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RESUMEN.

Nesopora caninum es un protozoario de distribucion mundial cuya infeccion en
bovinos, induce aborto, mortinatos y el nacimiento de becerros clinicamente sanos
pero cronicamente infectados o con problemas neuroldgicos. En México se tienen
antecedentes de neosporosis en ganado productor de leche, sin embargo, en el
ganado productor de carne y en el de doble propdésito del sureste del pais, no se
han realizado estudios epidemiolégicos ni se han determinado los factores de
riesgo para la transmision de este agente, por lo que los objetivos del presente
estudio fueron determinar la frecuencia de positividad a la infeccibn por N.
caninum en bovinos de doble propdsito de los municipios de Jamapa y Veracruz,
Veracruz y determinar posibles factores de riesgo asociados a la seropositividad.
La toma de muestras sanguineas, se llevo a cabo de febrero a mayo del 2007. En
estos municipios se trabajo con 28 ranchos, los cuales contaron con un total de
1889 bovinos. Con el fin de tener un estimador de la prevalencia y poder
determinar un tamafio minimo de muestra, se realiz6 un estudio piloto a 100
vacas, con estos resultados, se obtuvo una frecuencia del 10% calculandose 555
bovinos para el muestreo general. Los sueros sanguineos de estos animales
fueron procesados por ELISA para determinar anticuerpos anti-Neospora caninum.
Las coordenadas geograficas de los ranchos se establecieron por medio de un
sistema geogréfico posicional (GPS). En los hatos se aplicé una encuesta que
contempl6 la siguiente informacion: origen de los reemplazos, tipo de manejo
reproductivo, presencia de abortos, programa de localizacién y disposicion de
fetos abortados y desechos placentarios, programa de vacunacion, origen y
distribucion de los forrajes, presencia de perros y/o canidos silvestres. Cada
variable fue evaluada para medir su fuerza de asociacion entre ésta y el resultado
serologico a través de un andlisis univariado de razén de momios y se midié su
significancia estadistica mediante X? o exacta de Fisher. Aquellas variables con un
valor de P < 0.05 fueron corridas por un andlisis multivariado a través de regresion
logistica. De los 555 sueros evaluados, 105 fueron positivos. Con este resultado
se obtuvo una frecuencia de positividad del 18.91 %. De las variables analizadas,
solo la presencia de aborto en las vacas (Razon de momios (RM)= 7.34; Intervalo
de Confianza 95% (ICgs0,)= 2.3505 - 22.9225; P= 0.00007) y ranchos que obtienen
reemplazos de otro estado del pais (RM= 2.23; ICgs50= 1.1350 — 4.3949; P=
0.0174) fueron significativas como factores de riesgo asociados a la infeccién por
N. caninum. Se concluye que los bovinos de doble propésito provenientes de los
municipios de Jamapa y de Veracruz, Veracruz, han estado expuestos a Neospora
caninum al encontrar evidencia serolégica positiva en 25 de los 28 ranchos
estudiados (82%). Ademas se concluye que las vacas seropositivas tienen mayor
riesgo de presentar aborto y que la introduccion de animales de reemplazo
provenientes de otros lugares representa un factor de riesgo para estos hatos.

Palabras clave: Neospora caninum, ganado de doble propoésito, factores de
riesgo, seropositividad, prueba de ELISA, razén de momios.



ABSTRACT.

Nesopora caninum is a protozoan with world-wide distribution. In infected bovines
it causes abortion, stillbirths and birth of clinically health calves, but chronically
infected or with neurological problems. Despite the existence of previous reports of
neosporosis in dairy cattle in Mexico, no epidemiological studies have been done
in beef and double-purpose cattle in southeastern Mexico, and the transmission
risk factors have neither been assessed. Because of this, the objectives of this
study were to determine the positivity frequency of N. caninum infection in double-
purpose cattle from the Jamapa and Veracruz Municipalities, in the State of
Veracruz and to determine the possible risk factors associated to seropositivity.
Blood samples were taken from february to may 2007. A total population of 1889
bovines was assessed from 28 farms in these municipalities. A pilot study with 100
cows was done in order to obtain a prevalence estimator to calculate the minimum
sample size. This study yielded a 10% frequency resulting in 555 bovines for the
general sampling. The ELISA test was applied to the blood sera from these
animals aiming to detect anti-N. caninum antibodies. Geographical coordinates of
the farms were established by global positioning system (GPS). A survey was
applied to the herds considering the following information: origin of the replacing
animals, kind of reproductive management, abortion presence, program for
localization and disposition of aborted fetuses and placental wastes, vaccination
schedule, forage origin and distribution, presence of dogs or/and wild canines.
Each variable was evaluated to calculate its association strength with the serum
results by an univariate analysis of odds ratio and their statistical significance was
assessed by X? or Fisher's exact test. Those variables with a value of P < 0.05
were submitted to a multivariate analysis though out a logistic regression. From the
555 evaluated sera, 105 were positive. A positivity frequency of 18.91 % was
obtained from this result. Among all of the analyzed variables, only abortion
presence (Odds ratio (OR)= 7.34; 95% Confidence Interval (Clgsy)= 2.3505 -
22.9225; P= 0.00007) and farms that obtain replacements form other states (OR=
2.23; Clgsy= 1.1350 — 4.3949; P= 0.0174) were significant risk factors associated
with N. caninum infection. It is concluded that double-purpose cattle from the
Jamapa and Veracruz Municipalities in the State of Veracruz, have been exposed
to N. caninum by finding positive serological evidence in 25 of the 28 studied farms
(82%). Furthermore, it is concluded that seropositive cows have a higher risk of
abortion and that the introduction of replacement animals from other places is a
risk factor for these herds.

Key words: Neospora caninum, double-purpose cattle, risk factors, seropositivity,
ELISA test, odds ratio.
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1. INTRODUCCION.

La neosporosis es una enfermedad infecciosa de distribucion mundial que puede
afectar a diferentes especies. Bovinos, ovinos, caprinos, equinos, cérvidos y
canidos entre otros (Dubey y Lindsay, 1996). Esta enfermedad es causada por
Neospora caninum, un protozoario del phylum Apicomplexa y de la familia
Sarcocystidae, estructuralmente parecido a Toxoplasma gondii, pero diferente a
este ultraestructural, antigénica y molecularmente (Lindsay y Dubey, 2000). En
bovinos, este parasito puede inducir al aborto, mortinatos y el nacimiento de
becerros clinicamente sanos pero cronicamente infectados o con problemas
neurologicos (Barr et al., 1997; Dubey, 1999a, 1999b).

En 1984 Bjerkas y colaboradores informaron acerca de una enfermedad parecida
a toxoplasmosis en perros de la raza béxer originarios de Noruega, en ellos,
protozoarios parecidos a T. gondii fueron encontrados en encéfalo y musculo, sin
embargo, no se hallaron anticuerpos contra este agente, por lo que se le dio el
nombre de toxoplasmoide (Bjerkas et al., 1984). En 1988 Dubey y colaboradores
observaron a un parasito similar y lo nombraron N. caninum. En 1989, utilizando la
técnica de inmunohistoquimica se logroé identificar al parasito en varias especies
animales (Dubey y Lindsay, 1989). En 1991 se compararon los parasitos

encontrados por Bjerkas y Dubey y concluyeron que se trataba del mismo agente

En 1998 se demostrd que el perro (Canis familiares) es un huésped definitivo de
N. caninum (McAllister et al., 1998, Lindsay et al., 1999). También se informa que
los coyotes (Canis latrans) pueden ser huéspedes definitivos (Lindsay et al., 1996;
Gondim et al., 2004b), ademéas de otros canidos silvestres como zorros (Vulpes
vulpes) (Buxton et al., 1997; Simpson et al., 1997; Almeria et al., 2002) y dingos
(Canis familiares dingo) (Barber et al., 1997).

En California, EE. UU. y Holanda, se ha estimado que aproximadamente el 25 %
de los abortos del ganado lechero se atribuyen a neosporosis, o que ha

provocado grandes pérdidas econdmicas (Anderson et al.,, 1991, 1995). En



ganado de doble propoésito, se cuenta con poca informacion epidemioldgica, sin
embargo, en Sudamérica se han realizado estudios donde informan una

prevalencia de entre 10 y 50 % (Osawa et al., 2002; Lista-Alves et al., 2006).

El perro y otros canidos silvestres eliminan ooquistes por heces, que al esporular
en el medio ambiente seran infectantes al ser consumidos por los bovinos y otros
huéspedes intermediarios. Solamente los perros infectados via uterina llegan a
presentar signos clinicos nerviosos caracteristicos de la infeccion, como paralisis

ascendente de miembros pélvicos (Dubey et al., 2002).

Esta demostrado que la presencia de perros en los establos lecheros representa
un factor de riesgo importante para la transmision horizontal (exdgena) de N.
caninum, sin embargo, se ha considerado que otros factores de manejo y medio
ambiente, tales como: canidos silvestres asi como algunos roedores y aves que
pueden ser huéspedes definitivos o intermediarios, alimento y agua contaminados
con ooquistes, densidad de la poblacion bovina y tamafio del hato, fuente de
animales de reemplazo, factores relacionados a anticuerpos contra otras
infecciones, raza, vegetacion, clima y época del afio. Pueden ser importantes para
la transmision de este parasito (Haddad et al., 2005; Dubey et al., 2006). Ademas,
se ha demostrado que la transmisién vertical congénita (endégena) en el ganado
bovino es la ruta de infecciobn mas eficiente, garantizando de esta manera la
permanencia de la enfermedad en los hatos (Bjorkman et al., 1996; Paré et al.,
1996; Anderson et al., 1997; Hietala et al., 1999; Hall et al., 2005).

1.1. MORFOLOGIA de N. caninum.



Las fases parasitarias reconocidas de N. caninum son: taquizoitos, bradizoitos y
esporozoitos. Los taquizoitos y los bradizoitos se encuentran en huéspedes
intermediarios, mientras que los esporozoitos dentro de los ooquistes son
eliminados en las heces de los huéspedes definitivos (Dubey y Lindsay, 1996;
McAllister et al., 1998).

