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RESUMEN
Georgina Romero Dominguez. Deteccion de Neospora caninum en aves en
semilibertad de la zona centro de México mediante reaccion en cadena de la
polimerasa. (Asesores MVZ MC Félix D. Sanchez Godoy, MVZ Dra. Elizabeth

Morales Salinas).

La neosporosis es una enfermedad parasitaria producida por Neospora caninum
que afecta principalmente al ganado y los perros. Recientemente se ha sugerido
que las aves pueden ser huéspedes intermediarios de este parasito por lo cual es
importante determinar su presencia en aves mexicanas en semilibertad y si éstas
juegan un papel importante dentro del ciclo bilégico del parasito. El objetivo de
este trabajo fue detectar mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) la
presencia de ADN de Neospora caninum en aves en semilibertad de la zona
centro de México. La PCR se realizé a partir de encéfalo, miocardio e higado de
50 aves (150 organos) criadas en semilibertad que se utilizaron en las practicas de
Metodologia Diagndstica realizadas en el Departamento de Medicina y Zootecnia
de Aves de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Para ello
se amplificd el espaciador interno transcrito 1 (ITS1) de Neospora caninum. En 2
de las 50 aves (4%) se detecté ADN de Neospora caninum, y de los 150 6rganos
evaluados, se encontré positividad en 2 encéfalos (1.3%). Los resultados

obtenidos en este estudio demuestran bajo porcentaje de aves infectadas.



INTRODUCCION

La neosporosis es una enfermedad parasitaria que afecta a diversas especies
animales domésticas y silvestres. En bovinos es de gran importancia debido a que
ocasiona abortos y mortalidad neonatal, en perros es una enfermedad
neuromuscular severa. La neosporosis fue confundida con la toxoplasmosis hasta
1984, cuando se identificé a Neospora caninum como agente causal, aislandose

por primera vez en 1988." 2
1.1 CICLO BIOLOGICO

Neospora caninum es un parasito del phylum Apicomplexa y de la familia
Sarcocystidae, esta relacionado a otros protozoarios formadores de quistes como
Toxoplasma gondii, Hammondia sp. y Besnoitia sp.3 El ciclo de vida tiene tres
fases infecciosas que estan implicadas en la transmision del parasito: taquizoitos,
bradizoitos y ooquistes. Los taquizoitos y los bradizoitos son etapas intermedias
(extra-intestinales) que se encuentran en los huéspedes intermediarios.* Los
taquizoitos son de forma ovoide, semilunar o globular, miden aproximadamente 6
X 2 ym, los bradizoitos tienen forma semilunar, miden de 7 a 8 X 2 ym y se
encuentran dentro de quistes que tienen forma redonda a oval que miden hasta
107 um de diametro y se encuentran principalmente en el sistema nervioso
central. Algunos tejidos extraneurales, especialmente musculos pueden contener
quistes.” ® Los ooquistes son esféricos o semiesféricos, miden de 10 a 11 um de
diametro y contienen dos esporoquistes con cuatro esporozoitos; son resistente al

medio ambiente y se excretan como ooquistes no esporulados en las heces de



los caninos’ 8 y por condiciones medio ambientales esporulan siendo la fase

infectante para los huéspedes intermediarios.®

1.2 HUESPEDES

El perro doméstico (Canis domesticus)?, el dingo australiano (Canis lupus dingo)’,
el coyote (Canis latrans)'® y el lobo gris (Canis lupus)'" son huéspedes definitivos
de Neospora caninum ya que en ellos se realiza la reproduccion sexual del
parasito en el intestino con lo cual se eliminan ooquistes a través de sus heces
que pueden contaminar el alimento y agua que consumen los huéspedes
intermediarios como son las vacas, ovejas, cabras, bufalos, caballos, bisontes, y
venados cola blanca entre las mas comunes.'* En estas especies se lleva a cabo
la reproduccion asexual del parasito formando los taquizoitos y bradizoitos
tisulares. Los perros también pueden adquirir la parasitosis consumiendo

ooquistes eliminados por otros perros.

