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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue, determinar la taza de transferencia congénita
de Neospora caninum, en vacas seropositivas, de acuerdo a la avidez de los
anticuerpos 1gG. Se realizé en tres hatos lecheros de las provincias de Azuay y
Cafar, de la sierra sur del Ecuador, donde se han reportado abortos y problemas
reproductivos. En la cual se seleccionaron 148 vacas lecheras, gestantes en el
altimo tercio de gestacion, se determiné su estatus serolégico mediante
inmunoensayo enzimatico ELISA indirecto, en estos animales en los cuales se
identifico 40 vacas cero positivas a Neospora caninum, formaran parte del estudio.
Para determinar la avidez de los anticuerpos IgG, se modifico el protocolo a cada
vaca de las 40 se le realizara otra prueba ELISA, con el protocolo modificado para
avidez. A la sangre de terneros se realizara 2 pruebas ELISA con el protocolo
normal de afinidad y avidez. Esto permitira conocer el efecto protector de los
anticuerpos naturales en el ganado bovino lechero con alta y baja avidez frente a
la transmision vertical del parasito en las condiciones de produccion de la sierra

ecuatoriana.

Palabras claves: Avidez, transmisidn congénita, Neospora caninum,
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ABSTRACT

The objective of this research was: To determine the congenital transfer rate of
Neospora caninum, in seropositive cows, according to the avidity of the IgG
antibodies. It was carried out in three dairy herds in the provinces of Azuay and
Canfar, in the southern highlands of Ecuador, Where abortions and reproductive
problems have been reported, 148 dairy cows were selected, pregnant in the last
third of gestation, Their serological status was determined by indirect ELISA
enzyme immunoassay, to obtain the 40 cows positive to Neospora Caninum,
Which would form part of the study. To determine the avidity of the IgG antibodies,
the protocol was modified to each cow of the 40 will be performed another ELISA,
With the modified protocol for avidity. To the blood of calves will be carried out 2
ELISA tests with the normal protocol of affinity and avidity. This will allow to know
the protective effect of the natural antibodies in dairy cattle with high and low
avidity against the vertical transmission of the parasite in the conditions of

production of the Ecuadorian sierra.

Key words: Greed, congenital transmission, Neospora caninum,
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1.1 INTRODUCCION

A partir del 1989 se comienza a estudiar la neosporosis bovina como una
enfermedad parasitaria emergente. Se considera como una de las principales

causas de aborto, subfertilidad, pérdidas tempranas de prefiez, momificaciones
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fetales, abortos y nacimiento de terneros con ataxia y paralisis en el ganado
bovino (Wouda, 1998).

La neosporosis es causada por el protozoo Neospora caninum, nombrado asi al
ser aislado inicialmente de perros, que sufrian trastornos neuromusculares. Este
protozoo se descubrié en 1984, pero el primer aislamiento del parasito se produjo
en el 1991 por Conrad y colaboradores. EIl parasito cumple un ciclo que incluye al
bovino como hospedador intermediario, al perro y otros canidos como
hospedadores definitivos, (Dubey &, Linsay 1996; Maldonado, 2013).

N. caninum es un protozoo Apicomplexa, estrechamente relacionado con
Toxoplasma gondii y que presenta grandes similitudes en su ciclo biolégico y sus
modos de transmision, aunque, N. caninum tiene un amplio espectro de

hospedadores, (L6pez, 2007).

Segun Dubey et, al (2006) y retomado por Rodriguez, en 2015, asi como por otros
autores, las formas de trasmision, a los bovinos, de este parasito son horizontal y
vertical. De forma horizontal por la ingestion de alimento o agua contaminados con
los ooquistes expulsados en las heces de perros infectados y de forma vertical,

desde la madre infestada hasta su descendencia, durante la gestacion.

Cuando la enfermedad se trasmite de manera vertical o transplacentaria, existen
dos formas para la trasmision materno fetal: infeccidén trasplacentaria enddgena,
es cuando el parasito enquistado en los tejidos de la madre se activa durante la
gestacion, debido a mecanismos de inmunosupresion propios de esta etapa,
generando una parasitemia que termina con la colonizacion de tejidos uterinos,
placentarios y fetales y la Infeccion transplacentaria exdgena, que se produce
cuando la hembra gestante se infesta y el parasito alcanza la circulacion e infecta

los tejidos maternos y fetales. (Pérez F.J. 2004).

Concluyen que la principal via de transmision en los bovinos es la

transplacentaria. (Moore - 2005) Se conoce que producto de esto mas del 80% de

Mentor Guillermo Taboada Pico 13
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las vacas seropositivas transmiten la infeccibn a su cria en la gestacion, de
transmision congénita por lo que las hembras infectadas perpetdan el parasitismo
de generacion en generacién, en las explotaciones ganaderas. Dandosele

entonces menor importancia a la infeccion post natal (Barling al, 2000).

Para diagnosticar la neosporosis bovina se utilizan la inmunofluorescencia
indirecta (IFI), inmunohistoquimica (IHQ), la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y el inmunoensayo enzimético (ELISA). La IFI fue la primera prueba de
diagnostico serologico utilizada, siendo considerada el método estandar para
comparacion de las otras técnicas posteriormente desarrolladas Estos métodos de
diagnésticos son considerados como adecuados por la Organizacidon mundial de
sanidad animal (OIE) (Atkinson et al., 2000).

Fort et al., 2015; Moore et al., 2009, explican que la identificacién de anticuerpos a
N. caninum en un animal es muestra de la exposicién al protozoo. Con frecuencia
se han desarrollado estudios epidemioldgicos al respecto. Asimismo, un animal
gue tiene titulos de anticuerpos elevados posee mayor riesgo de aborto. Un alta
seroprevalencia esta asociada con un riesgo mas elevado de abortos a nivel del
predio (Dubey et al., 2007; Hobson et al., 2005),

Distintos estudios corroboran que la actividad de ciertos grupos celulares, que
corresponden a la inmunidad adaptativa de tipo celular, son cruciales en el control
la parasitemia y la colonizacion de tejidos. ¢ Los linfocitos Thl y sus citoquinas IL-1
y ITF-gama? se consideran cruciales para el control del aborto. ¢En estudios
realizados en murinos con genes noqueados para IFN-gama? e IL-1, se demostré
gue estos animales eran incapaces de protegerse frente al reto experimental. Las
células Th-1 y sus productos son parte de la cadena de procesos para la
formacion de inmunidad adaptativa a largo plazo con la formacion de anticuerpos

especificos Hernandez, J. (2012).

Distintos ensayos donde se han probado inmundgenos preparados con taquizoitos

vivos han demostrado niveles aceptables de proteccion frente al reto experimental,

Mentor Guillermo Taboada Pico 14
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pero los resultados han sido variables de acuerdo al momento de la inoculacion de

las vacunas experimentales Hernandez, J. (2012).

Esta enfermedad se presenta de forma variable en todo el mundo, existiendo
diferencias dentro del propio pais o con respecto a una region geografica. La
neosporosis bovina se caracteriza por ser tipicamente asintomatica y en los casos
en donde se presenta signologia clinica la principal manifestacion es el aborto, con
las consecuentes pérdidas econdmicas por la reduccion en la produccién de leche,
la muerte de neonatos y la pérdida de animales adultos. No obstante, el riesgo de
aborto parece disminuir en las gestaciones siguientes a dicho acontecimiento y
solo el 4 a 5% de los animales abortan en mas de una ocasion, produciéndose en
la mayoria de los casos el nacimiento de terneros congénitamente infectados,
(Dubey, 1996; Anderson et al., 1995, Rodriguez, 2015).