Los taquizoitos tienen forma de media luna, miden de 3 a 7 um de largo por 1 a 5
um de ancho, dependiendo de su estado de division (Speer y Dubey, 1989;
Lindsay et al.,, 1993). Estos se dividen en dos por endodiogenia y pueden
encontrarse hasta cien en una célula. En perros y bovinos afectados, los
taquizoitos pueden encontrarse dentro o fuera de neuronas, macréfagos,
fibroblastos, células endoteliales, miocitos, células renales y hepatocitos (Lindsay
y Dubey, 2000). (Figural).

Los bradizoitos tienen una multiplicacion mas lenta que los taquizoitos y estan
contenidos en quistes tisulares de forma redonda u oval, llegando a medir hasta
107 um de didmetro. La pared del quiste es lisa y puede medir hasta 4 um de
grosor (Speer y Dubey, 1989; Jardine, 1996; Speer et al., 1999). Los bradizoitos
miden de 6 a 8 um de largo por 1 a 1.8 um de ancho (Lindsay y Dubey, 1990).
(Figura 2).

Las fases sexuales de N. caninum son hasta hoy desconocidas. Los ooquistes
esporulados son esféricos y miden 11.7 por 11.3 pum, presentan dos esporoquistes
con cuatro esporozoitos cada uno. Los esporoquistes son elipsoidales y miden 8.4
por 6.1 um, los esporozoitos son alargados y miden 7 a 8 por 2 a 3 um (Lindsay y
Dubey, 2000).

1.2. CICLO BIOLOGICO de N. caninum.



El ciclo de vida es similar al de T. gondii, sin embargo, los huéspedes definitivos
son el perro y otros canidos silvestres (Lindsay et al., 1996; Barber et al., 1997;
Buxton et al., 1997; Simpson et al., 1997; McAllister et al., 1998; Almeria et al.,
2002; Gondim et al., 2004b). Los huéspedes definitivos adquieren la infeccion al
ingerir tejidos de huéspedes intermediarios que contengan taquizoitos, quistes o
ambos. La pared del quiste es degradada por los jugos gastricos liberando las
formas parasitarias que iniciaran las fases enteroepiteliales. Al parecer, después
de realizar una fase de reproduccion sexual y asexual en el intestino, los ooquistes
se excretan a través de las heces de los huéspedes definitivos (Dubey y Lindsay,
1996).

Los perros que consumen tejidos infectados pueden eliminar ooquistes
manteniendo su condicién de seronegativos (Dubey et al., 2002), sin embargo, un
canido que se comporte como huésped intermediario puede ser seropositivo,
presentar miositis, paralisis, dermatitis y transmitir la infeccion via endégena a sus
cachorros (Dubey, 1999b).

Los ooquistes son infectivos a las veinticuatro horas después de su eliminacién en
las heces y pueden infectar a los huéspedes intermediarios al consumirlos a través
del agua o alimentos contaminados (McAllister et al., 1998; Dubey et al., 2002;
Trees et al., 2002). Los esporozoitos liberados en el aparato gastrointestinal del
huésped intermediario son capaces de alcanzar las vias sanguinea y linfatica y de
ahi a todos los tejidos, sin embargo, solo se han detectado quistes en sistema
nervioso central y tejido muscular (Dubey, 1999b; 2003). El bovino puede
infectarse por la via oral y también lo puede hacer por la via trasplacentaria,
siendo el ciclo de vida heterogéneo (McAllister et al., 1996; Thurmond et al., 1997;
Dijkstra et al., 2001a; Dubey, 2003), sin embargo, la principal via de transmisién es
la endégena (Paré et al., 1996; Anderson et al., 1997, Hietala et al., 1999, Hall et
al., 2005). En una vaca, después de una infeccion oral (infeccion exdgena) o por
reactivacion de quistes y/o taquizoitos tisulares adquiridos congénitamente

(infeccidon enddgena), el parasito alcanza la via sanguinea y es capaz de atravesar



la placenta accediendo al feto. Después de invadir al feto, puede ocasionarse el
aborto o la transmision enddgena con el nacimiento de un becerro clinicamente
sano (Dubey y Lindsay, 1996; Dubey, 2003). (Figura 3).

El hecho de haber detectado al coyote como huésped definitivo (Gondim et al.,
2004b) y que otras especies pueden ser huéspedes intermediarios, como los
cérvidos (Dubey y Lindsay, 1996), avala la existencia de ciclos de vida silvestre de

N. caninum.

1.3. PATOGENIA.

La neosporosis bovina es principalmente una enfermedad de la placenta y el feto,
iniciada la infeccién continla una parasitemia materna, disparada por cualquiera
de las dos vias de infeccion (enddégena o exdgena). Debido a que el parasito es
transmitido a través de la placenta y la mayoria de becerros infectados en el Utero
nacen sanos, ha sido cuestionado si es una causa primaria de aborto o un invasor
oportunista. (Thurdmon et al., 1997, 1999).

1.3.1. Transmisidn transplacentaria exégena.

La infeccion primaria en una vaca es consecuencia de la ingestidn de ooquistes
esporulados de N. caninum, (Trees et al., 2002; Gondim et al., 2004a) cada uno de
ellos libera ocho esporozoitos, como ocurre en toxoplasmosis ovina (Buxton,
1998). Los esporozoitos despues parasitan el epitelio intestinal, se transforman en
taquizoitos y entran a una fase de multiplicacion, posiblemente en los linfonodos
mesentéricos. De ahi, los taquizoitos son liberados al torrente sanguineo y no se
conoce hasta qué punto hay intracelulares o libres. Okeoma y colaboradores
(2004a) demostraron éacido desoxirribonucleico (ADN) de N. caninum en la
fraccion leucocitica de sangre de bovino naturalmente infectado. Como resultado,
la parasitemia conduce a la diseminaciéon de Neospora caninum a lo largo de todo
el organismo, incluyendo el Utero gravido. Experimentalmente, es dificil detectar la
parasitemia porgue probablemente es de vida corta, pulsatil o ambos (Maley et al.,
2003; Macaldowie et al., 2004).



1.3.2. Transmision transplacentaria endogena.

Actualmente estad firmemente establecido que la transmision transplacentaria
enddgena de N. caninum es la forma mas comun de infeccion en el ganado bovino
(Bjorkman et al., 1996; Anderson et al., 1997).También es mas probable que
aborten las vacas seropositivas que las que son seronegativas (Thurdmon et al.,
1997; Wouda et al., 1998; Davidson et al., 1999a). Estas observaciones sugieren
fuertemente que la reactivacion de una infeccion persistente es establecida
posiblemente por la inmunidad mediada por células, la cual ocurre a la mitad de la
gestacion (Innes et al., 2001, 2002, 2005). La evidencia indica que la infeccién
persistente de N. caninum en bovinos, es confinada al sistema nervioso central y
musculo esquelético (Peters et al.,, 2001; Schares et al., 2001). En vacas no
gestantes y experimentalmente infectadas con N. caninum se aprecio que no
desarrollaron significativamente la enfermedad clinica, el parasito fue controlado
de una forma extraordinaria por mecanismos mediados por células (Innes et al.,
2001). Se presume que las vacas permanecen con la infeccion de por vida y
transmiten la infeccion a su progenie en gestaciones consecutivas (Fioretti et al.,
2003) o de forma intermitente (Boulton et al., 1995; Wouda et al., 1998; Guy et al.,
2001). La velocidad de la infeccion transplacentaria endégena puede disminuir en
subsecuentes gestaciones, y demuestra inmunidad ante el parasito (Anderson et
al., 1995; Dijkstra et al., 2003; Romero y Frankena et al., 2003).

1.3.3. Patogenia en la vaca gestante.

Los bradizoitos alojados en los quistes tisulares del sistema nervioso central
(SNC) en una vaca gestante pueden reactivarse bajo ciertas influencias
hormonales e inmunologicas originando parasitemia (Stenlund et al., 1999;
Sawada et al., 2000; Buxton et al., 2002; Innes et al., 2002; Quinn et al., 2002). Al
producirse esta, ya sea por reactivacion de quistes o como resultado de una
infeccion oral, los taquizoitos no solo pueden dafar la placenta produciendo
necrosis e inflamacion, sino que acceden a los tejidos fetales via sanguinea

(Dubey, 1999a, 2003). En las células infectadas del feto se inician procesos de



multiplicacion mediante endodiogenia que ocasionan dafio celular con necrosis e
inflamacion, o se forman quistes tisulares capaces de persistir durante toda la vida
del animal (Dubey y Lindsay, 1996). Mecanismos hormonales e inmunoldgicos
ocurridos durante la gestaciéon de la vaca, sumado al desarrollo de inmunidad en el
feto son factores que determinan si la infeccion desencadena: a) la muerte del
feto, b) el nacimiento de un becerro congénitamente infectado y clinicamente sano
y ¢) el nacimiento de un becerro bajo de peso y con signos neurolégicos tales
como: flexibn o hiperextension de miembros toracicos o pélvicos, ataxia,
decremento de los reflejos patelares, pérdida de la propiocepcion, exoftalmia y
anisoftalmia (Dubey, 1999b, Williams et al., 2000). Aunque se ha estimado que
transcurren de 3 a 4 semanas entre la infeccion fetal y el aborto (Barr et al., 1991;
Dubey et al., 1992), la gestacion puede concluir con el nacimiento de un becerro
infectado, que en caso de ser hembra, transmitira la enfermedad a su
descendencia, teniendo también alto riesgo de abortar (Thurmond et al., 1997;
Wouda et al., 1998).