Los ooquistes son la clave en la epidemiologia de esta enfermedad debido a que
son resistentes al medio ambiente y pueden ser viables por largos periodos de

tiempo'
1.3 TRANSMISION

Neospora caninum se transmite de manera horizontal y vertical. La transmision
horizontal solo se ha documentado en los huéspedes definitivos ya que un perro
puede eliminar ooquistes e infectar a otros perros o bien se pueden infectar por la

ingestion de tejidos con quistes o taquizoitos de Neospora caninum sin embargo,



la transmisién vertical es la mas eficiente y se puede presentar en los huéspedes
definitivos e intermediarios y pasar de una generacién a otra. Esta es la via de

transmisién mas comun en los bovinos. "’

1.4 SIGNOS CLINICOS

Los signos clinicos solo se observan en los huéspedes definitivos e intermediarios
que son infectados de manera vertical. Las crias de los perros pocas veces
desarrollan signos clinicos y cuando se presentan se observa paralisis ascendente
de los miembros pélvicos. Los becerros infectados de manera transplacentaria
desarrollan signos nerviosos, como incapacidad para levantarse, flexion o
hiperextensién de extremidades anteriores o posteriores y el examen neuroldgico
puede revelar ataxia, disminucion del reflejo patelar y perdida de la propiocepcion
consciente. Puede observarse exoftalmia o una apariencia asimétrica de los ojos y
ocasionalmente defectos al nacimiento que incluyen hidrocefalia y reduccion de la
médula espinal.’® Desafortunadamente, la mayoria de los becerros infectados via

placentaria, nacen clinicamente sanos pero persistentemente infectados.

El principal signo en animales adultos (vacas) es el aborto y este puede
presentarse en cualquier momento de la gestacion pero es mas frecuente entre el
quinto y sexto mes; el feto puede morir en el utero, ser abortado, reabsorbido o

momificado."®

En pollitos inoculados experimentalmente in ovo, se observaron signos

neurolégicos como falta de coordinacion, movimientos de pedaleo, paralisis de
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miembros posteriores, desplazamiento en circulos, artritis, inflamacion,

enrojecimiento y ulceracién de la piel que cubre las articulaciones.?
1.5 DIAGNOSTICO

Desde el descubrimiento de Neospora caninum, muchas pruebas diagndsticas han
sido desarrolladas para ayudar a detectar la infeccion por este parasito. Estas
pruebas incluyen Inmunohistoquimica, Inmunofluorescencia indirecta, Ensayo
Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas, Aglutinacion directa, Analisis de Western

blot y Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
1.5.1 METODOS DE DIAGNOSTICO INDIRECTOS

Se basan en la deteccion de anticuerpos anti-Neospora caninum en suero, liquido
cefalorraquideo o en cavidades serosas. En las pruebas seroldgicas los valores de
los titulos y la absorbancia son dependientes de la composicion del antigeno, del
anticuerpo secundario y otros componentes, por tanto el punto de corte puede ser
seleccionado arbitrariamente, o que determina una sensibilidad y una
especificidad para una aplicacion en particular. Para el caso de las aves la
principal prueba serolégica que se ha utilizado para detectar anticuerpos contra
Neospora caninum es la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFAT) que se
considera la mas especifica al no tener reaccion cruzada o ser minima con
anticuerpos anti-Toxoplasma gondii y nula contra Cryptosporidium. El titulo de
anticuerpos para considerar positiva a un ave es muy variable y se encuentra en

un rango de 1:25 a 1:400.%%%*
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1.5.2 METODOS DE DIAGNOSTICO DIRECTOS