La neosporosis es una causa importante del aborto en ganado lecheros en los EE.
UU, Nueva Zelanda, y los Paises Bajos; Recientemente, la infeccién de neospora
en bovinos se ha reportado en Argentina, Bélgica, Canada, Dinamarca, Alemania,
Hungria, Italia, Japon, México, Nueva Zelanda, Espafia, Suecia, Reino Unido,
Estados Unidos y Zimbabwe. De acuerdo con exadmenes seroldgicos, hasta el
100% de ganado en algunos hatos se han expuesto al parasito (Anderson, et al
2000; Lépez, 2007).

Un trabajo realizado en la regién de la pampa humeda de Argentina permitié
estimar que las pérdidas econ6micas asociadas al aborto por N. caninum en
ganado para carne rondarian en mas de 12 millones de ddlares estadounidenses
(Moore et. al., 2013).

N. caninum ha sido asociado a problemas relativos de reproduccién en bovinos de
las principales regiones ganaderas del mundo (Dubey; Lindsay, 1996). Ocasiona
disminuciones econdmicas importantes, en explotaciones bovinos de carne son
considerables (Waldner et al., 1998; Moore et al., 2013). Sin embargo, no son muy
conocidos los factores de riesgo que contribuyen a la exposicién a N. caninum en

este tipo de produccién (Sanderson et al., 2000; Moore et al., 2009).
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La neosporosis bovina es una enfermedad con alta prevalencia en el ganado
bovino lechero del Ecuador alrededor del 40% de las vacas son seropositivas, por
tanto, es posible que gran parte de los abortos tengan que ver con esta
enfermedad (Moore et. al., 2013).

El control de la neosporosis bovina, se convierte entonces en una actividad
compleja, mas cuando hasta la fecha, no se ha desarrollado un inmundgeno capaz

de evitar el aborto y la transmision congénita (Losadas 2004).

Distintos trabajos han podido establecer que la avidez de los anticuerpos IgG
puede ser un indicador confiable para la determinacion de infecciones recientes o
cronicas en neosporosis bovina, (Sager, et al., 2003). En la fisiopatologia de la
neosporosis bovina es clara la reaccion inmunitaria mediada por linfocitos Thl,
interferon gamma e interleucina 12, lo que determina una fuerte reaccion innata a
nivel de los tejidos maternos — fetales y a su vez la generacion de una respuesta
inmune innata mediada por células de memoria e inmunoglobulina. Este estudio
pretende determinar si las vacas con infecciones crénicas cuyos anticuerpos
tienen mayor avidez transmiten la enfermedad a las crias de la misma manera que
las vacas con baja avidez o infecciones recientes. Es posible que la
recrudescencia de una infecciébn enddégena no termine en la infeccién fetal crénica

debido a una mayor avidez de los anticuerpos.

1.2 HIPOTESIS

Una alta avidez de anticuerpos IgG resulta mayor transmisién congénita frente a

una proteccion a Neospora caninum.

1.3 OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:

Mentor Guillermo Taboada Pico 16
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Determinar la taza de transferencia congénita de Neospora caninum en vacas

lecheras seropositivas de acuerdo a la avidez de los anticuerpos IgG.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Determinar la taza de transferencia congénita de Neospora caninum, en

relacion al nimero de partos.

2 Historial al nUmero de abortos.

CAPITULO II: REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Neosporosis bovina.

Moore et al.,, (2001) aseguran que la neosporosis bovina es una enfermedad
parasitaria abortigénica emergente causada por parasitos protozoarios N.caninum.
Ha sido descripta en regiones ganaderas de todo el mundo, incluido nuestro pais
(Mooret et al., 2001). Su ciclo es heteroxeno no totalmente esclarecido afecta

principalmente a caninos, bovinos, ovinos, caprinos, equinos y ciervos.
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Fue descubierta en 1984 y reconocida como una de las principales causas de
aborto en bovinos, (Echaide & Valentini, 1997; Gamodn, 2003).

2.2 Historia de la Neosporosis Bovina.

En 1984 cuando Bjerkas, establecio la presencia de un agente diferente a T. gondi
en cachorros que presentaban alteraciones neuromusculares, a pesar de la
signologia no se encontrd evidencia serolégica, o que evidencio la posibilidad de
un agente inmunogenica y antigénicamnete diferente. Dubey en 1988 estudia,
tejidos de perros con diagndstico presuntivo de toxoplasmosis, observando la
presencia de un parasito diferente a T. gondii al que se denomina N.caninum, la
infeccion ha sido identificada en California por estudios retrospectivos en perros
desde 1957 y en bovinos desde 1974. En Australia y Nueva Zelanda se afirman

gue ha estado presente al menos desde 1971y 1972, (Guaman, 2011)

Mas tarde Dubey y col, elaboraron y desarrollaron el diagnéstico por la
inmunofluorescencia indirecta siendo la primera prueba para diagnéstico
serologico de N. caninum. También, Thilsted y Dubey en 1989, consiguieron por
primera vez la observacion de los parasitos en tejidos cerebrales de fetos bovinos

abortados de un rebafio lechero en Nuevo México, (Oviedo. et al, 2006).

La neosporosis es estimada como la mayor causa de abortos bovinos en 1991, en
el Estado de California. Conrad y col 1993, consiguen reproducir la enfermedad al
inocular taquizoitos en bovinos en forma experimental. Bjerkas en 1991
avanzando en lo referente al diagnostico de la enfermedad determiné que las
cepas aisladas en caninos son idénticas a las aisladas en bovinos. Con este
hallazgo y el desarrollo de técnicas de diagndstico inmunohistoquimico y de ELISA

se falicito diagnostico de esta enfermedad, (Aycachi, 2005).

2.3 Etiologia

N. caninum es un protozoo del philum Apicomplexa, familia Sarcocystidae cuyo
hospedador definitivo es el perro, aunque esta especie puede comportarse

también como hospedador intermediario. N. caninum es morfolégicamente similar
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a T. gondii y estd relacionado a otros protozoos formadores de quistes como
Hammondia o Besnoitia, sin embargo, fue descripto como una especie distinta en
1988. (Dubey et al., 2002; Bjerkas; Dubey, 1991, Rodriguez, A. 2015).

Los estadios parasitarios reconocidos son: taquizoito, quiste tisular y ooquiste.
Mientras los taquizoitos y quistes tisulares se encuentran en hospedadores
intermediarios, los ooquistes se eliminan en las heces del perro. Los taquizoitos
tienen forma de media luna o globular, miden 3 a 7 um de largo por 1 a 5 um de
ancho. Los quistes tisulares son redondos u ovales, miden hasta 107 pm, tienen
una gruesa pared y contienen estadios parasitarios de lenta replicacion,
denominados bradizoitos. Ambos, taquizoitos y quistes tisulares son
intracelulares, se han observado taquizoitos en distintas células, neuronas,
macrofanos miocitos, hepatocitos, epiteliales y renales. Al microscopio electronico
presentan estructuras que permiten la invasion e interaccion con el hospedado,
micronemas, roptrias y granulos densos (Manual Merck, Quinta edicion, 2000, pg.
1027).

Los quistes tisulares se han observados solamente en el tejido nervioso, salvo en

equinos donde se han reportado en el tejido muscular. (Dubey, 1996).