1.3.4. Patologia de la placenta y etapa de gestacion.

En infecciones experimentales las lesiones mas severas se encuentran de forma
habitual en la placenta y cerebro de fetos. Experimentos han mostrado que
cuando N. caninum invade las células del atero bovino, causa destruccion focal en
los tejidos de la madre y el feto provocando una respuesta inflamatoria no
supurativa (Maley et al., 2003; Macaldowie et al. 2004). Las primeras lesiones en
vacas inoculadas con taquizoitos a los 70 dias de gestacion fueron vistas a los 14
dias después de la inoculacién (Macaldowie et al., 2004). Consistieron en la
multiplicacion del parasito en las vellosidades de la placenta fetal con necrosis,
algunas veces la salida de suero entre el vello fetal y el septo materno, y la
inflamacion no supurativa en la septa maternal (Innes et al., 2005). Esto sugiere
gue en la mayor parte de los casos, la muerte fetal es debida a una respuesta
inmune de la madre a efecto de N. caninum y en menor parte como resultado
directo de la multiplicacion del parasito (Innes et al., 2005). Luego de la autdlisis

del tejido caruncular materno y elementos fetales de la placenta, se encontré una



apresurada regresion de los tejidos uterinos a su condicion normal, con la
regeneracion epitelial de las carunculas. Las descripciones de la enfermedad
natural en infecciones tardias registraron que también una placentitis no
supurativa puede extenderse dentro de la corialantoides intercotiledonaria (Otter et
al., 1995).

Muchos fetos juveniles no tienen el desarrollo suficiente del sistema inmune para
controlar la multiplicacion de parasito en los tejidos, un feto cercano a su término
puede estar mejor preparado para: Limitar el crecimiento del parasito, restringir el
desarrollo de lesiones y favorecer el desarrollo de quistes y una infeccion

persistente (Dubey et al., 2007).

El periodo de gestacion en bovinos es de 280 dias aproximadamente, y el sistema
inmune fetal se desarrolla progresivamente, asi que el becerro es
inmunologicamente competente cuando nace. Durante el primer tercio de la
gestacion el feto es particularmente vulnerable, debido a que el timo, bazo y
linfonodos periféricos se encuentran en el inicio de su formacién, en el segundo
tercio estos tejidos comienzan a reconocer y montar una respuesta inmune contra
diversos agentes etioldgicos (Osburn, 1986). Por ejemplo, antes de los 100 dias
de gestacion, el feto bovino no es capaz de reconocer un patégeno como el virus
de la Diarrea Viral Bovina (DVB) a manera de extrafio (Nettleton y Entrican, 1995)
y los becerros que sobreviven a la enfermedad en este estado nacen
inmunotolerantes al virus, con infeccidén persistente y son animales seronegativos.
Alrededor de los 100-150 dias de gestacion, el feto comienza a ser capaz de
montar una respuesta inmune y después de los 150 dias empieza
progresivamente a reconocer y responder de forma plena a varios patdégenos. Asi
que en el primer trimestre, el feto es excepcionalmente vulnerable a la infeccion de
N. caninum, y probablemente no sobrevive. En el segundo tercio de la gestacion el
feto puede ser capaz de montar una respuesta inmune contra el parasito
(Andrianarivo et al. 2001; Almeira et al., 2003; Bartley et al., 2004; Innes et al.,

2005), lo cual puede o no ser suficiente para que se salve. En el ultimo tercio de la



gestacion el feto es capaz de presentar una defensa competente cada vez mayor

contra el patdgeno y tiene mas posibilidades de sobrevivir (Innes, et al., 2005).

1.3.5. Patologia fetal.

Coincidente con el inicio de la infeccion placentaria, el parasito entra en la
circulacion sanguinea fetal e invade tejidos, con predileccion del SNC (Macaldowie
et al., 2004) y en los fetos jévenes la multiplicacion no controlada puede causar
extensa destruccion de la sustancia gris, con moderada inflamacién o sin ella
(Buxton et al., 2002). En fetos de mas edad, mejora la respuesta inmune al
parasito y la necrosis es confinada a un foco pequefio rodeado por un infiltrado
inflamatorio relativamente intenso que contiene células de la microglia, astrocitos
reactivos, linfocitos y monocitos (Schock et al., 2000). Estos focos pueden llegar a
mineralizarse (Gonzales et al., 1999).

Los productos del aborto por N. caninum, tienen necrosis multifocal y extensas
infiltraciones mononucleares en muchos tejidos. La destruccion de células fetales
y la inflamacién linfoide asociada puede ocurrir en muchos tejidos incluyendo el
corazén. En algunos fetos, N. caninum puede causar lesiones caracteristicas de
inflamacion y necrosis con parasitos demostrables en tejidos como higado y
corazén (Anderson et al 1991; Barr et al., 1991a; Wouda et al., 1997). Lo que
indica que N. caninum es un patdgeno primario capaz de causar aborto por
inflamacion placentaria, necrosis placentaria materno-fetal, dafio fetal, o una

combinacion de los tres (Dubey et al., 2006).

1.3.6. Patologia del aborto.

Seguido de la parasitemia, N. caninum es capaz de establecerse en le septo
caruncular materno, antes de cruzar las vellosidades placentarias (Maley et al.,
2003; Macaldowie et al.,, 2004). El dafio placentario inducido por el parasito
arriesga directamente la supervivencia del feto o causa la liberacién de
prostaglandinas maternas (PGF,,) que causan lisis del cuerpo Iuteo y aborto
(Baetz et al., 1981; Foley et al., 1993; Engeland et al., 1996). El dafio al feto puede



ocurrir debido a las lesiones primarias causadas por la multiplicacion de N.
caninum en tejidos fetales o debido a la insuficiencia de oxigeno y nutricién,

secundario al dafio de la placenta (Dubey et al., 2006).

La deficiente provision de oxigeno debido a la insuficiencia placentaria durante la
gestacion tardia pueden disparar una liberacién por parte del feto de la hormona
adrenocorticotropica (ACTH) y la subsiguiente estimulacion adrenal fetal. Las
concentraciones incrementadas de cortisol fetal pueden inducir la secrecion de
estrogenos y PGFyq por la placenta, y en consecuencia la regresion del cuerpo
luteo y disminuciéon de la secrecidbn de progesterona en la placenta. Estos
mecanismos pueden ser los responsables del aborto tardio o nacimiento
prematuro de becerros infectados por N. caninum (M.A.M. Taverne, pers. Comm.,
citado por Dubey et al., 2006).

1.3.7. Infeccién experimental.

En seis vacas gestantes inoculadas en etapas tempranas, ocurri6 muerte fetal en
cinco (Williams et al., 2000). En otro experimento, en el que ocho vacas fueron
inoculadas por la via intravenosa (IV) a los 70 dias de gestacion, todos los fetos
murieron, mientras en ocho vacas inoculadas por la via subcutanea (SC) la
mortalidad fetal fue del 50% (Macaldowie et al., 2004). Mientras la infeccién
provocada por la via IV crea una parasitemia inmediata, es posible que la
inoculacion subcutanea este mas cerca de una infeccion natural primaria, debido a
que el paréasito es procesado a través de un linfonodo antes de alcanzar el torrente
sanguineo. Las vacas inoculadas IV en gestaciones tardias, tuvieron becerros
sanos con evidencia de infeccion congénita, lo cual fue similar en hembras

inoculadas SC a los 140 dias de gestacion (Maley et al., 2003).

1.4. ASPECTOS INMUNOLOGICOS.
N. caninum como otros parasitos apicomplexa es un patégeno intracelular
obligado. Esto sugiere que la repuesta inmune mediada por células es importante

en la proteccion contra el parasito. Se ha observado que en las células infectadas
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con taquizoitos de N. caninum y tratadas con Interferon Gamma (IFN-y), se
disminuye la multiplicacion del parasito (Innes et al., 1995). Adicionalmente, el
IFN-y y el factor de necrosis tumoral (TNF-a) inhiben la multiplicacion del
protozoario en cultivos de células nerviosas de bovino (Yamane et al.,
2000).También se ha demostrado la proliferacion de células antigeno especificas y
productoras de IFN-y en ganado infectado de forma natural y experimental con N.
caninum (Lundén et al., 1998; Marks et al., 1998). Investigaciones con el modelo
de raton demostraron la importancia de las citocinas IFN-y e Interleucina 12 (IL-12)
en el control de la infeccion, ya que ratones tratados con anticuerpos
neutralizantes contra estas citocinas, fueron mas susceptibles a neosporosis
(Khan et al., 1997), por lo cual se propone que estas citocinas pro-inflamatorias
relacionadas con una respuesta Thl (inmunidad mediada por células) pueden ser

importantes en la inmunidad protectora contra la infeccion.

La vaca gestante adapta su metabolismo y sistema inmune proporcionando un
medio homeostatico al producto, asi mismo la prefiez estd condicionada por
mecanismos de tolerancia o rechazo. Factores ambientales externos (infecciones
o estrés) pueden desequilibrar la gestacion ocasionando el aborto. Los
mencionados mecanismos de tolerancia (locales y sistémicos) y los mecanismos
de rechazo durante la prefiez fueron recientemente descritos (Thellin y Heinen,
2003).

Favorecida por los altos niveles de progesterona, la respuesta inmune Th2
(inmunidad mediada por anticuerpos) mantiene la prefiez mediante la produccién
de IL4, IL5, IL6, IL9 e IL10 y reduccion de la produccién de moléculas pro-
inflamatorias como IL12 e IFN-y, las cuales son perjudiciales para la vida fetal
(Raghupathy, 1997; Clark et al., 1999). Uno de los mecanismos mas importantes
de rechazo del feto involucra un balance negativo entre la respuesta Th1/Th2 a
favor de la respuesta Thl y produccién de IFN-y y otras citocinas asociadas a este
tipo de respuesta (Hill et al., 1995; Raghupathy, 1997). Las interleucinas IL-2, IL-3,

y IL-12 promueven actividades citotdéxicas en macrofagos y linfocitos NK, activan
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la protrombina facilitando la coagulacion y la trombosis y estimulan la produccion
de inmunoglobulinas que activan la cascada del complemento. Las infecciones
gue promueven una respuesta Th1l alteran el sincitiotrofoblasto. Mas aun, el IFN-y
es capaz de actuar directamente sobre este tejido induciendo abortos
espontaneos (Clark et al., 1999, 2001).