Se basan en la identificacion del parasito y la presencia de este en los tejidos

llegando al diagnoéstico definitivo de neosporosis.
HISTOPATOLOGIA

El examen histopatoldgico de los tejidos afectados es esencial para el diagndstico
de neosporosis, ya que se pueden detectar lesiones caracteristicas del parasito y
la presencia de taquizoitos y quistes parasitarios conteniendo bradizoitos. Sin
embargo, debido a que Neospora caninum es estructuralmente semejante a
Toxoplasma gondii es recomendable emplear técnicas mas sensibles como la
inmunohistoquimica. Para el caso de las aves solo se informan lesiones en
embriones de pollo y en pollitos infectados in ovo a los siete dias de incubacién
por la cavidad alantoidea de manera experimental, observando una mortalidad
embrionaria de hasta el 50%. Las lesiones se observaron en la membrana
corioalantoidea, higado, encéfalo, corazén y se caracterizan por necrosis
multifocal e inflamacion histiocitica con taquizoitos intralesionales®® ?°
Adicionalmente en un Ara cholopterus y un Amazona aestiva se observaron
quistes parasitarios en musculo esquelético de la region pericloacal y del cuello

respectivamente sin encontrar lesiones asociadas a la presencia de los

parasitos.?*
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INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

Este diagnostico se basa en la identificacion de Neospora caninum en tejidos
fijlados en formalina e incluidos en parafina. El método de inmunohistoquimica del
complejo Streptoavidina-Biotina-Peroxidasa es el mas utilizado. En las aves este
método ha demostrado su utilidad al detectar taquizoitos en encéfalo, bazo,
corazobn e higado de embriones de pollo y en pollitos infectados
experimentalmente a los siete dias de incubacién por la cavidad alantoidea,
utilizando anticuerpos primarios policlonales hechos en becerro y ratén. También
se informa la presencia de Neospora caninum por inmunohistoquimica en pulmon,
corazon, sistema nervioso central, higado, bazo y rindn de palomas infectadas

experimentalmente asi como en el musculo esquelético de aves exéticas.?* 232+

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La técnica de PCR, es capaz de detectar ADN de Neospora caninum en tejidos,
liquido cefalorraquideo, sangre y heces de los animales infectados y se basa
principalmente en la amplificacion especifica de la region gendmica pNc5 vy el
ITS1. La region del ITS1 es usada para estudios filogenéticos y es una zona ideal
para el desarrollo de técnicas moleculares, debido a que esta presente en un alto
numero de copias, exhibe variedad inter género y es altamente conservada entre
especies. Esta técnica se ha utilizado de manera exitosa para detectar la
presencia de este parasito en pollos (Gallus gallus), huevos embrionados y aves
silvestres (Pica pica, Buteo buteo) amplificando una porcién de la region gendémica

pNc5 y en el gorrién (Passer domesticus) utilizando la region ITS1.2% 2" 2627
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1.6 IMPACTO ECONOMICO

Neospora caninum es reconocida como una causa importante de pérdidas

econdmicas en la industria de la leche y carne.”" %

En Inglaterra se considera que se producen 6000 abortos anuales debido a N.
caninum y la pérdida de cada becerro representa 800 dodlares, por lo tanto se
estiman perdidas por aproximadamente 4.8 millones de ddlares. En California, EU

y Australia se estiman pérdidas por 35 y 85 millones de ddlares respectivamente

29-32

1.7 NEOSPOROSIS EN MEXICO

El primer informe de aborto asociado a neosporosis bovina en México, se realizd
en seis fetos de un hato de 800 vacas en el Noreste del pais aunque Neospora
caninum fue confundida con Hammondia pardalis.>® Posteriormente se informaron
fetos con lesiones compatibles a neosporosis en Torredn, Coahuila.>* Morales et.
al. publicaron el primer aborto bovino ocasionado por Neospora caninum por
histopatologia e inmunohistoquimica.®® En un estudio mas amplio analizando 211
fetos de las principales cuencas lecheras mexicanas se encontraron lesiones
caracteristicas de neosporosis en 73 fetos (35%),41 tejidos de estos fetos fueron
positivos por inmunohistoquimica.36 En una encuesta seroldgica en hatos lecheros
mexicanos entre 1997 y 1999 se observo una seroprevalencia del 72% en hatos
con aborto epidémico y del 36% en hatos con aborto endémico.?” Sanchez et. al.