Los ooquistes son esféricos o subesféricos, miden 10 a 11 um y contienen dos
esporocistos con cuatro esporozoitos cada uno (Mc Allister, et al., 1998).

2.1.3. Situacién en el mundo

La enfermedad estd ampliamente distribuida en el mundo informandose su
presencia en Africa, América, Eurasia y Oceania, los avances en el conocimiento
de esta enfermedad, han sido satisfactorios quedando, por investigarse aspectos
relacionados a la prevencion y control. También es motivo de investigacion la
frecuencia natural de la transmision postnatal en el bovino o existencia de otras
especies de habitos carnivoros, que pudiesen comportarse como hospedadores

definitivos de la enfermedad. (Anderson, et al.,1991).
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La neosporosis bovina genera grandes pérdidas a la ganaderia en todo el mundo
es la causante de importantes quebrantos econdmicos en la industria, contribuye a
mermar la eficiencia reproductiva, con un efecto negativo en los indices de
rentabilidad de los sistemas de produccién animal. ElI aborto es el efecto
patoldgico directo y es la principal alteracion reproductiva inducida por este agente
infeccioso (Barr et al., 1997; Corbellini et al., 2005).

En muchos casos las vacas infectadas, presentan abortos sucesivos con un alto
riesgo de transmitir en forma vertical la infeccion a su descendencia,
considerdandose no aptas reproductivamente lo que merece el reemplazo de
animales de alto valor genético y zootécnico por vientres sanos negativos a este
parasito (Bjorkman et al., 1996; Hietala & Thurmond, 1997).

Luego las muertes perinatales, neonatales o embrionarias, la disminucion de la
produccion lactea, el incremento en el tiempo de lactancia, la reduccion del valor
de los vientres, la disminucion en la ganancia de peso y peso de la carcasa, la alta
tasa de conversion alimenticia y los costos para diagnéstico forman parte del
fuerte impacto econémico de la neosporosis bobina en una explotacion (Barling et
al., 2000; Moore et al., 2001; Haddad et al., 2005; Romero et al., 2005).

2. 4 Signos clinicos

El aborto, es el Unico signo clinica observada en vacas de cualquier edad y estos
se pueden presentar en cualquier estado de prefiez, entre el tercer mes y el final
de la gestacion, en vacas adultas, aunque mas frecuentemente ocurre entre el
quinto y sexto mes. Se desconoce si N. caninum ocasiona pérdidas tempranas de
prefiez, sin embargo, se ha explicado que mientras vacas seronegativas a la
enfermedad, reciben 1.7 dosis inseminantes para quedar prefiadas, las vacas
seropositivas necesitaron 2.2 dosis de semen. Asi mismo, existen evidencias que
vacas serorreactoras a N. caninum son eliminadas anticipadamente por presentar

un bajo desempefio reproductivo, (Gasque, 2008)
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Recientemente se describidé que tras la presentacién de abortos a N .caninum en
un rodeo de cria, el 22.2% de las vacas seropositivas,con relacion 13.5% de sus
hijas no se prefiaron en el servicio natural. Estos hallazgos sugieren que vacas
seropositivas a N. caninum podrian resultar en nivel de fertilidad méas reducido que
el de sus progenitoras. El aborto puede producirse en pocas vacas, pero pueden
involucrar hasta el 30% de los animales en el mismo rodeo. Las vacas con
anticuerpos a N.caninum tienen mayor riesgo de abortar que aquellas
seronegativas al parasito. El feto muerto en el Utero puede ser reabsorbido,
momificarse, o expulsarse con avanzado grado de autdlisis. Mas comunmente
acontece el nacimiento del ternero clinicamente normal pero cronicamente
infectado. (Maldonado, 2013)

Los terneros infectados en el Gtero pueden tener signos neuroldgicos y bajo peso
al nacimiento. El examen clinico puede revelar ataxia, disminucion del reflejo
patelar o falta de sensibilidad propioceptiva, sin embargo, son escasos los trabajos
gue describan esta presentacion de la enfermedad en neonatos. Eventualmente
pueden presentarse anormalidades congénitas como exoftalmia o asimetria
ocular. Aunque estos signos van en perjuicio de la salud en los primeros dias de
vida del ternero, en un estudio, se cita mayor tasa de supervivencia hasta los 90
dias de vida en terneros congénitamente infectados debido a la inmunidad
cruzada con otros protozoos patégenos que actlan durante este periodo. En
vaquillonas seropositivas a N. caninum se ha observado menor produccion lactea
el momento que han llegado a la produccién (1kg/dia) durante su primera
lactancia. (McAllister et al., 2000; Schares et al., 2002).

2.5 Epidemiologiay ciclo de vida.

La enfermedad ha sido informada en Europa, Africa, Australia, Nueva Zelanda y
Ameérica. En bovinos, la neosporosis afecta tanto razas para leche como para
carne resultando expuestos el 100% de los rodeos. Sin embargo, son escasos los

informes de abortos por Neospora caninum en rodeos para carne.
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La principal via de contagio en bovinos es transplacentaria de madre a hijo.
Experimentalmente esta via ha sido probada en ovinos, caprinos, ratones, caninos
felinos, porcinos y primates. En los bovinos, un bajo porcentaje puede sufrir
seroconversion debido probablemente a una exposicién postnatal. (Dubey, J. B.

1982).

Uggla y colaboradores demostraron la infeccion de terneros adicionando
taquizoitos a la leche. Sin embargo, no se ha comprobado la eliminacién de estas
formas parasitarias a través de la glandula mamaria bovina. En el postparto o tras
el aborto, la placenta con presencia de taquizoitos (Shivaprassad et al., 1989)
podria servir como fuente de infeccion para otra vaca que la ingiera.
Recientemente un ensayo experimental demostré que dos terneros y dos vacas
libres de N. caninum mantuvieron dicha condicién luego de consumir placentas

naturalmente infectadas. (Baillargeon, 2004)

El rol epidemiolégico de los toros en la neosporosis bovina es desconocido.
(Campero et al.,, datos no publicados), sin embargo, no se ha establecido la
probabilidad de que un toro transmita la enfermedad horizontalmente a una vaca.
La inoculacién experimental por via endovenosa de taquizoitos vivos de Neospora
caninum a tres toros ocasion6 el desarrollo de titulos serologicos sin signos
clinicos ni lesiones genitales a la palpacion luego de dos meses de observacion
(Campero et al., datos no publicados). En dicho trabajo, no se encontraron
anticuerpos a Neospora caninum en el plasma seminal, aunque no se evalué la

presencia de este parasito en el semen, (Atoccsa, 2011).

Aunque los ooquistes presentes en las heces de perros infectados pueden ser
infectivos a las 24 horas de ser eliminados, la infeccion oral en terneros sélo se ha
descripto en forma experimental. Suponiendo que los ooquistes pueden
contaminar el agua y comida de los hospedadores intermediarios, es aun
desconocida la frecuencia con que ocurre este hecho en la naturaleza. (Dubey,
1982).
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Recientes trabajos han demostrado que la proporcion de bovinos seropositivos
aumenta cuando existen perros en los establecimientos. En caninos se ha
encontrado un incremento de la seroprevalencia relacionada con la edad siendo
ineficiente la transmision vertical en esta especie. Asi mismo, la seroprevalencia a
N. caninum es mayor en caninos pertenecientes a zonas rurales que aquella
descripta para perros de areas urbanas probablemente debido a la estrecha
relacion epidemioldgica existente entre esta especie y los bovinos, (Cordero Del
Campillo, 1999).