La gestacion en la vaca plantea una situacion interesante para su sistema inmune.
Se menciona que la respuesta inmune en la placenta es de tipo Th2 con la
produccion de citocinas IL-4, IL-10 y factor estimulante de colonias (TGF-B) y
éstas causan una regulacion negativa de Thl, con la consecuente disminucion de
citocinas pro-inflamatorias como IFN-y e IL-12. Por lo tanto la respuesta Th2 en la
placenta favorece la multiplicacion del parasito y el aborto (Tangri et al., 1993;
Innes et al., 2002, 2005).

Los anticuerpos contra N. caninum en vacas gestantes fluctian durante la
gestacion. El titulo de anticuerpos es un indicador indirecto de la exposicién del
antigeno al sistema inmune y un incremento, puede indicar la actividad del
parasito. La capacidad de la vaca infectada con N. caninum para inducir una
respuesta inmune basada en proliferacion celular antigeno especifico y la
produccion de IFN-y se disminuye en el segundo tercio de la gestacién y
concuerda con la alta frecuencia de abortos que ocurren en este periodo (Innes et
al., 2001). La progesterona favorece una respuesta inmune Th2 y ésta se va

incrementando a través de la edad gestacional (Kalinski et al., 1997).

1.5. DIAGNOSTICO.

Actualmente se han desarrollado varias técnicas con distintos puntos de corte para
cada aplicacion particular y con diferentes criterios para la interpretacion de los
resultados. La infeccion por N. caninum puede demostrarse mediante la utilizaciéon
de pruebas inmunodiagnésticas, técnicas histopatolégicas, moleculares y de
aislamiento (Dubey, 1999b; 2003).
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El diagnostico 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 formulados, si bien su sensibilidad es baja,
probablemente debido a los escasos parasitos presentes en tejidos autolizados,
resulta una técnica diagndstica vigente. La histopatologia es otra técnicas
relevante en la infeccion por N. caninum (Anderson et al., 2000). Las pruebas
inmunodiagndsticas disponibles son la inmunofluorescencia indirecta (IFAT),
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas ELISA, aglutinacion directa,
inmunohistoquimica (IHQ) y electroforesis combinada con inmunodeteccion
(Western Immunblot) (Dubey, 1999, 2003).

Por otro lado, el impacto de la técnica de PCR ha sido notable, permitiendo
esclarecer ciertos aspectos epidemioldgicos (Dubey, 1999a; 1999b; 2003). El
aislamiento de N. caninum es dificil y costoso como técnica diagnéstica (Conrad et
al., 1993), sin embargo se han lograron aislamientos en regiones ganaderas de
todo el mundo (Dubey, 2003).

1.5.1. Diagndstico por ELISA.

El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), ha sido utilizado con éxito
para detectar anticuerpos anti-N. caninum. Algunos de los métodos que se han
desarrollado incluyen: ELISA indirecto, ELISA competitivo y ELISA iscom (Paré et
al., 1995; von Blumroder et al., 2004).

El ELISA indirecto utiliza antigenos crudos derivados de los taquizoitos de N.
caninum y fue desarrollada en 1994. La sensibilidad y especificidad es de 95-
100% y de 99.7-100% respectivamente. Este ensayo es la base de las pruebas

comerciales de varios laboratorios.
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El ELISA competitivo detecta anticuerpos contra N. caninum en bovinos y
caprinos. Se basa en la competencia entre los anticuerpos anti-N. caninum
presentes en el suero de animales sospechosos y anticuerpos monoclonales anti-
N. caninum marcados con peroxidasa incluidos en el reactivo de diagndstico, los
cuales se unen a los antigenos de N. caninum presentes en las placas.
Porcentajes de inhibicibn mayor o igual al 30% indican exposicion al parasito. La
principal ventaja de esta prueba es que no provoca reaccion cruzada con otros
parasitos apicomplexa (T. gondii y Sarcocystis spp). Tiene una sensibilidad del
97.6% y una especificidad de 98.6% (Paré et al., 1995).

El ELISA iscom utiliza proteinas de membrana de taquizoitos incorporados a un
complejo inmunoestimulante y ésta puede aplicarse en bovinos y canidos. Se
informa de una sensibilidad del 99.5% y una especificidad del 92% (Frossling et
al., 2003).

1.6. EPIDEMIOLOGIA ASOCIADA AL ABORTO por N. caninum.

Los abortos asociados con N. caninum en los hatos bovinos, pueden ser una
epidemia o un patron endémico. Hay informes de que afios después de un brote
de abortos, el hato afectado puede experimentar abortos endémicos (Moen et al.,
1998, Pffeifer et al., 2000; Bjorkman et al., 2003). Los brotes de aborto se han
definido como epidémicos si estos son temporales y si el 15% de las vacas en
riesgo abortan en un periodo de cuatro semanas o si el 12.5% de las vacas
abortan dentro de un lapso de ocho semanas o si el 10% de las vacas abortan en
un espacio de seis semanas (Moen et al., 1998; Wouda et al., 1999; Schares et
al., 2002). En contraste, el aborto es considerado como problema endémico si
persiste en el hato durante varios meses o0 afios. Es probable que estos dos
patrones de aborto asociado a N. caninum estén relacionados con las dos rutas de
infeccién (Trees et al., 2005). Se cree que los abortos se deben a una infeccién
primaria en los huéspedes intermediarios, probablemente debido a la ingestion de
forrajes o agua contaminados con ooquistes (McAllister et al., 2000, 2005). Porque

los huéspedes intermediarios gestantes pueden estar expuestos al contagio, casi
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al mismo tiempo que la infeccidn transplacentaria exogena, por lo que el aborto
ocurre en un periodo corto de tiempo. Esta hipétesis se apoya con el hallazgo de
una respuesta deficiente de inmunoglobulina G (IgG), la cual sugiere una infeccién
reciente (Bjorkman et al. 2003, 2006) en hatos con aborto epidemico. (Jenkins et
al., 2000; McAllister et al., 2000; Schares et al., 2002; Sager et al., 2005).

El incremento de una infeccion latente en los huéspedes intermediarios gestantes
(resultado de una infeccion transplacentaria enddégena) puede causar aborto (Paré
et al., 1997; Stenlund et al., 1999; Guy et al.,, 2001; Weston et al., 2005). La
infeccién latente en los huéspedes puede adquirirse de forma vertical (Anderson et
al., 1997) o postnatal (Mineo et al., 2006). EI mecanismo de reactivacion de la
infeccion latente de N. caninum es desconocido. Se ha debatido, si la supresién
inmune es inducida por ingestion de alimentos toxicos u otras infecciones
concurrentes, sin embargo no existen datos que avalen esta hipotesis (Bartels et
al., 1999; Wouda et al., 1999; Pfeiffer et al., 2002). Estudios recientes mostraron
gue el suplemento con progesterona a la mitad de la gestacién, incrementa el
riesgo de aborto en vacas productoras de leche enfermas de neosporosis con
altos titulos de anticuerpos (Bech-Sabat et al., 2007).

Muchos estudios demostraron que la infeccién crénica en vacas seropositivas
puede tener un doble incremento en el riesgo de aborto que las que son
seronegativas (Paré et al., 1997; Wouda et al., 1998; Lopez-Gatius et al., 2004).
Thurmond y Hietala (1997) observaron un marcado incremento en el riesgo de
aborto en hembras enfermas durante su primer gestacién pero no en las demas,

comparado con el aborto de controles seronegativos.

1.7. FACTORES DE RIESGO.

El conocimiento de los factores de riesgo para la infecciébn por N. caninum es
importante para el desarrollo y la aplicacion de medidas destinadas a la
prevencion y control de la neosporosis bovina, asi mismo este conocimiento se
basa en gran medida en los estudios retrospectivos transversales o de caso-

control La evaluacion retrospectiva en general permite la identificaciéon de los
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supuestos factores de riesgo o de proteccidon, no obstante los datos concluyentes
solo pueden obtenerse por estudios prospectivos de cohorte o estudios
experimentales. Sin embargo, la repetida identificacion de la misma situacion de
riesgo o factor protector en varios estudios retrospectivos transversales o estudios
caso-control, aumenta la evidencia de que es un verdadero riesgo o un factor de

proteccion para una infeccion o enfermedad (Dubey et al., 2006).

1.7.1. Huéspedes definitivos (perros y coyotes).

En estudios epidemioldgicos en ganado productor de leche, en los dltimos 10
afnos, la presencia de perros en el establo, (Paré et al., 1998; von Blumrdder et al.,
2006), o el numero de perros en el mismo (Paré et al., 1998; Mainar-Jaime et al.,
1999; Schares et al., 2004; Corbellini et al., 2006; von Blumréder et al., 2006)
fueron considerados factores de riesgo para la seropositividad en el ganado.
Existe evidencia de infeccién postnatal en establos donde observaron heces de
perro en el henificado o en el ensilado de maiz, lo cual no ocurri6 en establos
donde no se encontraron (Dijkstra et al., 2002). En los primeros se observo que los
perros ingerian leche y calostro del mismo establo, ademéas de las placentas
bovinas, lo que sugirié que la ingesta de estos materiales es un factor de riesgo
para la infeccibn por Neospora caninum en el perro, aunque en el caso de la
ingestion de calostro o leche no se ha demostrado. Esta hipotesis se refuerza en
un estudio experimental, ya que se confirmd que la placenta es una fuente de
infeccidon para los perros, no siendo asi en el caso de la leche y calostro (Dijkstra
et al., 2001b). Por otra parte, la alimentacién con fetos abortados parece no ser un
factor de riesgo frecuente (Dijkstra et al., 2002; Cedillo et al., 2008). Tampoco se
observo liberacion de ooquistes en perros alimentados con fetos abortados o con
los cerebros de éstos en estudios experimentales (Bergeron et al., 2001). Sin
embargo, estos resultados pueden ser producto de la autdlisis en el feto, ya que

ésta se acompanfa de la muerte del parasito (Dubey et al., 2006).