38 realizd un estudio serolégico de neosporosis en perros de México, comparando



-14 -

la seropositividad entre perros de ciudad y residentes de establos, y en vacas de
establo con o sin perros observando que la seropositividad fue mayor en perros
residentes de establos, con respecto a los perros de ciudad y la seropositividad de
vacas fue mayor en establos con perros que sin ellos. Estos datos concuerdan
con otro estudio seroldgico en perros realizado en Aguascalientes donde se
encontré seroprevalencia de 41% en perros que comparten espacios con el
ganado lechero, mientras que los perros de las zonas urbanas mostraron
20% seroprevalencia®® En un muestreo realizado en Coahuila, Chihuahua,
Hidalgo, Querétaro, Jalisco la prevalencia de abortos causados por Neospora
caninum fue de 42%.%° Todos estos estudios demuestran que Neospora caninum

esta ampliamente difundido en el territorio nacional.
1.8 NEOSPOROSIS EN AVES

En estudios recientes realizados en Brasil, se encontraron anticuerpos contra
Neospora caninum en el 23.5% de 200 aves free-range y se detecto ADN de

' En otro estudio, se

Neospora caninum en 6 de 10 pollos seropositivos.2
inocularon de forma experimental pollitos de mas de una semana de edad con
taquizoitos de Neospora caninum por via intraperitoneal los cuales desarrollaron
una infeccion transitoria, y no se demostraron anticuerpos o parasitos a los 60 dias
post-inoculacién, sin embargo, en huevos embrionados de pollo se produjo

infeccion patente y un perro fue alimentado con las membranas corioalantoideas

de estos embriones provocandole la infeccion.?® Actualmente se confirmé la
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susceptibilidad de embriones de pollo de engorda a la infecciébn por Neospora

caninum.?®

En otro estudio, se encontraron anticuerpos contra Neospora caninum en el
39.5% de 1324 de pollos free-range del continente Americano, con mayor
prevalencia en pollos de Nicaragua, lo cual indicé una amplia exposicién de este

tipo de animales al parasito.?

Mediante infecciones experimentales exitosas con taquizoitos de Neospora
caninum en palomas (Columba livia), se demostré que son probables huéspedes
intermediarios del parasito debido a que se detectaron anticuerpos, lesiones y

parasitos en esta especie.?

En una guacamaya rojo y verde (Ara chloropterus) y en un Loro frente azul
(Amazona aestiva), se encontraron quistes de Neospora caninum mediante
inmunohistoquimica en la musculatura alrededor de la cloaca y en la musculatura

cervical, respectivamente.?*

En cuanto a las infecciones naturales en aves silvestres, en un trabajo se observé
ADN de Neospora caninum en encéfalo de urracas, (Pica pica) y
ratonero comun (Buteo buteo), incluyendo estas especies como huésped natural
intermedio para este protozoario.?’Adicionalmente en otro estudio, se encontrd
ADN de Neospora caninum en 3 de 40 gorriones (Passer domesticus) en el

noreste de Brasil.?®
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JUSTIFICACION

La neosporosis estd ampliamente distribuida en bovinos y perros en México y se
sabe que el perro es el huésped definitivo de Neospora caninum, el cual transmite
la enfermedad a los huéspedes intermediarios, asi mismo en los ultimos afios se
ha sugerido que las aves pueden ser huéspedes intermediarios de este parasito;
Por lo cual es importante determinar la presencia del protozoario en aves
mexicanas en semilibertad y si éstas pueden jugar un papel importante dentro del
ciclo biolégico del parasito ya que es comun observar que los perros consumen la
mortalidad avicola y las aves se alimentan en el suelo en donde pueden estar

presentes los ooquistes de Neospora caninum.
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OBJETIVO GENERAL

e Detectar mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) la
presencia de ADN de Neospora caninum en aves en semilibertad de la

zona centro de México.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar la extraccién y purificacion de ADN de encéfalo, miocardio e
higado de aves.

2. Adecuar la técnica de PCR para la deteccion de ADN de Neospora caninum
en tejidos de aves utilizando los iniciadores para la region genémica ITS1.