Un reciente trabajo experimental cuestiona la frecuencia con la cual los perros
pueden adquirir la infeccidén en la naturaleza. En dicho trabajo, nueve perros de 2
a 4 afnos de edad fueron alimentados con fetos bovinos naturalmente infectados
con N .caninum, sin embargo, los canidos no eliminaron ooquistes en la materia
fecal resultando nula la evidencia clinica, serolégica, o histopatolégica a
N.caninum. Evaluando la existencia de taquizoitos de N .caninum en placentas de
vacas seropositivas que parieron terneros clinicamente normales, se encontrd por
la técnica de PCR que 2/16 especimenes resultaron positivos. Este hecho
demostraria que la infeccidén de perros a partir de placentas procedentes de vacas
infectadas es muy baja, (Baillargeon, 2004)

Aungue permanece aun sin conocerse el rol epidemiologico de canidos salvajes u
otros hospedadores, incluidas las aves, existen evidencias de exposicion a N.

caninum natural y experimentalmente en estas especies. (Hernandez, 2012).

El comportamiento epizo6tico o enzodtico que tiene la enfermedad podria reflejar
la transmisién postnatal en bovinos de un rodeo libre o la persistencia de N.
caninum a través de sucesivas generaciones en forma vertical, respectivamente.
La manifestacién epizéotica de la enfermedad estd asociada a la presentacion de
tormentas de abortos. Sin embargo, se ha sugerido que la infeccion simultanea
con el virus de la diarrea viral bovina (BVD) o la inmunosupresion por la ingestion
prolongada de micotoxinas, podrian actuar como factores desencadenantes del

aborto a N. caninum en un rodeo enzooticamente infectado, (Hincapie, 2005).
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En Argentina, el comportamiento epidemiolégico de la enfermedad podria tener
algunas diferencias en nuestros rodeos para carne y leche debido al diferente tipo
de manejo existente. En otras regiones del mundo, recientemente se han descripto
ciertos factores de riesgo asociados a la intensificacion de los sistemas de
produccion. Con las condiciones actuales de explotacion de nuestro pais, dichos
factores podrian determinar un comportamiento de la enfermedad en los rodeos
locales existiendo mayor cantidad de animales seropositivos en rodeos para leche,
(Atoccsa, 2011).

Un reciente trabajo de Moore et al., 2013 revel6 que 25/134 (18.6%) vacas vacias
0 abortadas pertenecientes a 26 rodeos para carne y 251/566 (44.3%) vacas para
leche de 47 tambos con similares antecedentes reproductivos, resultaron
seropositivas a N. caninum. Un estudio seroepidemioldgico en 1001 terneros de 6
a 12 meses de edad pertenecientes a 120 establecimientos para carne ubicados
en 7 partidos de Corrientes evidencio que la prevalencia a N. caninum fue 16.8% y

86 (67.5%) de los rodeos resultaron expuestos.

Otros trabajos, realizados sobre 55 hato para cria pertenecientes a 5 estados
ubicados al noroeste de E.E.U.U. revelaron una seroprevalencia del 24% en los
2585 sueros analizados mediante una. prueba ELISA de inhibicion competitiva
presentando todos los rodeos animales seropositivos. Waldner et al.,2010
describe en Canada una seroprevalencia a N.caninum que varié del 16 a 27% en
8 rodeos para carne. Quintanilla-Gozalo et al.,1999 en Espafia, hallaron una
seroprevalencia a Neospora caninum del 18% en los 1712 sueros evaluados,

resultando positivos 119/ 216 (55.1%) rodeos para carne, (Hernandez, 2012).

2.6 Métodos para el diagndstico de la neosporosis bovina.

La infeccion por N. caninum puede demostrarse mediante la utilizacion de pruebas
inmunodiagnaosticas, por técnicas histopatolégicas, moleculares y de aislamiento.

Las pruebas inmunodiagnosticas disponibles son la IFI, ELISA, aglutinacion
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directa, IHQ vy electroforesis combinada con inmunodeteccion (Western
Immunblot), (Quintanilla, 1999).

La histopatologia y la IHQ realizadas en tejidos bovinos fetales son técnicas
diagnoésticas relevantes en las infecciones por N. caninum. ElI diagnéstico
presuntivo de aborto por N. caninum puede emitirse ante la presencia de lesiones
como meningoencefalitis necrotizante multifocal (MENM), miocarditis, miositis,
nefritis, hepatitis, neumonia y adrenalitis focales no supurativas caracterizadas por
la presencia de células mononucleares. La presencia del parasito en dichas
lesiones puede confirmarse mediante IHQ realizada sobre tejidos fetales
formolados. Aunque su sensibilidad es baja, probablemente debido a los escasos
parasitos presentes en tejidos autolizados, resulta una técnica diagnostica vigente,
(Moore, 2001).

Por otro lado, el impacto de la técnica de PCR ha sido notable, permitiendo
esclarecer ciertos aspectos epidemiolégicos. Debido a la alta eficiencia que tiene
N. caninum para transmitirse en forma vertical, los resultados positivos por IHQ o
PCR deberan estar siempre asociados a problemas reproductivos y utilizacion de
otras técnicas diagndsticas, no sélo para identificar dicho protozoo sino también
para descartar otras causas de aborto. El aislamiento de N. caninum es dificil y
costoso como técnica diagndstica, sin embargo, se han lograron aislamientos en

regiones ganaderas de todo el mundo, (Moore, 2001).

2.7 Respuestas inmunes

En el medio en que viven los animales sucede que los mismos estan expuestos a
contagiarse reiteradamente, aunque por lo general con dosis bajas; a medida que
el hospedador convive con el parasito, desarrolla una inmunidad protectora que lo
previene ante las sucesivas infecciones, influyendo asi en el numero de veces que
se infeste, las posibilidades de multiplicacion del parasito y consecuentemente en

la capacidad de producir dafio. La inmunidad protectora, segin se ha comprobado
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experimentalmente, oscila entre 3 y 9 meses, de la especie y es independiente de

la existencia de quistes musculares (Aycachi, 2005, Guaman 2011).

Durante el primer tercio del embarazo el feto es vulnerable a la infeccion con N.
caninum y muy probable que no sobreviva, pues no reconoce al patégeno. En el
segundo tercio de la gestacion, el feto puede montar una respuesta inmune
rudimentaria, comprobandose la presencia de anticuerpos en el suero de fetos
abortados. En muchos casos esta respuesta puede no ser suficiente y entonces se
produce el aborto, por lo que la mayoria de los mismos, son en este tercio del
embarazo. Si la infeccién ocurre en el dltimo tercio de la gestacion el feto pudiera
ser capaz de sobrevivir y nacer infectado clinicamente sano, (Buxton et al., 2002;
Maley et al., 2003).

Contra infecciones de parasitos intracelulares, la respuesta inmune protectiva es la
respuesta mediada por células, asociada a linfocitos T helper tipo 1, los cuales
estimulan la producciéon de interferon y (IFNy), interleuquina 12 (IL- 12) e IL-2
(Anderson et al., 2000; Innes et al., 2002; Williams et al., 2003; Moore et al., 2005).
Esta respuesta inmune disminuye en las vacas gestantes entre los 4 y 6 meses de
gestacion pues se produce un ambiente inmunolégico, lo cual favoreceria la
multiplicacion del parésito y, por lo tanto, también la transmision vertical en este
periodo (Anderson et al., 2000; McAllister & Latham, 2002).