Recientemente se consideraron al coyote y al zorro como huéspedes definitivos,

después de estudios epidemiolégicos con ganado de carne en diferentes zonas
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del estado de Texas en los EE. UU., donde se demostrd la presencia de estos

animales (Barling et al., 2000).

1.7.2. Huéspedes intermediarios que no sean bovinos.

No solo el ganado bovino puede representar una fuente de infeccion para los
perros y otros canidos, también otros huéspedes intermediarios pueden serlo, la
presencia de ADN de N. caninum en ratas y ratones infectados naturalmente,
avala esta teoria. Una investigacibn en Francia informé que la presencia de
conejos y/o patos pudiera ser un factor riesgo para la seropositividad en ganado
productor de leche (Ould-Amrouche et al., 1999). En un estudio al norte de ltalia,
el riesgo de seropositividad en cada uno de los bovinos, aumenté con el numero
de perros en la granja cuando habia aves de corral en la misma (Otranto et al.,
2003). Bartels y colaboradores (1999) también encontraron la presencia de aves
de corral en la granja como un factor de riesgo para la ocurrencia de aborto
asociado a N. caninum. Estos resultados justifican nuevas investigaciones para
definir la susceptibilidad de los conejos, patos y otras aves de corral a N. caninum
y si estos posibles huéspedes intermediarios son un factor de riesgo para la

infeccion de hospedadores definitivos (Dubey et al., 2006).

1.7.3. Pastoreo, forraje y agua potable.

Pastos, forraje y agua potable contaminados con ooquistes, se consideran como
posibles fuentes de infeccion postnatal en el ganado bovino. Por lo tanto, es
importante saber que las practicas de alimentacién suponen un aumento en el
riesgo de infeccion. En el noroeste de los EE. UU. e Italia se ha observado que el
ganado que pastorea en el verano tiene seropositividad baja, pues a pesar de que
los perros y los canidos silvestres tienen libre acceso a los pastizales, la
contaminacion de ooquistes pudiera ser menor debido a que estos pueden perder
viabilidad por la temperatura elevada y la falta de humedad, sin embargo, la
capacidad de supervivencia de los ooquistes en el ambiente aun no esta bien
descrita (Sanderson et al., 2000; Otranto et al., 2003). En el sector de bovinos

productores de carne, la alimentacion con forraje henificado parece ser un posible
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factor de riesgo para la seropositividad de estos animales. Lo cual se puede
explicar con la observacién de vacas que suelen parir, abortar o expulsar la
placenta cerca de comederos, por lo que surgi6 la hipotesis de que los huéspedes
definitivos pueden concentrarse en estos para alimentarse con los desechos
placentarios del parto o aborto y asi contaminar el alimento con materia fecal
(Barling et al., 2001). Relacionado a esto también se observé que en ranchos
donde animales silvestres tenian acceso al suplemento alimenticio para becerros,
tuvieron un incremento de becerros positivos a N. caninum. En un estudio
realizado en Francia, el uso de estanques propios en lugar del abastecimiento con
agua potable de uso publico, resulté ser un factor de riesgo para la infeccion por

N. caninum en ganado productor de leche (Ould-Amrouche et al., 1999).

Los datos de seroprevalencia de mamiferos marinos salvajes sugieren que los
ooquistes de N. caninum pueden contaminar el agua de la superficie terrestre y
posteriormente el agua de mar (Dubey et al., 2000; Dubey et al., 2004).

1.7.4. Alimentacion con calostro o leche.

Los estudios experimentales han demostrado que becerros recién nacidos pueden
infectarse por la ingestion de leche con taquizoitos (Uggla et al., 1998; Davidson et
al., 2001). Sin embargo, el amamantamiento cruzado de los becerros nacidos de
madres seronegativas a vacas seropositivas no ha dado lugar a una infeccién
(Davidson et al., 2001). Debido a que se encontr6 ADN de N. caninum en la leche
de bovinos (Moskwa et al 2003, 2007), hay un debate sobre la transmision
lactogénica de N. caninum. Con respecto a esto, es interesante el hecho de que
un estudio en ganado productor de leche ha sugerido que la alimentacién de
becerros con calostro representa un factor de riesgo putativo para la

seropositividad a este parasito (Corbellini et al., 2006).

1.7.5. Manejo del parto.
En un andlisis de los factores de riesgo en becerros de ganado productor de
carne de Texas, EE.UU. el efecto estacional de parto durante la primavera fue

latente, es decir, el riesgo de los becerros a ser seropositivos fue mayor que en
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ranchos con una sola temporada de parto (Barling et al.,, 2001). No hubo
explicacion para esta observacion, posiblemente hay estos efectos de
estacionalidad en el ganado productor de carne, con respecto al riesgo de
infeccion para los becerros, ya sea por transmisién endoégena o exdgena. Esta
estacionalidad puede ser biolégicamente vinculada a la de la temporada de cria de
coyotes y zorros grises. Dado que, los perros jovenes son huéspedes definitivos
mas susceptibles de N. caninum que los adultos, también se puede aplicar este
principio para coyotes y zorros grises (Djikstra et al., 2001; Schares et al., 2001;
Gondim et al., 2005).

1.7.6. Densidad media del hato y el tamafio de la unidad de produccion.

En dos estudios de becerros de bovinos productores de carne en Texas, una alta
densidad de poblacion se identific6 como un factor de riesgo potencial para la
seropositividad (Barling et al., 2000, 2001). Algo similar se observo en vacas del
noroeste de Estados Unidos, durante el invierno (Sanderson et al., 2000). Este
efecto se explica por la informacion que se obtuvo de los ranchos con una alta
densidad de ganado, donde es mas propensa la utilizacion de practicas de
alimentacion complementaria (Barling et al., 2000, 2001). Los lugares donde se
almacena el alimento del ganado, pueden atraer a los roedores que son victimas
potenciales de huéspedes definitivos de N. caninum. Esto puede indicar un mayor
riesgo de contaminacién con heces de huéspedes definitivos y aumenta el riesgo
de infeccion exogena (Barling et al., 2000). En un estudio de bovinos productores
de leche en el sur de Brasil, se observé que con el aumento de tamafio de las
tierras de cultivo, la seroprevalencia disminuia en los hatos. Sin embargo, este
efecto protector no estaba vinculado a la densidad de ganado bovino (Corbellini et
al., 2006). Existe la hipdtesis de que es mas facil para los perros tener acceso a
explotaciones pequefas y entrar en contacto con: reses muertas, fetos abortados,
placentas, y descargas del utero, en contraste con las grandes unidades de
produccion (Dubey et al., 2007).

1.7.7. Origen de las novillonas de reemplazo.
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La transmision enddgena de N. caninum es muy eficiente. Por lo tanto, la cria de
novillonas de reemplazo en lugar de adquirirlas de fuentes externas, apoya a la
teoria de que la prevalencia en un hato puede persistir durante muchos afos
(Stenlund et al., 2003; Frossling et al., 2005). Si la seroprevalencia es mayor en el
hato que adquiere, que en la poblacion donde se hayan obtenido las novillonas, se
sugiere que se debe reducir la infeccion. Esto podria explicar porqué, en uno de
los estudios de factores de riesgo de la ganaderia de bovinos, la cria de sus
propias novillonas de reemplazo se ha identificado como un factor de riesgo

potencial para una alta seroprevalencia en becerros (Barling et al., 2001).

1.7.8. Clima.

En dos estudios europeos que analizaron los efectos del clima sobre el riesgo de
seropositividad en hatos o individualmente, los factores de "temperatura media en
primavera” en una zona moderada, alrededor de la ubicacion de la granja y
“temperatura media en julio”, en el municipio donde esta localizado el hato fueron
identificados como supuestos factores de riesgo. Estas observaciones pueden
explicarse por los efectos del clima sobre la esporulacién o la supervivencia de
ooquistes. Por ejemplo, una temperatura mas alta (hasta ahora sin limites
definidos) puede favorecer una mayor rapidez en la esporulacion de los ooquistes
gue se encuentran en los forrajes o en el medio ambiente que rodea al ganado
(Schares et al., 2004; Rinaldi et al., 2005).

1.7.9. indice de vegetacion.

En un estudio realizado en Italia, se observé que el riesgo de seropositividad en
cada uno de los bovinos se redujo con el aumento de los valores del indice de
vegetacion normalizado en el verano (IVNV) determinado por 3 kilometros
alrededor de la ubicacion del hato (Rinaldi et al., 2005). Un alto IVNV, es indicativo
de bosques o arboles frondosos. Se partié del supuesto de que los bovinos de los
respectivos hatos no pastoreaban y por lo tanto, habia menos posibilidades de la
ingestion de ooquistes de N. caninum. Sin embargo, esta interpretacion no esta

respaldada por el hallazgo de otro estudio realizado en lItalia, en el que "No
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pastoreo” fue identificado como un factor de riesgo de seropositividad tanto en

hatos como en animales evaluados individualmente (Otranto et al., 2003).

1.7.10. Factores relacionados con anticuerpos contra otros agentes
infecciosos.

Bjorkman y colaboradores (2000) en Suiza, observaron en vacas, una asociacion
estadisticamente significativa entre los anticuerpos contra N. caninum y el virus de
la diarrea viral bovina (VDVB). En consecuencia, se asumio que los factores de
riesgo como alta densidad de ganado y compra frecuente de animales son de
apoyo a la introduccion y la propagaciéon del VDVB en el ganado bovino, y también
aumentan el riesgo de neosporosis. En un estudio realizado en lItalia, se demostré
una asociacion positiva entre anticuerpos contra el herpes bovino 1 (HVB-1) y
anticuerpos contra N. caninum (Rinaldi et al., 2007). Se debate la posibilidad de
que si después de que la infeccion natural o la vacunacion, la immunosupresion
inducida por el HVB-1 podria aumentar la susceptibilidad del ganado a la infeccién
secundaria con N. caninum. Sin embargo, para probar esta hipotesis, son
necesarias experimentos o estudios de seguimiento después de la infeccién o la
vacunacion (Rinaldi et al., 2007). En un estudio canadiense de 78 hatos de
bovinos productores de leche, en Ontario, no se encontraron hallazgos de
asociacion significativa entre los anticuerpos contra N. caninum y el estado
serologico de Leptospira interrogans serovariedad hardjo, icterohaemorrhagiae, o

pomona (Peregrine et al., 2006).