3. Realizar la técnica de PCR en encéfalo, miocardio e higado de las aves.

4. Determinar la frecuencia de aves positivas por PCR.

HIPOTESIS

Se detectara Neospora caninum en aves en semilibertad de la zona centro de

México.
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MATERIAL Y METODOS

Se realizé PCR a partir de encéfalo, miocardio e higado de 50 aves criadas en
semilibertad provenientes de la zona centro de México, las cuales se utilizaron en
las practicas de Metodologia Diagndstica realizadas en el Departamento de
Medicina y Zootecnia de Aves de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

de la UNAM. Las muestras se conservaron a -20°C hasta su procesamiento.
1. EXTRACCION DE ADN

Se realizo la lisis mecanica de corazdn, encéfalo e higado de cada una de las
aves utilizando un mortero estéril para obtener un macerado, se diluyé 1:20 con
PBS (Solucion amortiguadora de fosfatos) estéril. En un tubo eppendorf se
agregaron 250ul del macerado, 250ul de Solucién de Lisis (TRIS®/EDTA®/SDS®) y
12.5 pl de Proteinasa KP, las muestras se incubaron en el recirculador® toda la

noche a 37°C.

Posteriormente se realizd la purificacion de ADN agregando un volumen de
Fenol/Cloroformo/Alcohol Isoamilico 25/24/1F, se mezclé con un vortex® por 15
segundos y se centrifugé” a 12 500 RPM por 5 minutos a 4°C. Se tomé el

sobrenadante y a este se le agregd un volumen de Cloroformo/Alcohol Isoamilico

ATRIS J.T.Baker Phillipsburg, NJ 08865 Ph (908) 859-2151

® EDTA Researh Organics 4353 E 49th St. Cleveland, Ohio 44125 USA. Catalogo 9575E
© SDS Researh Organics 4353 E 49th St. Cleveland, Ohio 44125 USA. Catalogo 9020L
P Fermentas 798 Cromwell Park Drive Glern Burnie MD 21061, USA. Catalogo EO0491
E Pharmacia Biotech, MultiTemp Il

F Researh Organics 4353 E 49th St. Cleveland, Ohio 44125 USA. Catalogo 0641P

© Daigger vortex Genie 2

H Sorvall Biofuge Fresco
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24/1' se mezcld con vortex por 15 segundos y se centrifugd a 12 500 RPM por 5
minutos a 4°C. Se tomd el sobrenadante y a éste se le agregaron dos volimenes
de Isopropanol absoluto’ se mezcld por inversion y se incubd a -20°C por 30

minutos.

Pasado este tiempo se centrifugo a 13 500 RPM por 10 minutos a 4°C, se decantd
el alcohol y se lavé la pastilla de DNA con 250ul de alcohol al 70%" se centrifugo a
13 500 RPM por 10 minutos a 4°C se decanto el sobrenadante y se secé la pastilla
durante una hora a temperatura ambiente. La patilla se hidraté con 100ul de Agua

inyectable estéril'y se calentd en el termoblock™ durante 10 minutos a 55°C.
2. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se realizd PCR utilizando los iniciadores PN1 sentido (5'-
CTCCTTCGGAGAGGGGTA-3") y PN2 contrasentido (5°-
TCTTCCCTCAAACGCTATC-3"), complementarias a las regiones conservadas
18S y 5.8S rRNA que amplifican un fragmento de 279 pares de bases del
espaciador interno transcrito 1 (ITS1) de Neospora caninum. La reaccion de PCR
fue de 20pl utilizando 2 pl de Buffer Taq (NH4)>SO4 (10X), 2 ul de MgCl, (25 mM),

0.5 pl de Taq polimerasa (5U/ pl)o, 0.4 yl de dNTP's (10mM)P, 1 ul de Iniciadores

' Cloroformo: Caledon Laboratories Georgetown, Ont. Canada. Code 3000-1/ Alcohol Isoamilico: Sigma P.O. Box 14508 St.
Louis, MO 63178 USA. Catalogo 1-9392

? Sigma P.O. Box 14508 St. Louis, MO 63178 USA. Catalogo 19516.

