillas de pipetas desechables.

Tubos de plastico o vidrio para diluir las muestras.
Lector para placas de 96 pozos ELISA.

Agua deionizada o destilada.

. Toallas de papel.

Papel aluminio.

Recipientes de pipetas

Probetas graduadas para mezclar el conjugado Anticuerpo-Peroxidasa y la

solucién de lavado.
Dispositivo para dispensar y aspirar la solucion de lavado.

Una fuente de vacio y un recipiente para recoger la solucion aspirada.

. Pipetas de 1ml, 5ml y 10ml.

Reloj de laboratorio.
Tijeras.

Lapiz o pluma y marcador de laboratorio.
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PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS PARA LOS USUARIOS

A. No coma, beba ni fume en los lugares donde se esté trabajando con las
muestras o con los reactivos del kit.

B. No use reactivos contaminados, caducados o de otro nimero serie.

C. No use la boca para pipetear.

D. Algunos reactivos contienen azida de sodio, Timerosal y fluoruro de sodio.
evite ingerirlos ya que pueden ser t6xicos y nocivos para la salud. En caso
de que esto ocurra busque atencién meédica.

E. Controles positivos y negativos deben usarse cada vez que una prueba es
llevada a cabo.

F. Use la solucion de lavado diluida 1x en ambos pasos de lavado.

PREPARACION DEL LECTOR DE ELISA

E. Colocar la densidad optica (D.O.) de longitud de lectura a 620nm.
F. Registrar los controles positivos en las casillas A1 A2
G. Registrar los controles negativos en las casillas A3 A4

H. Iniciar la maquina para leer la placa.
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS Y CALCULOS

A. Para que el ensayo sea valido el control positivo debe producir una D.O.

media mayor o igual a 0.250 y menor que 2.00. El control negativo debe

producir una D.O. media menor a 0.200.

B. Positivo.- Cualquier prueba produciendo una D.O. mayor o igual a la media
del control positivo es positivo hacia los anticuerpos contra VLB.

C. Negativo.- Cualquier prueba produciendo una D.O. menor que la media del

control positivo es negativa hacia los anticuerpos contra VLB.
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APENDICE C
INSTRUCTIVO PARA EL DIAGNOSTICO DE BRUCELOSIS POR

EL METODO DE TARJETA O ROSA DE BENGALA.

El procedimiento de la prueba de tarjeta o rosa de bengala se describié en la
seccion de material y métodos. En éste apéndice se describen los reactivos
utilizados, material y equipo necesario para la prueba, se explican precauciones y

advertencias para los usuarios e interpretacion de los resultados.

REACTIVOS

A. Antigeno para la prueba de tarjeta.
Antigeno autorizado por la SAGAR elaborado por la Productora Nacional de
Biologicos Veterinarios (PRONABIVE) a base de Brucella abortus cepa 1119-3,

tefiido con rosa de bengala en acido lactico, con un PH de 3.65 (+ 0.05) y con

una concentracion celular del 8%.
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MATERIAL Y EQUIPO NECESARIO PARA LA PRUEBA

zZ z r X & =

I @ Mmm o O W >

Gradillas

Micropipetas de volumen variable de 10 a 100pl.
Tubos de ensayo de diferentes tamafios.

Pipeta serol6gica de 1ml,

Pipeta serol6gica de 5ml.

Pipeta serolégica de 10ml.

. Puntillas para micropipeta

Placa de vidrio del tamafio del aglutinoscépio con cuadricula de 3 x 3 cm.
Palillos de madera o mano metalica.

Congelador (-20°C).

Refrigerador.

Centrifuga.

. Reloj marcador.

Aglutinoscopio.

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS PARA LOS USUARIOS

La muestra debera ser suero no hemolizado.

. El antigeno debera usarse siempre a temperatura ambiente.

El antigeno puede deteriorarse si se deja a temperatura ambiente por un
tiempo prolongado.

Nunca se debe congelar el antigeno ya que se rompe la suspension.
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

A. Positivo.- Presencia de cualquier grado de aglutinacion.

B. Negativo.- No se observa aglutinacion.
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