1.7.11. Raza.

Hay indicios de que la seroprevalencia de N. caninum en varios paises varia en
funcidn de la raza bovina (Bartels et al., 2006). Sin embargo, estos resultados
deben interpretarse con cautela, debido a las que diferencias observadas podrian
haber sido causados por diferencias en los sistemas de produccion utilizados para
las diferentes razas y no por diferencias de raza relacionada con la susceptibilidad
a infeccion. Por ejemplo, las razas nativas espafolas tenian menos probabilidades

de ser seropositivos que Holstein Friesian, Rubia Gallega, o cruzas. Esto se
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explica por diferencias en la intensidad de produccién, en contraste con ganado
Holstein Friesian y Rubia Gallega, los cuales en Espafia, tienen un manejo mas
intensivo. Cabe mencionar que las razas nativas de este pais estan situadas en su
mayoria en tierras altas de pastoreo, con muy baja densidad de poblacion (Bartels
et al., 2006).
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2. JUSTIFICACION.

En México se tienen antecedentes de neosporosis en ganado productor de leche
desde 1996 (Morales et al., 1997), sin embargo, en el ganado productor de carne y
en el de doble propdsito, no se han realizado estudios epidemioldgicos tendientes
a evaluar la magnitud del problema y sus posibles factores de riesgo para la
transmision horizontal y vertical de N. caninum, por lo que se desconoce la

situacion de esta enfermedad.

3. HIPOTESIS.

La infeccidn por N. caninum esté presente en el ganado de doble propdsito de la
zona centro del estado de Veracruz, México y la presencia de canidos, la
ocurrencia de abortos o mortinatos, movilizacion de ganado e introduccién de

forrajes son factores de riesgo para mantener la seropositividad de la enfermedad.

4. OBJETIVOS.
4.1. General.
Identificar la infeccion por N. caninum en bovinos de doble propdésito en clima

tropical y su asociacion con los posibles factores de riesgo.

4.2. Especificos.
Determinar la frecuencia de positividad a la infeccion por N. caninum en bovinos
de doble proposito en climas tropicales, procedentes de dos municipios de

Veracruz, México.

Determinar posibles factores de riesgo para la frecuencia de positividad a la

infeccion por N. caninum en bovinos de doble propdsito de estos municipios.

Determinar la ubicacion geografica de las unidades de produccién evaluadas y

determinar posibles diferencias en la frecuencia de positividad por municipios.
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5. MATERIAL Y METODOS.

5.1. Ubicacion espacial.

El estudio se realiz6 en los municipios de Jamapa y Veracruz, Veracruz.,
caracterizados por tener un clima célido humedo con una época de sequia (Aw),
clasificacion de Koepen, modificado por Enriqueta Garcia, en ellos se evaluaron

bovinos de doble propdsito (Figura 4).

5.2. Determinacion del tamafio minimo de muestra y disefio muestral.

Se determind la poblacién de veintiocho ranchos en los dos municipios con
disponibilidad para colaborar con la investigacion, los cuales cuentan con un total
de 1889 bovinos (Cuadro 1).

A fin de contar con un estimador de la frecuencia y poder determinar un tamafo
minimo de muestra, se realizO un estudio piloto a través de un muestreo
seroldgico de 100 vacas y el analisis de los sueros se efectué mediante la prueba
de ELISA, con estos resultados, se obtuvo una frecuencia del 10% vy con este
dato se obtuvo el numero de bovinos totales para el muestreo general mediante la
siguiente ecuacion propuesta por Navarro, 1988.

ho 1P

(p)(d)

En donde p = proporcién esperada y d = error estimado que en este caso fue de
0.02, con lo cual se requirieron 555 animales.

5.3. Ubicacion de casos.
Las coordenadas geograficas de los ranchos se establecieron por medio de un
sistema geografico posicional (GPS).

En cada unidad de produccién se analizaron, cuando los hubo, los registros
reproductivos y productivos con énfasis en la presencia de abortos. El andlisis de
los sueros se realiz6 mediante la prueba de ELISA.

5.4. Toma de muestras.
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Se realiz6 de febrero a mayo de 2007. Para la obtencidon de sangre, se punciono la
arteria coccigea media o la vena adyacente, utilizando equipo Vacutainer® con
tubo sin anticoagulante, aguja doble, calibre 21G y adaptador para aguja. Cada

muestra fue identificada de manera individual.

Las muestras fueron centrifugadas a 3000 revoluciones por minuto (rpm), durante
5 minutos. Se decanté el suero en microtubos de 1.5 ml. y fueron identificadas y
almacenadas a -20°C en el laboratorio de parasitologia del rancho Torreén del
Molino, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Veracruzana (FMVZ — UV).

Las pruebas de ELISA se realizaron en el laboratorio de inmunohistoquimica y
biologia molecular del Departamento de Patologia, Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autbnoma de México (FMVZ —
UNAM).

5.5. Prueba de ELISA indirecta.
Se utilizé una prueba de ELISA comercial elaborada por el Instituto Pourquier
version: P00511/01 para la deteccion serologica de anticuerpos especificos contra

N. caninum.

Metodologia.
1.- Todos los pozos de las placas estan cubiertos con antigenos de N. caninum.

2.- Las muestras a ser probadas son diluidas e incubadas en los pozos. Cualquier
anticuerpo especifico para N. caninum que este presente en el suero problema,
formara un complejo inmune antigeno-anticuerpo y permanecera unido en el pozo.
3.- Después del lavado se afiade a los pozos una anti-IgG de bovino unida con
peroxidasa. Si el suero es positivo el conjugado se unira al complejo inmune.

4.- Después de otro lavado se afiade el sustrato tetrametilbecidina (TMB) para la
enzima. Si el complejo inmune esta presente, la peroxidasa transformara el

sustrato en un compuesto azul que se volvera amarillo después del bloqueo,
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sustancia que contiene acido sulfarico (H,SO,). La intensidad del color es un
indicador de la cantidad de anticuerpos presente en la muestra que se esté

analizando.

El punto de corte se obtiene usando los testigos positivos del suero proporcionado

por la prueba, el cual debe ser incluido en cada placa.

Lectura.

Las placas se leyeron en espectrofotometro a 450 nm de longitud de onda.

Interpretacion.

Se calcul6 para cada muestra el porcentaje de positividad (S/P%).

100

S/PY% — (Valor de la muestra a 450nm DO)
(Valor de la media de los testigos positivos a 450nm DO)

De acuerdo con las instrucciones del fabricante se tomaron los siguientes criterios
para el diagnéstico.

Cuando el valor del S/P% < 30%, la muestra fue considerada negativa.

Cuando el valor del S/P% se encuentra entre 30% y 50%, la muestra fue
considerada sospechosa.

Cuando el valor del S/P% = 50%, la muestra fue considerada positiva.

5.6. Determinacién de la asociacion con posibles factores de riesgo.

En los hatos se aplicO una encuesta que de manera general contempld la
siguiente informacion: Origen de los reemplazos, tipo de manejo reproductivo,
presencia de abortos, programa de localizacion y disposicion de fetos abortados y
desechos placentarios, programa de vacunaciéon, origen y distribucion de los
forrajes, presencia de perros y/o canidos silvestres. El cuestionario se presenta en
el Anexo 1.
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Con base en la encuesta aplicada en cada uno de los ranchos se elaboré una
base de datos para poder analizar cada una de las variables, para esto se utilizo el

programa Epi Info versién 3.4.3

Cada variable fue evaluada para medir su fuerza de asociacion entre ésta y el
resultado de la prueba a través de un andlisis univariado de razén de momios
(RM) y se midi6 su significancia estadistica mediante X* o exacta de Fisher,
aquellas variables con un valor de P < 0.05, fueron corridas por un analisis

multivariado a través de regresion logistica.
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6. RESULTADOS.

De los 555 sueros evaluados en la prueba de ELISA, 105 fueron positivos y 450
resultaron negativos. Con este resultado se obtuvo una frecuencia de positividad
del 18.91 %, (Cuadro 2).

Del total de bovinos, 372 pertenecian al Municipio de Jamapa y de los cuales 89
resultaron positivos (23.92%), 183 eran del Municipio de Veracruz y 16 de estos
fueron positivos (8.74%).

Los datos obtenidos con el GPS permitieron apreciar la localizacion y distribucion

de los ranchos. (Figura 5).

Con base en los resultados obtenidos en la prueba de ELISA y los datos del GPS,
se pudo representar en un mapa las frecuencias de positividad por rancho (Figura
6).

Los resultados del andlisis univariado para la determinacion de los factores de
riesgo, se muestran en el Cuadro 3. De las variables analizadas, solo la presencia
de aborto en las vacas (RM= 7.34; Intervalo de confianza 95% (ICgs9)= 2.35 —
22.92; P= 0.00007) y ranchos que obtienen reemplazos de otro estado del pais
(RM= 2.23; ICgs0p= 1.13 — 4.39; P= 0.0174) fueron significativas como factores de

riesgo asociados a la infeccion por N. caninum.
Los resultados de la regresion logistica para las variables: Vacas que han
presentado aborto y ranchos que obtienen reemplazos de otro estado del pais. Se

muestran en el Cuadro 4.

Con base en la regresion logistica se propone el siguiente modelo, que se resume

en la siguiente ecuacion.
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1

D epta X, X, e X

Donde: exp es el exponencial, 1, B2... Bk son los parametros del modelo, las

variables de explicativas pueden ser de cualquier naturaleza.