Moore., et al, 2001 considera que una respuesta inmune en hembras bovinas
congénitamente infectadas contribuye a disminuir el riesgo de aborto en otras
prefieces, indicando cierto grado de proteccion fetal producto de presencia de una
inmunorespuesta materna. Ademas, destaca que la inmunidad mediada por
células (IMC) desempefia un papel fundamental, en infecciones a N. caninum por
ser este un organismo endocelular. Luego se ha comprobado que las vacas
infectadas persistentemente desarrollan una inmunidad natural protectora contra

una segunda exposicion a neospora (Moore et al., 2005).

2.8. La avidez de anticuerpos IgG
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La presencia de anticuerpos a N. caninum en el suero indica que un individuo esta
infectado por el parasito. A su vez, los anticuerpos pueden persistir por largos
periodos de tiempo y presentar fluctuaciones a lo largo del tiempo (Jenkins et al.,
1997; Stenlund et al., 1999; Sager et al., 2001).

Avidez es la fuerza de afinidad entre una inmunoglobulina especifica y el epitope
de la proteina antigénica del agente infectante, afinidad que aumenta con el
tiempo. La avidez de los anticuerpos fue estimada por primera vez a las tres
semanas de la inoculacién inicial y a las 6 semanas los valores de avidez se
ubicaron entre el 21% y el 33% en todos los animales en ensayo. Valores altos de
avidez solo pudieron demostrarse a las 8 semanas post-inoculacién, de manera
que esto podria utilizarse como método para determinar que la respuesta no

corresponderia a una infeccién reciente, (Stirrer et al. 2000).

Rodriguez, (2015) plantea, que los niveles de anticuerpos o el aumento de los
titulos no pueden ser usados para estimar si un individuo sufre de neosporosis
aguda o crénica. Midiendo la avidez que tienen los anticuerpos para unirse con
antigenos especificos de N. caninum, es una de las formas para la identificacién
de infecciones recientes. Esta avidez en su inicio es limitada, pero se aumenta
lentamente a medida que avanza las semanas, por lo que se puede distinguir
infecciones recientes de infecciones preexistentes, pasadas o viejas, (Rodriguez,
2015).

En diferentes estudios encontraron en vacas prefiadas y no prefiadas inoculadas
con taquizoitos de N. caninum un aumento de los indices de avidez a partir de la
segunda semana siguiente a la inoculacion, alcanzando valores del 45-47% recién
a las 8 semanas de la inoculacion. Estos resultados sugieren que una avidez
£35% puede ser usada para indicar una infeccion aguda a N .caninum (Stirrer et
al. 2000).

La prueba de avidez se fundamenta en que el agregado de urea en un porcentaje
de 32.5% & 40% durante el desarrollo del ELISA disocia las uniones débiles de los

anticuerpos mientras que los anticuerpos con alta avidez permanecen firmemente
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acoplados al antigeno. De esta forma, la prueba permite diferenciar infecciones
primarias o recientes (con pobre union Ag-Ac) de las infecciones preexistentes
(con fuertes uniones Ag-Ac). Una comparacion de ELISAS de avidez fue realizada
por (Bjorkman et al., 2006).

Anticuerpos con baja avidez revelarian una infeccion reciente y son
continuamente encontrados en casos de abortos epidémicos como resultado de
una transmision horizontal. Por otra parte, la alta avidez en los anticuerpos puede
ser detectada en animales que han contraido la infeccion tiempo atréas. Luego se
puede deducir que la alta avidez de los anticuerpos puede ser producto de una
infeccion transplacentaria como resultado de una transmisién vertical, (Rodriguez,
2015).

2.9 Latransmision vertical de la neosporosis a sus crias y la avidez de
anticuerpos.

Las vacas permanecen infectadas de por vida y transmiten la infeccion a su
descendencia en varias prefieces consecutivas (Figliuolo et al., 2004) o
aleatoriamente (Gottstein et al., 2005; Bjorkman et al., 2006; Wapenaar et al.,
2006).

Dubey et al. (2006), sefialaron que, al aumentar el numero de partos de las
hembras, la proporcibn de terneros infectados congénitamente disminuye,
registrando un 80%, 70%, 67% y 66% en vaquillonas, vacas de segunda paricion,
de tercera paricibn y mayores de tercera paricion, respectivamente. Ademas, se
ha demostrado que los animales que mostraban titulos altos de anticuerpos
durante la gestacién o un aumento de los mismos entre los tres y ocho meses de
prefiez, tenian mayores probabilidades de transmitir congénitamente la
neosporosis al feto, en comparacién con aquellas madres con bajos niveles de

anticuerpos o con niveles decrecientes, (Paré et al., 1996).

2.10 La neosporosis y los abortos de vacas en los tres tercios de gestacién.
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Para la deteccion de anticuerpos N. caninum El test de ELISA (inmunoensayo
enzimatico), es ampliamente utilizado porque el procedimiento es rapido, de bajo
costo y consistente. La serologia en NC se puede utilizar como parte del examen
rutinario en caso de aborto, para identificar la tasa de infeccion del rodeo,
establecer una proporcion de abortos atribuidos a N. caninum y evaluar rutas de
transmision, (Anderson, 2005; Ortega, 2006).

Diferentes estudios han determinado una relacion importante entre la presencia de
la infeccién por el N .caninum y el aborto, en el ganado bobino, con un riesgo 2 a
3,5 veces superior en las vacas seropositivas que en las seronegativas (Paré et
al., 1997; Wouda et al., 1998; Davison et al., 1999; Stenlund et al., 1999). La
manifestacion epidémica de aborto por neosporosis se ha coligado con una
posible exposicion a los ooquistes del parasito N.caninum En las explotaciones
donde se observa defecaciones caninas en zonas de almacenamiento de comida,
el consumo de placentas, de fetos abortados o calostro por parte de los perros,
fueron propensas a transmision postnatal (McAllister et al., 2000; Dijkstra et al.,
2002).

Se ha determinado con exactitud la diferencia en la produccion de citoquinas pre
inflamatorias en la gestacién temprana con respecto a las fases mas avanzadas,
lo que se ha relacionado con el mayor numero de abortos en el primer tercio de
gestacion, ademas la mayor produccion de linfocitos Th, (linfocitos ayudantes o
colaboradores), es evidente en las primeras 12 semanas de gestacion, entonces el
aborto dependerd de la carga y tiempo de la infestacibn parasitaria y de la
respuesta, en diferentes estudios sobre la N. caninum se ha demostrado que en la
mayoria de los casos, la infeccién experimental con N .caninum en vacas sobre
los 110 dias de gestacién produce la muerte de los fetos, también que existen
diferencias notables entre las lesiones placentarias y fetales. Ademas, la
produccion de inmunoglobulinas fue diferente en los animales muestreados, lo que
le llevo a los investigadores a postular que el aborto esta determinado por un lado
a la carga o grado de infestacion parasitaria y por otro a la intensidad de la
reaccion inmune para controlarla (Almeria 2010).
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En el tercer trimestre o dltimo tercio de gestacion, cuando los elevados niveles de
progesterona asociados a la respuesta Th2 son incapaces de controlar la infeccién
por el protozoo, se desarrolla una infeccidbn congénita, lo que trae como
consecuencia una menor la probabilidad de que ocurra un aborto debido a la
maduracion del sistema inmune fetal (Iness et al., 2002). Se lograrian terneros
congénitamente infectados, las lesiones localizadas en los musculos y en el SNC
serian las responsables de los signos neurolégicos y neuromusculares observados
ocasionalmente (Barr et al., 1991; Bryan et al., 1994). En Tandil argentino, (Barr et
al., 1991; Bryan et al., 1994).

