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Resumen:

Con el objetivo de detectar la presencia de Neospora caninum en tejidos, suero y sangre
periférica de ganado lechero sacrificado en rastros de Aguascalientes, México, se
colectaron muestras de médula espinal, corazén, higado, sangre y suero sanguineo de 71
animales adultos. Las muestras de suero se procesaron mediante la prueba de ELISA
para detectar anticuerpos anti-N. caninum, mientras que las otras se sometieron a la
prueba de PCR anidado para determinar la frecuencia de ADN del parésito en los
diferentes tejidos, asi como en sangre. La frecuencia general de animales seropositivos
fue de 41 % (29/71; IC 95% 29-53) con un rango de 33 a 57 %. La frecuencia de
deteccion de ADN de N. caninum en sangre fue 44 % (31/71; 1C 95% 32-55), con un
rango entre 38 y 50 %; en las muestras de medula espinal de 32 % (27/71; IC 95% 27-
50), con un rango de 2 a 38 %; en las muestras de corazén, 22 % (16/71; IC 95% 13-
34), con un rango de 4 a 33 %; y en las de higado, 32 % (23/71; IC 95% 22-44), con un
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rango de 28 a 57 %. La concordancia entre la prueba de ELISA y la de PCR en sangre
fue k= 0.36, de ELISA'y PCR en tejidos k= 0.07 y de PCR en sangre y PCR en tejidos
k= 0.61. Unicamente 11 vacas fueron positivas a las tres pruebas.

Palabras clave: Neospora caninum, Ganado lechero, ADN, PCR, Sangre, Tejidos.

Abstract:

The objective was to detect the presence of Neospora caninum in tissues, serum and
peripheral blood of slaughtered dairy cattle in abattoirs of Aguascalientes, Mexico.
Samples of spinal cord, heart, liver, blood and blood serum were collected from 71 adult
animals and were processed as follow. Serum samples were processed by ELISA to
detect anti-N. caninum antibodies, while the others were subjected to the nested PCR
test to determine the frequency of parasite DNA in different tissues as well as blood.
Overall frequency of seropositive animals was 41 % (29/71, 95% CI 29-53) with a range
of 33 to 57 %. The frequency of detection of N. caninum DNA in the blood was 44 %
(31/71, 95% CI 32-55), with a range between 38 and 50 %; in spinal cord samples of
32 % (27/71, 95% CI 27-50), with a range of 2 to 38 %; in heart samples, 22 % (16/71,
95% CI 13-34), with a range of 4 to 33 %, and in the liver samples, 32 % (23/71, 95%
Cl 22- 44), with a range of 28 to 57 %. The concordance between the ELISA test and
PCR in blood was k= 0.36, of ELISA and PCR in tissues k= 0.07 and of PCR in blood
and PCR in tissues k = 0.61. Only eleven cows were positive for all three tests.
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Introduccion

Neospora caninum (Apicomplexa, Sarcocystidae), es un paréasito protozoario que afecta a una
amplia variedad de animales domesticos y silvestres; es particularmente importante en el
ganado, ya que puede causar abortos, muerte neonatal, muerte fetal y reabsorcion
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embrionaria temprana; afecta principalmente al ganado productor de leche y se encuentra
ampliamente distribuido en Europa, Asia, Africa y en el Continente Americano, provocando
cuantiosas pérdidas econémicas. El ciclo de vida de N. caninum es heteroxeno, en el cual el
perro doméstico y el coyote aparecen como los principales huéspedes definitivos, mientras
que el ganado y un amplio rango de animales, tanto domesticos como silvestres, pueden
actuar como huéspedes intermediarios. Los herbivoros pueden infectarse mediante la
ingestion de alimento y agua contaminados con ooquistes excretados por el huésped
definitivo, en tanto que las hembras cronicamente infectadas, asi como las infectadas
horizontalmente, pueden transmitir el parasito al feto a través de la placenta con una
elevada eficiencia®. La infeccion transplacentaria endogena puede causar muerte del feto
en el Utero, aborto o el nacimiento de crias clinicamente enfermas o clinicamente sanas pero
persistentemente infectadas, siendo estas ultimas las que en la edad adulta actian como
agentes que permiten el mantenimiento de la infeccion en el hato®.

Diversos estudios han documentado la respuesta inmune a N. caninum tanto a la infeccion
aguda como a la cronica (recrudescencia), y mediante técnicas moleculares se ha detectado
ADN del parésito en muestras de tejidos de fetos abortados®®; sin embargo, son limitados
los estudios en donde se demuestra la presencia de ADN de N. caninum en muestras de tejidos
provenientes de animales con infeccidn natural asintomaticos, aunque ha sido posible aislar
el parasito de becerros y vacas naturalmente infectados@7-9),

El objetivo del presente estudio fue detectar la presencia de anticuerpos anti- N. caninum
en suero, y de ADN en sangre periférica y tejidos de ganado lechero sacrificado en tres
rastros de Aguascalientes, México.