K AZ Vicente Guerrero No.295 Col. Agua Blanca Industrial, Zapopan, Jalisco.

- Laboratorios PISA SA de CV Calle 7 No.1308, Zona industrial Guadalajara Jalisco México.

™ L abnet D1100.

N Sigma Calle 6 Norte No.107, Parque Industrial Toluca 2000 50200 Toluca, México.

© Fermentas 798 Cromwell Park Drive Glern Burnie MD 21061, USA. Catalogo #EP0402.

P 798 Cromwell Park Drive Glern Burnie MD 21061, USA. Catalogo R0192.
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(10 uM), 1 pl de Triton (2%)%, 1 pl de BSA (3 mg/ml)® y 6.7 ul de Agua estéril. Para
correr la reaccién se utilizé un termociclador® programado con un ciclo de
desnaturalizacion inicial de 94°C por 8 minutos y 40 ciclos de 94°C por 30
segundos, 46°C por 1.5 minutos, 72°C por 1 minuto y una extension final de 72°C
por 10 minutos. Se coloco un marcador de peso molecular de 1kb', se tomaron 5
ul de la reaccion y se mezclaron con 1 pl de Buffer muestra¥ se homogenizaron y
fueron cargados en un gel de agarosa al 2% y se sometieron a electroforesis
horizontal’ por 30 minutos a 90 voltios y posteriormente fueron tefidos con

bromuro de etidio” y observados bajo luz ultravioleta”

@ Sigma Calle 6 Norte No.107, Parque Industrial Toluca 2000 50200 Toluca, México Catalogo T8787.
RSigma Chemical CO St. Louis Mo. 63178 USA.

S ThermoHybaid PCRExpress.

T Fermentas 798 Cromwell Park Drive Glern Burnie MD 21061, USA. Catalogo #SM0313

Y Fermentas 798 Cromwell Park Drive Glern Burnie MD 21061, USA. Catalogo #R0611.

v Promega Corporation 608-274-4330. Madison, WI 53711-5399 USA.

W Cleaver Scientific, Ltd, Rugby, Warwickshire, UK.

X Sigma Chemical CO St. Louis Mo. 63178 USA.

Y UVP Modelo 20, Upland CD 91786 USA.
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RESULTADOS

De las 50 aves que se incluyeron en el estudio, se realizé la extraccion de ADN a
150 6rganos (encéfalo, corazdén e higado) que fueron trabajados de manera
individual (Cuadro1). EI ADN obtenido se utilizé para la prueba de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) que amplifica un segmento de 279 pares de bases
del ITS1 de Neospora caninum utilizando los iniciadores PN1 y PN2. De las 50
aves, en 2 (4%) se detecto6 ADN de Neospora caninum. De los 150 o6rganos
evaluados, se encontr6 ADN de Neospora caninum en 2 encéfalos lo que

representa el 1.3% de las muestras examinadas (Figuras 1y 2).
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DISCUSION

La infeccion por Neospora caninum ha sido extensamente informada en
mamiferos principalmente en bovinos y perros, pero solo existen algunos informes
en aves domésticas y silvestres de los cuales la mayoria han sido infecciones
experimentales. En este estudio se trabajé con aves domésticas en semilibertad
encontrando el 4% de las aves positivas. Este porcentaje se considera bajo y es

similar a la frecuencia observada por Costa et al ?’

quien realizé un estudio
seroldgico en Brasil utilizando la prueba de inmunofluoresencia indirecta (IFAT) en
400 aves (Gallus gallus) de seis meses a dos afios de edad; de las cuales 200
eran aves comerciales criadas en confinamiento y 200 criadas en semilibertad,
encontrando 1.5% y 23.5% de aves positivas respectivamente. De 10 aves
seropositivas se realiz6 PCR y se detecté ADN de Neospora caninum en 6 aves.
Sin embargo, es dificil establecer un porcentaje debido a que solo se realizé PCR
de 10 aves y no establece si fueron aves confinadas o en semilibertad. La
frecuencia en la deteccidn de Neospora caninum también se ha estudiado en aves
silvestres en Espafia como lo hizo Darwich et al*’ quien obtuvo el encéfalo de 201
aves silvestres muertas y realiz6 PCR para detectar Neospora caninum y encontrd

ADN del parasito en el 1.5% (3/201) de los casos provenientes de 2 urracas (Pica

pica) y un ratonero comun (Buteo buteo).