7. DISCUSION.

El diagndstico seroldgico para neosporosis en el ganado bovino estaba limitado a
la IFAT, esta prueba diagnostica era de utilidad para la deteccién en becerros pre-
calostrados, asi como para dar seguimiento serologico en los hatos. Desde 1995
se ha reconocido que la prueba de ELISA es consistente, objetiva, rapida y
precisa, siendo mas sensible y especifica que la IFAT (Paré et al., 1995). La
sensibilidad y especificidad de las ELISAs comerciales actuales son > 90% (von
Blumrdder et al., 2004).

La infeccion, el aborto y la mortalidad en becerros por N. caninum han sido
informados en paises de todos los continentes (Dubey, 2003). La prevalencia
determinada por serologia en el ganado bovino varia dependiendo del pais,
region, tipo de prueba utilizada, el punto de corte usado para la determinacion de
la exposicion, la historia de aborto y la funcién zootécnica de los animales. Las
prevalencias méas elevadas se han observado en California, EEUU con un 87% de
seropositividad en vacas lecheras (Paré, et al., 1996). Con respecto a otros paises
de Norte América, en un estudio realizado en Ontario, Canada, los valores
hallados con la prueba de ELISA, fueron del 22.1% de un total de 1196 vacas
procedentes de 28 hatos con registros de abortos debidos a N. caninum, 9.2% de
1224 vacas que pertenecian a 31 hatos sin evidencia de aborto por N. caninum,
10.5% de 3162 vacas que tuvieron aborto sin especificar su etiologia y 11.2% de
1074 que fueron sacrificadas (Hobson et al., 2002). Otro estudio en las provincias
maritimas de Canadd, en el cual utilizaron 2604 bovinos productores de leche
procedentes de 90 establos, informa una seroprevalencia del 19.2 % (Chi et al.,
2002).
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En México, en bovinos productores de leche, se han detectado anticuerpos anti-N.
caninum en diversas regiones, lo que indica que este tipo de animales han estado
expuestos a este agente. En un estudio realizado por Morales y colaboradores en
el 2001, con 1003 bovinos de 50 hatos, se informd una seroprevalencia del 72%
en los hatos que habian presentado aborto epidémico y del 36% en hatos con
aborto endémico, en ese estudio se inform6 una seroprevalencia del 56% en los
estados de Aguascalientes, Chihuahua, Coahuila, Durango, Estado de México,
Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Querétaro, Puebla y Zacatecas. En otro estudio
realizado en Aguascalientes, se observo una seroprevalencia del 59 % incluyendo
a 187 bovinos de 13 hatos (Garcia-Vazquez et al., 2002). En estudios mas
recientes realizados en el Noreste de México, se inform6 de una seroprevalencia
del 42% en 813 muestras de 20 hatos de Coahuila y Chihuahua (Garcia-Vazquez
et al., 2005) y del 36% en 591 muestras de 44 hatos también de Coahuila, ademas

de Nuevo Ledn y Tamaulipas (Meléndez et al., 2005).

Aunque los estudios en México ponen de manifiesto la presencia de neosporosis
en el ganado productor de leche, se tienen muy pocos antecedentes en el caso del
ganado de doble propdsito y del productor de carne. Al respecto, en bovinos
productores de carne, del estado de Nuevo Ledn, se encontrd una seroprevalencia
del 10% en 29 animales de 2 hatos de Linares y del 10% en 30 muestras de un
hato de Pesqueira (Meléndez et al., 2005). Posiblemente la escasa informacion en
este tipo de animales con genotipo y fenotipo diferentes se deba a que, por lo
general se encuentran en sistemas extensivos o semiestabulados en la zona sur

del pais dificultando la identificacion de abortos, los cuales no se registran.

En Sudamérica se han efectuado algunos estudios serolégicos en ganado bovino
de doble propoésito y productor de carne. En Argentina por ejemplo, se registran
seroprevalencias de 4.7% hasta un 20.3% (Moore, et al., 2002a, 2002b, 2005), en
Brasil se registran seroprevalencias de 6.7% hasta 29.9% (Ragozo et al., 2003) y

en Paraguay informan una seroprevalencia del 26.6% (Osawa et al., 2002). En

29



este pais, las muestras de sueros que fueron tomadas de hatos con abortos
persistentes tuvieron mayor porcentaje de animales positivos al parasito (17/30,
56.7%). En Uruguay se informa de una prevalencia del 13.9% (Bafales et al.,
2006) y en Venezuela del 11.5% (Lista-Alves et al., 2006).

La frecuencia de positividad que se obtuvo en el ganado de doble propdsito del
presente estudio fue de 18.91%, indicando que los animales que fueron utilizados
para este andlisis estuvieron en contacto con N. caninum y que estas frecuencias
son similares a las informadas en Nuevo Ledn, México (Meléndez et al., 2005) y
Sudamérica (Bafiales et al., 2006, Lista-Alves et al., 2006, Moore, et al., 2002a,
2002b, 2005, Osawa et al., 2002, Ragozo et al., 2003), en donde se utilizaron
métodos de diagnostico como ELISA e IFAT, lo cual sugiere que el
comportamiento de la infeccién por este parasito en este tipo de bovinos también
es similar. Por otro lado, al igual de como se ha informado en México y diversos
paises del mundo, las seroprevalencias asociadas a la infeccion por N. caninum
en ganado lechero han sido mayores con respecto a las informadas en ganado de

doble propésito o de engorda.

Con respecto a los factores de riesgo encontrados en el presente estudio, los
resultados en la significancia del analisis univariado a través de una razon de
momios varian con los resultados que informan otros investigadores, en los cuales
la presencia de perros propios 0 ajenos, canidos silvestres o ambos, el lugar y tipo
de alimentacion, la regién o la época del afo, han sido factores de riesgo
relevantes en el caso del ganado productor de leche (Dubey et al., 2007). Esto se
puede atribuir a los distintos sistemas de produccion, ya que el ganado de doble
propdsito se maneja en un sistema extensivo el cual no cuenta con razas
especializadas, una dieta balanceada, estabulacion, registros productivos y

reproductivos, por mencionar algunos.

Esta situacion permite comprender que los bovinos de doble proposito se

alimentan principalmente de forraje verde como sucede en el caso de los animales
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que fueron utilizados en el presente estudio y no de alimentos almacenados,
disminuyendo la probabilidad del consumo de alimentos contaminados con
excretas de perros u otros cénidos silvestres. Ademas en el caso de bovinos de
doble propésito, son pocas las unidades de produccion que cuentan con un control
de placentas y fetos abortados, siendo otros depredadores, posiblemente aves
carrofieras 0 roedores entre otros, los principales consumidores de estos
desechos, por lo que el ciclo de transmision entre perros y canidos silvestres y los
bovinos no se llega a completar en este caso. Al respecto, aunque algunos
estudios epidemiolégicos indican que la presencia de perros en establos ha sido
un factor de riesgo de infeccion para los bovinos (Bartels et al., 1999; Dijkstra et
al., 2002; Sanchez et al., 2003), existen pocos informes de perros infectados
naturalmente que eliminan ooquistes. Esto puede explicar el por qué aunque no se
tengan perros en la unidad de produccion, puede haber bovinos infectados
indicando que la transmision enddégena es mas importante que la trasmision
exdgena en esta especie (MacGarry et al., 2003; Schares et al., 2005; Cedillo et
al., 2008).

De las variables analizadas, el caso de la presentacion de aborto en las vacas fue
significativa (RM= 7.34; 1Cgys0,= 2.35 — 22.92; P= 0.00007), indicando que las vacas
qgue abortaron fueron 6.3402 veces mas positivas en la prueba de ELISA con
respecto a las vacas en las que no se registr6 este evento, al respecto este
resultado coincide con otros estudios epidemiolégicos en los cuales se ha
detectado que las vacas seropositivas a neosporosis tienen el riesgo de abortar de

3 a 4 veces mas que las vacas seronegativas (Dubey and Lindsay, 1996).

Otra variable que result6 significativa en el presente estudio fue la de ranchos que
obtienen reemplazos de otro estado del pais (RM= 2.23; ICgs= 1.13 — 4.39; P=
0.0174), indicando que las vacas de ranchos que obtienen reemplazos de otro
estado del pais fueron 1.2334 veces més positivas en la prueba de ELISA que las
vacas de ranchos donde no compran novillonas en otro estado. Estos resultados

sugieren que el riesgo de ingresar animales infectados por Neospora caninum
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provenientes de lugares con prevalencias altas a las unidades de produccion
puede ser alto. La movilizacion de ganado puede darse con el propdsito de
introducir a una region ganado especializado para el mejoramiento genético de los
hatos, el cual frecuentemente proviene de zonas del altiplano mexicano en donde
se ha identificado plenamente le enfermedad (Morales et al., 2001), aunado a que
en México no existe una norma sanitaria oficial para la prevencién y el control de
la neosporosis bovina. De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente
estudio, se sugiere que los productores desarrollen un programa de reemplazo de

crias propias, provenientes de vacas seronegativas.

El mundo, no cuenta actualmente con una estrategia o programa general de
control de la neosporosis bovina debido a que existen grandes diferencias en la
epidemiologia de la infeccién, asi como diferencias en los procedimientos
zoosanitarios de region a region, por lo cual, antes de establecer algun programa
de prevencion y control debe conocerse el estado actual de la infeccién a nivel

regional, local o al menos de la unidad de produccién (Dubey et al., 2006).
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8. CONCLUSION.

De acuerdo a los resultados del presente estudio, se concluye que los bovinos de
doble propésito provenientes de los municipio de Jamapa y de Veracruz, Veracruz,
han estado expuestos a Neospora caninum al encontrar evidencia serolégica
positiva en 25 de los 28 ranchos estudiados (82%) y que la frecuencia serolégica
fue similar a la identificada en otros paises de Sudamérica para este tipo de

ganado.

Por otro lado, al igual que en otros estudios epidemioldgicos, la frecuencia
serologica fue menor con respecto a las seroprevalencias informadas para el

ganado productor de leche.

Con respecto a la asociacién entre los factores de riesgo analizados y los
resultados seroldgicos, soélo las variables presencia de aborto en las vacas y
ranchos que obtienen reemplazos de otro estado del pais fueron significativas,
indicando que las vacas seropositivas tienen mayor riesgo de presentar aborto y
que la introduccion de animales de reemplazo provenientes de otros lugares

representa un factor de riesgo para estos ranchos.