Material y métodos

Sitio de estudio

El trabajo se desarrollo en tres rastros, uno municipal y dos particulares, localizados en
el municipio de San Francisco de los Romo, en el estado de Aguascalientes, México, el
cual se encuentra localizado en la region centro-norte de México; en estos
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establecimientos se sacrifica ganado bovino proveniente de los once municipios del
mismo estado.

Colecta de muestras

Se asistié una vez por mes a cada uno de los rastros durante un periodo de tres meses;
durante cada visita se seleccionaron al azar solamente las vacas adultas que de acuerdo
con los registros del rastro provenian de establos lecheros ubicados en el estado de
Aguascalientes. Antes del sacrificio se identifico a cada una de las vacas que se incluy6
en el estudio y se procedié a colectar una muestra de sangre periférica con equipo
Vacutainer nuevo sin anticoagulante y otra en tubos adicionados con EDTA. Después
del sacrificio, se tomaron de manera aséptica muestras de medula espinal al momento de
la decapitacidn, asi como de corazon e higado durante la evisceracion de la canal. Todos
los materiales usados en la coleccidn de los tejidos se desinfectaron antes de cada toma
de muestra con una solucion de hipoclorito de sodio (2.5%) y se lavaron con agua
destilada. Todas las muestras debidamente identificadas se transportaron en condiciones
de refrigeracion al laboratorio de Sanidad Fitopecuaria del Instituto Tecnoldgico El
Llano Aguascalientes, en donde las muestras de tejido y sangre con EDTA se congelaron
a -40 °C hasta su uso; en tanto que de las muestras de sangre sin anticoagulante, se
obtuvo el suero sanguineo mediante centrifugacion a 1,000 xg por 15 min; el suero se
coloco en viales Eppendorf y se congelé a -20 °C hasta su uso.

Prueba seroldgica

Un total de 71 muestras de suero sanguineo se procesaron mediante la técnica de ELISA
indirecta para detectar anticuerpos anti-N. caninum, empleando un paquete comercial
(IDDEX Neospora X2, IDDEX Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA), siguiendo las
instrucciones del fabricante; el punto de corte para considerar una muestra positiva fue
de > 0.50. Los calculos se realizaron con el software provisto por el fabricante.
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Extraccion de ADN

La obtencion de ADN de las muestras de sangre se realizé6 mediante el uso del paquete
comercial Ultraclean DNA BloodSpin (MOBIO Laboratories Inc.), siguiendo las
instrucciones del fabricante. En tanto que el ADN de las muestras de médula espinal, corazon
e higado se obtuvo mediante una extraccion “in house”, de forma aséptica, de la siguiente
forma: una muestra de aproximadamente 4 cm? del tejido congelado se trituré en un mortero
estéril, de aqui se tom6 1 ml y se colocd en un tubo Eppendorf al que se agregaron 500 ul de
buffer de lisis (Tris 10 mM pH 8.0; NaCl 0.4 M; Na2EDTA 2 mM pH8.0), 50 pl de SDS 10%
y 20 pl de proteinasa K (20 mg/ml); los tubos se incubaron a 55 °C durante 24 h y
posteriormente se agregaron 20 pl de proteinasa K (20 mg/ml) y se incubaron por 3 h mas.
Al término de este tiempo se agregaron 200 pl de NaCl 5M vy los tubos se centrifugaron a
1,300 xg por 15 min recuperando el sobrenadante y colocandolo en un tubo Eppendorf nuevo,
al cual se afiadieron 760 pl de isopropanol frio mezclando suavemente hasta homogenizar,
dejando reposar 10 min a 4 °C. Luego se centrifugaron los tubos a 1,300 xg por 15 min
descartando el sobrenadante. La pastilla obtenida se lavo con 1 ml de etanol al 70% y se
centrifug6 a 1,000 xg por 10 min, retirando con cuidado el etanol dejando secar la pastilla a
temperatura ambiente durante 30 min; el ADN fue resuspendido en 100 pl del buffer TE.