Se ha analizado la probabilidad que los abortos dependan en gran medida a la
magnitud de la respuesta inmune de la vaca para controlar la infestacion, esto fue
corroborado al determinarse que existian diferencias en la produccion de
citoquinas a nivel de los tejidos placentarios en los casos en los que se produjo o
no aborto (Rosbottom, 2008).

El riesgo de aborto parece disminuir en las gestaciones siguientes a dicho
acontecimiento, solo el 4 a 5% de los animales abortan en mas de una ocasion.
En la mayoria de los casos se produce el nacimiento de terneros congénitamente
infectados. Un animal que tiene titulos de anticuerpos elevados posee mayor
riesgo de aborto, (Dubey, 2007; Lindsay, 1996; Anderson et al., 1995).

Hobson et al., (2005), reportan que por cada 1% que se incrementaba la
seroprevalencia de N. caninum en el rodeo, el riesgo de aborto relacionado a este

parasito se incrementaba un 6%.

No ha sido soélida ni significativa las diferencias encontradas en relacion a la edad
con el riesgo de aborto de los animales. Se ha diagnosticado el N. caninum en
fetos abortados en animales de diferentes edades. Sin embargo, no se discute que
el modo de trasmision del parasito también puede influir en el riesgo de aborto en

relacion con la edad, (Dubey, Lindsay, 1996).

A partir del afilo 1985 se comprobo que. N. caninum fue la principal causa de

aborto en bovinos. Por ejemplo, en el Estado de California, de una muestra de
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ganaderia mixta, (carne y leche), de 468 abortos el 45,5% fueron causados por N.
caninum. En el mismo estado entre 1998 y 2003, de una muestra de 2296 abortos,
el 44.4% se atribuyeron a neosporosis, sobre otras causas infecciosas como IBR,
DVB, Campylobacter, leptospirosis, Arcanobacter y el aborto epizodtico bovino. La
Universidad de Davis en California presentd un estudio donde se demostré la
posibilidad de reproducir experimentalmente la infeccion fetal por N. caninum
Causando en la mayoria de los casos la muerte de los fetos infectados,
(Maldonado, 2013).

La neosporosis bovina ha ocupado un primer lugar dentro de las causas de
abortos en bovinos lecheros en EEUU, se estiman que entre el 5y el 15% de las
prefieces finalizan en aborto y aproximadamente el 33% de estos abortos son
producidos por N. caninum, (Anderson et al., 1991 y 1995).

Los animales que sufrieron infeccion posnata,l, han sufrido en la mayoria de
casos, de abortos enzodticos atribuidos a N.caninum, la trasmision vertical no es
causante de las denominadas tormentas de abortos. Por tanto, la transmision
transplacentaria seria determinante en la perennacién de la enfermedad en el

hato, no es su manifestacion enzoética (Thurmond, 1997).

Diferentes estudios han sefialado la infeccion por N.caninum como la causa de
que las vacas sean entre 3 y 6 veces mas proclives al aborto que las vacas
negativas, y esto tendria mayor repercusion en las novillas infectadas o
congénitament. Las hembras seropositivas con titulos de anticuerpos altos tienen
mayor riesgo de abortar con respecto a las positivas que exhibieron titulos mas
bajos en las pruebas de inmunohistoquimica (Wouda, 1998; Mallaste, 1996).

Wouda y Moen en 1998 realizaron un estudio en hatos que sufrieron temporadas
de aborto enzodtico, se hizo seguimiento a la progenie viva en primera y segunda
generacion filial (F1 y F2), llegando a la conclusion que la seropositividad calostral
hacia que la descendencia sea hasta 3 veces mas propensa al aborto,

recomendando que los terneros infectados no deberian usarse como material de
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remplazo y asi disminuir significativamente el riesgo de aborto en el hato (Wouda ,
1998).

Segun Campero et al, (2000) la IHQ es uno de los métodos directos mas utilizado
para la deteccion de N. caninum en los fetos. En la practica se analizan por
técnicas inmunohistoquimicas los tejidos fetales que presentan “lesiones
compatibles” en el examen histolégico con el fin de confirmar la presencia de
restos de antigeno, taquizoitos enteros o quistes con bradizoitos. Esta técnica es
poco sensible para detectar parasitos en el feto debido a que existen en escaso
namero en los tejidos infectados y también la demostracion de los antigenos de N.
caninum mediante IHQ depende del nimero de cortes histoldgicos realizados y del
tiempo invertido en examinarlos (Wouda et al., 1997; Boger & Hattel, 2003). Tandil

(argentina)

El test de ELISA (inmunoensayo enzimatico), tiene como ventajas que con gran
facilidad se puede procesar un gran niumero de muestras, la obtencion de una
sensibilidad y especificidad superiores a las obtenidas con la IFI, ademéas no hay
subjetividad a la hora de emitir un resultado, todo lo que hace confiable esta
prueba confiable (Dubey, 2006; Moore, 2001).

2.11 La seropositividad.

La seropositividad es considerada como un factor de riesgo para la presentacion
de abortos, pero sobre todo frente a los episodios enzoo6ticos. Se propone que el
estado serolégico podria usarse para el sacrificio selectivo de vacas y de esta

manera reducir el riesgo de aborto en el hato (Moen, 1998).

El riesgo de aborto es mayor cuando el titulo de anticuerpos es mayor por lo que
esto se podria convertir en un indicador de aborto potencial en ganado bovino
(Milton, 1996).
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En un estudio realizado sobre la determinacion de la se positividad en a N.
caninum, en Venezuela a 2,542 muestras provenientes de 124 explotaciones
bovinas doble propésito, distribuidas en cinco municipios (Simén Planas,
Urdaneta, Torres, Crespo y Jiménez) del estado Lara, la seropositividad fue
detectada mediante ensayo inmunoenzimatico ELISA indirecto. La seropositividad
(SP) general fue del 17,23.% en el 91,94% de las explotaciones ganaderas se
detectaron bovinos positivos a N. caninum, con rangos de SP que oscilaron entre
2,78 y 62,5%. Las hembras presentaron un 17,69% de SP y los machos 13,39%,
sin diferencias significativas entre ambos grupos. Tampoco se evidenciaron
diferencias de SP por grupo etario, con un 20% para los mautes (as), o
grupo,17,06% para los adultos, 15,52% para los novillos (as) y 12,5% para los
becerros (0s). Esto sugiere que, en los rebafios estudiados, las infecciones por N.
caninum son predominantemente transmitidas por via transplacentaria, (Escalona,
2010)

CAPITULO Ill: MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES
3.1.1. MATERIALES BIOLOGICOS.

e 40 vacas lecheras seropositivas al N. caninum, en el dltimo tercio de
gestacion

e Muestras de sangre de vacas seropositivas y sus crias antes del
consumo del encalostro.

e Suero control positivo.

e Suero control negativo.