Se sugiere realizar estudios epidemiolégicos en municipios cercanos a los
estudiados en la presente investigacion, ya que por la similitud de las condiciones
geograficas, tipo de animales y su manejo, la probabilidad de identificar animales

infectados por N. caninum es factible.
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Figura 1. Impronta de higado de un raton infectado experimentalmente con
numerosos taquizoitos (Tincion Giemsa). Note que los taquizoitos varian en
dimension dependiendo de su etapa de division (a) un taquizoito delgado (b) un
taquizoito antes de su divisién y (c) tres taquizoitos dividiéndose comparados con
el tamafio de un eritrocito (flecha). Dubey et al., 2007.

Figura 2. Seccion histologica de un quiste tisular dentro de una neurona en la
medula espinal de un becerro congénitamente infectado (Tincibn Hematoxilina-
Eosina). Note la gruesa pared del quiste (opuesto a la punta de la flecha)
encerrando delgados bradizoitos (triangulo abierto). El ndcleo de la célula huésped
(flecha) esta cortado en ese angulo. Dubey et al., 2007.
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— 2" Kilametros

Figura 4. Localizacion de los Municipios de Jamapa, Manlio Fabio Altamirano,
Medellin de Bravo y Veracruz. Veracruz, México.

36



M. F. Altamirano

Medellin de Bravo

3 0 3 6 Kilometros

Figura 5. Localizacion geospacial de los ranchos evaluados.
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Figura 6. Frecuencia de positividad de a Neospora caninum en ranchos de

bovinos de doble propdsito. Veracruz, México 2007.
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Rancho Num. total bovinos Muestreo piloto  Muestreo general
1 58 20 20
2 18 10 10
3 17 9 9
4 35 15 15
5 180 25 25
6 200 21 62
7 110 39
8 160 22
9 70 23
10 70 21
11 55 42
12 60 17
13 33 10
14 36 17
15 218 34
16 31 11
17 15 9
18 50 15
19 35 14
20 26 9
21 43 16
22 62 30
23 25 6
24 18 6
25 40 21
26 16 7
27 200 42
28 8 3

Total 1889 100 555

Cuadro 1. Poblacion de los veintiocho ranchos ubicados en los municipios de
Jamapa y Veracruz.

39



Rancho ELISA . Num. %
ovinos positivos

1 positivo 20 1 5.00
negativo 10 0 0.00

3 negativo 9 0 0.00
4 positivo 15 2 13.33
5 positivo 25 1 4.00
6 positivo 62 20 32.26
7 positivo 39 6 15.38
8 positivo 22 8 36.36
9 positivo 23 6 26.09
10 positivo 21 3 14.29
11 positivo 42 9 21.43
12 positivo 17 4 23.53
13 positivo 10 2 20.00
14 positivo 17 4 23.53
15 positivo 34 12 35.29
16 negativo 11 0 0.00
17 positivo 9 2 22.22
18 negativo 15 0 0.00
19 positivo 14 1 7.14
20 positivo 9 3 33.33
21 positivo 16 3 18.75
22 positivo 30 5 16.67
23 positivo 6 1 16.67
24 positivo 6 2 33.33
25 positivo 21 3 14.29
26 positivo 7 1 14.29
27 positivo 42 6 14.29
28 negativo 3 0 0.00
Total 555 105 18.91

Cuadro 2. Resultados obtenidos en la prueba de ELISA, se muestran el nimero
de bovinos por rancho, el nimero de bovinos positivos por rancho y la frecuencia
de positividad por rancho.

Variable Positivos Negativos RM 1Co50 P
Presencia de perro Si 71 267  1.4313 91-2.24 0.1171
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No 34 183

Perro ajeno Si 98 409 1.4034 .61-3.22 0.4223
No 7 41

Coyote Si 86 341  1.4468 .84 —2.48 0.1795
No 19 109

Zorro Si 21 75 1.25 72-2.14 0.4161
No 84 375

Aborto vaca Si 8 5 7.3402 2.35-22.92 0.00007
No 97 445

Aborto rancho Si 80 335 1.0985 .66 -1.8 0.7106
No 25 115

Becerro muerto Si 2 3 2.8932 A7 —-17.53 0.2266
No 103 447

Origen local Si 28 99  1.2893 .79 -2.09 0.3053
No 77 351

Origen estatal Si 57 200 1.4844 .96 — 2.27 0.0685
No 48 250

Origen nacional Si 14 29 22334 1.13-4.39 0.0174
No 91 421

Potrero rentado Si 10 67 0.6017 29-1.21 0.1521
No 95 383

Alimento comercial Si 45 176 1.1676 75-1.79 0.4801
No 60 274

Vacunacion brucella Si 21 66  1.4545 .84-25 0.1758
No 78 384

Vacunacion ibr dvb Si 27 102 1.181 72-1.92 0.5055
No 78 348

Vacunacién leptospira S 27 102 1.181 72-1.92 0.5055
No 78 348

Cuadro 3. Frecuencia y significancia de posibles factores de riesgo para
neosporosis en bovinos de doble propdsito de los municipios de Jamapa y
Veracruz. Veracruz, México 2007.
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Factor de riesgo Coeficiente 1Cos06 Z-estadistica P

Aborto vaca 2.0171 2.3927 - 23.6105 3.4539 0.0006
Origen nacional 0.8256 1.1508 — 4.5303 2.3618 0.0182
Constantes -1.6031 -13.4028  0.0000

Cuadro 4. Regresion logistica para las variables con un valor de P < 0.05.
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Anexo 1.
Encuesta para identificar posibles factores de riesgo para neosporosis en
ganado de doble propdsito de la zona centro de Veracruz.

Resefia

1.- Nombre del rancho.

2.- Nombre del propietario.
3.- Direccidn y tamafio del rancho.
4.- Nimero de bovinos.

5.- Funcion zootécnica.

6.- Sistema de produccioén: Intensivo  Semintensivo  Extensivo

Origen de los reemplazos.
1. ¢ Cuél es el origen de las vacas de reemplazo?
Internacional Nacional Estatal Local Propio

Tipo de manejo reproductivo.
2. ¢ Cual es el manejo reproductivo con el que cuenta?
Monta natural  Inseminacion artificial ~ Ambos

Presencia de abortos.
3. ¢Sus vacas han presentado abortos en algin momento de su vida productiva? Si No
En caso de si, cual es la fecha del ultimo

Programa de localizacion y disposicion de fetos abortados y desechos placentarios.
4. ¢ Que le hace a los fetos y placentas abortados?
Nada Incinera Entierra Tiraalabasura Otra

Programa de vacunacion.

5. ¢Vacuna contra Brucelosis? Si No

En caso de si, cual es la fecha de la Ultima vacunacion
6. ¢Vacuna contra IBRy DVB?  Si No

En caso de si, cual es la fecha de la Ultima vacunacion
7. ¢Vacuna contra Leptospirosis?  Si No

En caso de si, cual es la fecha de la Ultima vacunacion

Origen y distribucién de los forrajes.

8. ¢ Cual es el origen del alimento de sus vacas?

Potrero Propio Potrero rentado Forraje comprado Otra
En caso de haber seleccionado forraje comprado especifiqgue el lugar
compra.

Presencia de perros y/o canidos silvestres.

9. ¢, Tiene perros en el rancho?  Si No

En el caso de haber contestado si, especificar cuantos
10. ¢ El perro se encuentra suelto o confinado? Especifique
11. ¢ Ha visto o sabe de la presencia de perros ajenos en su rancho y sus inmediaciones?
Si No

12. ¢ Ha visto o sabe de la presencia de coyotes en su rancho y sus inmediaciones?

Si No

13. ¢ Ha visto o sabe de la presencia de zorros en su rancho y sus inmediaciones?

Si No
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520 victoria

521 mascota

522 avispa

71

4

26
26
27
27

523 martina
524 lucero

525 congja
526 blanca
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557 gata
558 chiquita
559 cuya
560 pata
561 coyota
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562 calandria
563 martina
564 justina

565 guille

566 lupe

567 luna
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568 sombra
569 chana
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570 chucha
571 negra

572 pimienta
573 cubana
574 rabia
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584 gitana
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numvac
nomvac
numranch
numpart
sistprod
originter
orignac
origest
origloc
origprop
manrep
abortranch
abortvac
becemuert
pldfadp
vacbruc
vacibrdvb
vaclepto
ptrprop
prtrent
forrcom
alimcomer
presperro
numperro
perroajeno
coyot
Zorro

numero de vaca

nombre de la vaca

numero de rancho

numero de partos

sistema de produccién. 1=intensivo, 2=semintensivo, 3=extensivo.
origen internacional. 1=si, 0=no.

origen nacional. 1=si, 0O=no.

origen estatal. 1=si, 0O=no.

origen local. 1=si, 0O=no.

origen propio. 1=si, 0=no.

manejo reproductivo. 1=monta natural, 2=inseminacion artificial, 3=ambos
presencia de abortos en el rancho. 1=si, 0=no.

vaca que ha presentado aborto. 1=si, 0=no.

vaca que se le ha muerto el becerro. 1=si, 0=no.

que le hace a los fetos abortados y desechos placentarios. 1=nada, 2=incinera, 3=entierra, 4=basura.
vacuna contra brucelosis. 1=si, 0=no.

vacuna contra IBR y DVB. 1=si, 0=no.

vacuna contra lesptospirosis. 1=si, 0=no.

potrero propio. 1=si, 0=no.

potrero rentado. 1=si, 0=no

forraje comprado. 1=si, O=no.

alimento comercial. 1=si, 0=no.

presencia de perro(s). 1=si, 0=no.

numero de perros

presencia de perros ajenos. 1=si, 0=no.

presencia de coyotes. 1=si, 0=no.

presencia de zorros. 1=si, 0=no.

Equivalencias en la base de datos.
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