Deteccion de ADN

Las muestras de ADN de los 71 animales, se procesaron mediante PCR anidado en un
solo tubo, siguiendo el protocolo de Ellis et al®® utilizando los iniciadores NF1, NS2,
NR1 y SR1, con controles positivos y negativos*V). La concentracion de ADN de cada
muestra se verifico utilizando un espectrofotometro de luz UV y 5 ul de la muestra
conteniendo 2 pug de ADN se uso en la PCR. Los productos de la amplificacion fueron
resueltos en un gel de agarosa al 2.5% junto con un marcador de peso molecular (Phix
174 DNA, Invitrogen Inc.) para estimar el peso de los productos; los geles se tifieron con
bromuro de etidio y se visualizaron utilizando luz UV. Todos los procedimientos se llevaron
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a cabo en una camara con luz UV utilizando material nuevo estéril en cada muestra. Se
consider6 como positiva una muestra si se amplificaba una banda de 146 pb.

Analisis de los datos

Se calculd la frecuencia de animales que resultaron positivos a la presencia de
anticuerpos anti-N. caninum, asi como la frecuencia de la deteccion de ADN en sangre
periférica, médula espinal, corazén e higado. Se calcul6 el coeficiente kappa con el
objetivo de estimar la concordancia entre las pruebas (P<0.05).

Resultados

La frecuencia de casos positivos a la presencia de anticuerpos anti-N. caninum fue 41 %
(29/71; 1C 95% 29-53), con un rango de 33 a 57 %; estos animales provenian de establos
lecheros de cuatro de los once municipios del estado. EI 49 % de los animales procedian
del municipio de Aguascalientes; sin embargo, la frecuencia mas alta correspondio a los
animales provenientes del municipio de Pabellon de Arteaga (Cuadro 1).

Cuadro 1: Deteccion de N. caninum en tejidos y suero sanguineo de vacas sacrificadas en
tres rastros del estado de Aguascalientes, México, mediante pruebas de PCR y ELISA

Animales  Frecuencia  PCR sangre PCR médula PCR corazon  PCR higado

Municipio examinados (%) Frecuencia (%)  Frecuencia (%)  Frecuencia (%) Frecuencia (%)
Aguascalientes 35 43 46 34 17 28
Pabellén de A. 7 57 43 28 14 57
San Francisco 21 33 38 38 33 28
JesUs Maria 8 37 50 12 25 37
Total 71 41 44 32 22 32
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La frecuencia de la deteccion de ADN de N. caninum en sangre fue de 44 % (31/71; IC
95% 32-55), con un rango entre 38 y 50 %; la frecuencia mas alta se detecto6 en las vacas
del municipio de Jesis Maria. Se examinaron 213 muestras de tejido provenientes de las
71 vacas incluidas en el estudio; ningin animal se encontro gestante. En las muestras de
médula espinal, la frecuencia de deteccién de ADN del parasito fue de 32 % (27/71; IC
95% 27-50), con rango 2 a 38 %. En las muestras de corazon, la frecuencia fue de 22 %
(16/71; 1C 95% 13-34), con rango de 4 a 33 %, y en las muestras de higado, la frecuencia
fue 32 % (23/71; IC 95% 22-44) con rango de 28 a 57 %.

La concordancia entre las pruebas de ELISA y PCR para la deteccion de ADN en sangre
fue k= 0.36 (IC 95% 13-59); se encontro que 27 % (19/71; IC 95% 17-38) de las vacas
resultaron positivas a ambas pruebas. La concordancia entre ELISA y PCR en tejidos
fue k= 0.07 (IC 95% 15-30); el 20 % (14/71; IC 95% 11-31) de las muestras fueron
positivas a la prueba seroldgica y al menos uno de los tejidos a PCR. La concordancia
entre PCR en tejidos y en sangre fue k= 0.61 (1C 95% 40-83); 31 % (22/71; IC 95% 20-
43) fueron positivas a ambas pruebas. En los animales estudiados se observo que 15 %
(11/71; 1C 95% 8-26) fueron positivos a todas las pruebas, 1 % (1/71; 1C 95% 0.07-8) a
la prueba de PCR en tejidos, 28 % (20/71; 1C 95% 18-40) a la prueba de PCR en sangre,
25 % (18/71; IC 95% 16-37) a la prueba de ELISA y 30 % (21/71; IC 95% 19-41) fueron
negativos a las tres pruebas.