3.1.2. MATERIALES QUIMICOS.
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e Kit diagnéstico Neospora ab Hipra Espafia.
¢ Alcohol antiséptico.

e Termo de transporte.

e Urea 6 MOL

3.1.3. MATERIALES DE CAMPO Y LABORATORIO

e Tubos al vacio para muestras de sangre sin anticoagulante.

e Agujas de toma doble para sistemas de coleccién de sangre al vacia
e Soporte plastico para sistemas de coleccion de sangre al vacio.

e Centrifuga (8 puestos).

e Viales para microcentrifuga.

e Lector espectrofotométrico de microplacas de 96 pocillos.

3.2. METODO

3.2.1 LOCALIZACION

La presente investigacion se realizo en tres haciendas de la provincia del Azuay y
Caniar, donde se han reportado abortos con una altitud entre 2550 y 3264 metros y
una temperatura promedio entre 14 — 15 °C Las haciendas fueron: La Esmeralda
de Biblian situada a 11 km del cantén Biblidn con una temperatura de 14 -15

grados.

La hacienda del Sr. Manuel Quisphi ubicado en la parroquia Octavio Cordero
Palacios sector el Roci6é que se encuentra a 12 Km. De la ciudad de Cuenca con

una temperatura de 14°C con una altitud de 2600 m.s.n.m.

La hacienda de la familia Toral que esta ubicada en la parroquia de Quingue6 a 28
Km. De la ciudad de Cuenca con una temperatura de 16°C.con una altitud de 2550

m.s.n.m.
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Las muestras de sangre fueron analizadas en el laboratorio Biomicrovet esta
ubicado en la calle canton Paute y avenida de Las Américas en la ciudad de

Cuenca.

3.2.2. Metodologia

Se realiz0 un estudio analitico de corte transversal. La variable avidez de los
anticuerpos 1gG. (A.A) se identificara con la fuerza de afinidad entre una
inmunoglobulina especifica y el epitope de la proteina antigénica del agente
infectante, afinidad que aumenta con el tiempo mediante un ELISA indirecto
modificado, para determinar avidez de anticuerpos especificos frente a

taquizoitos de N.caninum.

3.2.2.1 VARIABLES.

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES.

Definicion Dimensiones | Indicadores Escala
conceptual
Numero de partos | Vacas / | Parto el nacimiento de | -Primeriza
novillas una cria viva - 2do parto
- 3er parto

+ de 3 partos

Aborto. Vacas Expulsion o retencion | Si

Terminacion de la | /novillas de feto o membranas | No
gestacion con feto fetales antes del tiempo

no viable. normal de gestacion

avidez de | Vacas /| La fuerza de afinidad | Alta
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anticuerpos novillas entre una | Baja
inmunoglobulina

especifica y el epitope
de la proteina
antigénica del agente
infectante, afinidad que

aumenta con el tiempo

Transferencia Vacas a|La presencia de N. | Positivo
congénita de N. |terneros Caninum en las crias | negativo
caninum inmediatamente del

nacimiento antes de

consumir calostro.

3.2.3 Disefio experimental y pruebas estadisticas

Para esta investigacion se utilizé el método de campo, las muestras de 10 ml, de
sangre fueron obtenidas de las 148 vacas, seleccionadas al azar en las tres
estancias lechera. Las muestras se extrajeron de la vena coxigea. Luego se
colocaron en tubos de ensayo sin anticoagulante correctamente identificadas para
ser trasladadas a Biomicrovet para su procesamiento. Conforme se fueron
obteniendo, se registraron en una ficha con los siguientes datos: nombre del

propietario de la estancia, nombre y ubicacion, fecha y numero de muestra.

Se realizard& un muestreo dirigido a vacas en el Gltimo tercio de gestacién
seropositivas a anticuerpos de N.caninum y a las crias inmediatamente después

del parto antes de tomar el calostro.

Método laboratorio: en el laboratorio las muestras fueron centrifugadas para
separar el suero del coagulo sanguineo. El analisis se realizé por medio de

inmunoensayo enzimatico ELISA. A cada vaca se le realizarad 2 pruebas ELISA,
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una con el protocolo normal de afinidad y otra con el protocolo modificado para
avidez. A las crias se le tomaran muestras de 5 ml de sangre de la vena yugular A
la sangre de terneros se realizard 2 pruebas ELISA con el protocolo normal de

afinidad y avidez, se aplican las mismas pruebas.

3.2.4 Método estadistico

Se utilizo la prueba de Chi Cuadrado y analisis de varianza, a fin de analizar los

resultados segun las variables tomadas en cuenta en este estudio.

Capitulo IV

4.1. Resultados:

A partir de las pruebas aplicadas se obtuvieron a los siguientes resultados:

Tabla Nol. Tabla de contingencia para la transferencia congénita de N. caninum

en terneros y avidez de anticuerpos IgG anti N. caninum en las vacas.

Tabla cruzada transferencia congénita*Avidez de IgG
Avidez de 1gG
Baja avidez | Alta avidez Total

Transferencia congénita No Recuento 2 21 23
Recuento esperado 2,6 20,4 23,0

Si Recuento 2 11 13

Recuento esperado 1,4 11,6 13,0

Total Recuento 4 32 36
Recuento esperado 4,0 32,0 36,0
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Tabla No 2. Prueba de Chi cuadrado de Pearson para las variables transferencia

congénita de N. caninum y avidez de IgG anti N. caninum en vacas.

Pruebas de chi-cuadrado

Significacion Significacion
asintética Significacion exacta

Valor df (bilateral) exacta (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 0,3762 0,540
Razén de verosimilitud 0,363 0,547
Prueba exacta de Fisher 0,609 0,459
Asociacion lineal por lineal 0,366 0,545
N de casos validos 36

a. 2 casillas (50,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es 1,44.

El valor de p 0,540 es mayor al valor de alfa 0,05 por lo que se rechaza la
hipotesis alternativa, por tanto, la avidez de los anticuerpos 1gG de las madres no
estd estadisticamente asociada con la transferencia congénita de N. caninum.
Segun el criterio de Cochland los resultados de X2 deben interpretarse con cautela

cuando los valores esperados menores a 5 superan el 20% de las celdas.
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Recuento

Baja avidez

Alta avidez
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Grafico N1. Avidez de anticuerpos IgG de la madre y trasferencia congénita de N.

caninum para la prueba de ELISA de avidez.

Tabla cruzada categorias segln el nimero de partos*Avidez de IgG
Avidez de IgG
Baja avidez | Alta avidez Total
Categorias segun el nimero | De 0-2 partos Recuento 3 13 16
de partos Recuento esperado 1,8 14,2 16,0
De 3-4 partos Recuento 1 18 19
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Recuento esperado 2,1 16,9 19,0
5 0 mas partos Recuento 0 1 1
Recuento esperado 0,1 0,9 1,0
Total Recuento 4 32 36
Recuento esperado 4,0 32,0 36,0
Tabla No3 Tabla de contingencia para el estatus seroldgico de las crias de vacas
con alta y baja avidez de anticuerpos IgG anti N. caninum.
Tabla cruzada estatus serologico de la cria*Avidez de IgG
Avidez de 1gG
Baja avidez | Alta avidez Total
Estatus Seroldgico de la cria | Negativo Recuento 2 21 23
Recuento esperado 2,6 20,4 23,0
% dentro de avidez de 1gG 50,0% 65,6% 63,9%
Positivo Recuento 1 6 7
Recuento esperado 0,8 6,2 7,0
% dentro de avidez de IgG 25,0% 18,8% 19,4%
Sospechoso Recuento 1 5 6
Recuento esperado 0,7 5,3 6,0
% dentro de avidez de IgG 25,0% 15,6% 16,7%
Total Recuento 4 32 36
Recuento esperado 4,0 32,0 36,0
% dentro de avidez de IgG 100,0% 100,0% 100,0%

Tabla No 4. Prueba de Chi cuadrado de Pearson para las variables estatus

serolégico de las crias y avidez de anticuerpos IgG anti N.caninum en las madres.