Discusioén

En México, la neosporosis bovina es actualmente considerada endémica y con una
amplia distribucion geografica*®'®, mientras que en el estado de Aguascalientes,
México, se ha reportado en el ganado lechero una alta proporcién de animales positivos
a la presencia de anticuerpos anti-N. caninum, que ha estado en un rango de 30 a 59 %,
mientras que en los perros asociados a los establos la proporcion ha sido de 40 %(*4-17);
ademas, utilizando herramientas moleculares se ha confirmado una alta frecuencia en
fetos abortados (80 %), asi como una diversidad genética singular®**®), La frecuencia
general de animales seropositivos que se observo en el presente estudio fue 41 %,
mientras que los resultados obtenidos en las pruebas de PCR en médula espinal e higado
mostraron que 32 % de los animales fueron positivos, en corazon el 22 %, en tanto que
la frecuencia de deteccion de ADN en sangre fue de 44 %.
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La frecuencia general de animales seropositivos que se determind en este trabajo, se
ubica dentro del rango que histéricamente se ha registrado en el estado de
Aguascalientes, que ha sido entre el 30 y 59 % 141510 y |a también elevada frecuencia
del hallazgo de ADN en las muestras de tejido analizadas y en sangre periférica,
confirman que el ganado estuvo expuesto a la infeccién por N. caninum; es entonces
evidente que la presencia de la infeccion por este parasito se ha mantenido elevada en
los municipios que integran la cuenca lechera de Aguascalientes, y que por ello el riesgo
de aborto asi como de la transmision enddgena del parésito a las crias debe de
considerarse importante como ha sido sugerido en la literatura®® y en trabajos previos
desarrollados en Aguascalientes!"). Las vacas lecheras incluidas en este trabajo,
fueron enviadas al rastro por causas que no pudieron ser documentadas al llegar al
mismo, pero todas ellas en la revision ante-mortem se observaron clinicamente sanas y
post-mortem no se encontraron gestantes, es decir, eran animales asintomaticos a la
infeccidn por N. caninum. Interesante, que en este estudio se identificaron animales
seronegativos pero positivos a PCR en sangre (14 %) o en tejidos (24 %), lo que sugiere
que la frecuencia de animales seropositivos a N. caninum puede estar subestimada. En
un estudio desarrollado en vaquillas de carne, se encontraron resultados similares,
animales seronegativos pero positivos a la deteccion de ADN en cerebro(”, y cuando en
el rastro fueron estudiadas post-mortem vacas seronegativas, se encontraron sus fetos
positivos a la presencia de ADN®9, La interpretacion de este tipo de hallazgos sigue
siendo controversial; la existencia de animales seronegativos pero positivos a la
presencia de ADN en sangre sugiere una infeccion temprana o tolerancia
inmunoldgica®V; la presencia de ADN del parasito en sangre es indicativo de una
infeccidn activa que puede inducir el aborto o la transmision enddgena del parasito a las
crias independientemente del estatus serolégico de los animales, es decir, que ganado
seronegativo puede tener crias seropositivas debido a que sufren una infeccion
cronica®022),

La concordancia entre la prueba de ELISA y la de PCR en sangre fue k= 0.36,
considerada mediana; en otros estudios este valor ha tendido a ser de pobre a
moderado®12329)_ En la literatura se ha documentado que la circulacion de taquizoitos
de N. caninum en sangre periférica es pulsatil®>2® por lo que esta prueba debe de
complementarse con alguna otra de tipo seroldgico. La concordancia entre la prueba de
ELISA y PCR en tejidos fue k= 0.07, es leve; sin embargo, en la literatura se indica que
vacas seropositivas tendrian fetos positivos a la prueba de PCR en tejido encefélico y
méas probabilidades de abortar®®29, En cuanto a la concordancia entre las pruebas de
PCR en sangre y PCR en tejidos el coeficiente fue k= 0.61, considerado moderado; como
se comentd, cuando se detecta ADN en sangre es indicativo de una infeccion activa %29,
Esta concordancia puede tomarse como un indicador para revalorar el uso de la deteccion
de ADN en sangre en animales vivos como adecuado marcador de una infeccion activa,
y que si se combina con la prueba seroldgica de IFI considerando titulos >1:1600©),
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pueden indicar altas probabilidades de transmision transplacentaria y eventualmente el
riesgo de aborto. Finalmente, debe mencionarse que unicamente 15 % (11/71) de los
animales resultaron positivos a las tres pruebas, dato que concuerda con los coeficientes
de concordancia observados. Hasta donde se sabe, éste es el primer reporte sobre la
deteccion de ADN de N. caninum en animales naturalmente infectados y asintomaticos
después de su sacrificio, y se considera que los resultados obtenidos son un reflejo de la
situacion que guarda la infeccion por este parasito en los hatos lecheros del estado de
Aguascalientes.

Conclusiones e implicaciones

Este trabajo permitié detectar en animales asintomaticos post-mortem la presencia de la
infeccidn por N. caninum, lo que contribuye a documentar la situacion epidemiolégica
de la misma en una zona ganadera con alta exposicion al parasito. La identificacion de
una alta proporcion de animales positivos a la infeccion conlleva el riesgo de aborto y
de transmisidn enddgena a las crias, lo que permite la perpetuacién de la enfermedad en
los hatos ganaderos.
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