Pruebas de chi-cuadrado
Significacion
asintotica
Valor df (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 0,395 0,821
Razoén de verosimilitud 0,377 0,828
Asociacion lineal por lineal 0,371 0,543
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N de casos validos 36

a. 3 casillas (50,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento

minimo esperado es ,67.

El valor de p 0,821 es mayor al valor de alfa 0,05 por lo que se rechaza la
hipotesis alternativa, por tanto, la avidez de los anticuerpos 1gG de las madres no
esta estadisticamente asociada al estatus seroldgico de las crias.

Estatus
25 Seroldgico
de la cria
M Megativo
B Positive
| Sospechoso
20
E 15
c
]
=]
[ 1]
]
o
10
o
1
N 1

Baja avidez Alta avidez

Avidez de IgG
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Grafico No2. Avidez de anticuerpos IgG dela madre y estatus seroldgico de la cria
para la prueba de ELISA de avidez
Tabla No5 Tabla de contingencia para el nimero de partos de las vacas y la
avidez de sus anticuerpos IgG anti N. caninum.
Tabla cruzada Categorias segun el nimero de partos*Avidez de IgG
Avidez de IgG
Baja avidez | Alta avidez Total
Categorias segun el nimero | De 0-2 partos Recuento 3 13 16
de partos Recuento esperado 1,8 14,2 16,0
De 3-4 partos Recuento 1 18 19
Recuento esperado 2,1 16,9 19,0
5 0 mas partos Recuento 0 1 1
Recuento esperado 0,1 0,9 1,0
Total Recuento 4 32 36
Recuento esperado 4,0 32,0 36,0

Tabla No 6. Prueba de Chi cuadrado de Pearson para las variables nimero de
partos de y avidez de anticuerpos IgG anti N. caninum en las madres.

Pruebas de chi-cuadrado
Significacion
asintotica
Valor df (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 1,7282 2 0,421
Razén de verosimilitud 1,838 2 0,399
Asociacion lineal por lineal 1,628 1 0,202
N de casos vélidos 36
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a. 4 casillas (66,7%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento

minimo esperado es ,11.

El valor de p 0,421 es mayor al valor de alfa 0,05 por lo que se rechaza la
hipodtesis alternativa, por tanto, la avidez de los anticuerpos IgG de las madres no

esta estadisticamente asociada al numero de partos.

(Tasa de transferencia congénita segun la avidez de anticuerpos IgG anti N.

caninum)
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Historial de
307 Abortos

M Sin historial
[ Con historial

Recuento

Baja avidez Alta avidez

Avidez de IgG

Grafico No3. Avidez de anticuerpos IgG dela madre y e historial de abortos para
la prueba de ELISA y avidez
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Tasa de transferencia congenita en vacas con
alta avidez de IgG anti Neospora caninum

M Transfieren M No
transfieren

Grafico No 4 Tasa de transferencia congénita de N. caninum en vacas con alta

avidez de anticuerpos IgG.
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Gréafico No 5 Tasa de transferencia congénita de N. caninum en vacas con alta
avidez de anticuerpos IgG.

Tasa de transferencia congenita en vacas con
baja avidez de IgG anti Neospora caninum

M Transfieren mNo
transfieren

4.2 Discusion:

En nuestro trabajo la avidez de anticuerpos IgG anti N. caninum de las vacas no

se asocio estadisticamente con la trasferencia congénita de N.caninum. Por tanto,
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las vacas infectadas natural y cronicamente tendrian la misma probabilidad de

transmitir la enfermedad a las crias que las vacas con infecciones recientes.

En este estudio las vacas con alta y baja avidez trasmitieron la enfermedad a sus
crias, la gran mayoria de vacas con alta avidez no trasmitieron la enfermedad, la
diferencia numérica es considerable, pero es posible que se deba a la distribucion
en la muestra, donde la mayoria de los animales tenian alta avidez. Tuvimos

pocos animales de baja avidez en donde el 50% trasmitio la enfermedad.

En varios estudios se relaciona a la baja avidez con abortos en el contexto de la
transmision horizontal de las llamadas tormentas de abortos (Bjorkman, et al.
(2005), Basso, et al. 2010), no existe informacion concluyente donde se
demuestre que en las vacas con enfermedad crénica la transmisién congénita se
reduzca. Nuestro trabajo ha evidenciado diferencias en la tasa de transferencia
congénita entre vacas de baja y alta avidez, esto se esperaria de acuerdo a lo
observado en estudios epidemioldgicos de corte longitudinal donde se reduce la
prevalencia considerablemente en relacion a los primeros muestreos y donde
también aumento la avidez (Frossling, et al, 2005). Aunque para otros autores el
estatus seropositivo es algo muy estable en el tiempo y la mayoria de abortos se
producen en vacas seropositivas y con historial de abortos (Pabén, et al, 2007).
En nuestro estudio el historial de abortos no se relacion6 con la avidez o la

cronicidad de la infeccion.

El test de ELISA de avidez al parecer no es tan robusto como el ELISA tradicional
debido posiblemente a la escasa comprension de los epitopos relacionados con la
afinidad a su paratope, esto fue evidenciado en un estudio que compard los
resultados del test en distintos laboratorios europeos, donde se observo
diferencias en la interpretacion de la avidez, principalmente por el punto de corte
usado para el calculo. En nuestro trabajo el punto de corte fue similar al de
Ortega-Mora y colaboradores, ya que adaptamos el mismo kit comercial de Hipra-
Espafa (Bjorkman, et al, 2006).
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5.1 Conclusiones:
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e La avidez de anticuerpos IgG anti N.caninum (infecciones cronicas) no se
relaciona con la transferencia congénita de la enfermedad.

e El historial de aborto de las vacas no se relaciona con la avidez de los
anticuerpos IgG anti N. caninum ni con la trasferencia congénita.

e La mayoria del ganado en la muestra en estudio tiene infeccion crénica de

N.caninum

5.2 Recomendaciones:

e Para mejorar la comprensién del papel de la inmunidad adquirida mediada
por anticuerpos es necesario realizar estudios controlados con individuos
cronica y agudamente infectados que permitan valorar la transmision
congénita, ya que la avidez de anticuerpos podria ser un indicador del

grado de proteccién de un individuo natural o experimentalmente infectado.
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The avidity (functional affinity) of specific antibodies are being used to estimate
duration of bovine Neospora caninum infection. Here, we report for the first time
the avidity pattern in cattle orally inoculated with N. caninum oocysts. In all, 16
pregnant cows and 7 calves were administered N. caninum oocysts. In the cows,
the avidity increased during the early course of infection. In all but one, the avidity
was <35 during the first 6 weeks after infection and no cow had an avidity value
&gt;50 until week 9. The calves were sampled either week 6 (n = 3) or week 9 (n =
9) after infection, and by then had avidities between 2 and 17. The results are in
agreement with results from previous investigations of naturally infected cattle, and
calves that were experimentally infected with tachyzoites. They further validate the
ability of the N. caninum iscom avidity ELISA to accurately assess the duration of

infectio

ANEXOS.

ANEXOS 1. Transmision del Neospora Caninum
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