Asimismo Gondim et al*®

capturd 293 gorriones de los cuales realizé PCR anidado
de 40 aves y 25% (10/40) resultaron positivas para la subfamilia Toxoplasmatinae.

Secuencio el producto de PCR y encontré que el 7.5% (3/40) coincide con
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Neospora caninum. Los resultados del presente estudio y los descritos en la
literatura, sugieren que la prevalencia de Neospora caninum en aves domésticas y
silvestres es baja y que tal vez no juegan un papel importante como huéspedes
intermediarios aunque al haber informes de aves infectadas naturalmente, no
pueden descartarse como un posible factor de riesgo. Sin embargo, es necesario
realizar otros estudios en aves en semilibertad que convivan con perros y vacas
que presenten abortos por neosporosis para poder evaluar de una mejor manera
la contribucién de las aves en el ciclo biolégico del parasito, esto debido a que en
este estudio no se conté con datos exactos de su procedencia y si tenian contacto

con perros y vacas.

También se han realizado pruebas seroldgicas para detectar aves expuestas a
Neospora caninum encontrando una alta seroprevalencia, como lo observado por

Costa?’ y Martins et. a./

quienes recolectaron el suero de 1324 aves criadas en
semilibertad provenientes del continente americano y los analizé mediante IFAT
encontrando anticuerpos contra Neospora caninum en el 39.5% de estas. La
mayor prevalencia se observd en Nicaragua con 83.6%. En México se
muestrearon 97 aves y el 18.5% fueron positivas sin embargo, los resultados de
estas pruebas solo demuestran que posiblemente el ave estuvo en contacto en
algun momento de su vida con el parasito pero no demuestran la presencia de
Neospora caninum en los tejidos como se si se demostré en el presente estudio.
Asimismo se ha demostrado que las aves pueden cursar con una infeccion

transitoria como lo describio Furuta et. al.?° al inocular pollitos de siete dias de

edad y a los quince dias post inoculacion, realizé la eutanasia encontrando altos
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titulos de anticuerpos contra Neospora caninum y detectd parasitos mediante
inmunohistoquimica en diversos tejidos, sin embargo, a los 60 dias post infeccion
encontré titulos negativos y observd ausencia de parasitos mediante
inmunohistoquimica por lo que se concluyé que las aves desarrollan una infeccién

transitoria.

En el presente estudio el ADN del parasito solo se identificd en el encéfalo. Esto
concuerda con lo informado en la literatura para otras aves.?' y demuestra que el

parasito tiene tropismo por el sistema nervioso central en todas las especies.

En las aves de este trabajo no se observaron lesiones macroscopicas pero existen
informes en los que se describe la presencia de quistes parasitarios de Neospora
caninum en la musculatura cervical y pericloacal en un Amazona aestiva y un Ara

chloropterus respectivamente.?*

Los resultados obtenidos en el presente demuestran bajo porcentaje de aves
infectadas con Neospora caninum como se comentd anteriormente y aunque son
aves en semilibertad, no se tienen datos que aseguren un contacto con perros y
vacas, sin embargo, los informes en la literatura sugieren fuertemente que las
aves son huéspedes intermediarios de este parasito ya que se ha logrado
transmitir el protozoario a los perros a través del consumo de membranas
corioalantoideas de embriones de pollo infectadas con Neospora caninum. Estos
perros eliminaron ooquistes a través de sus heces.?’ En estudios epidemioldgicos
realizados en Holanda, se describieron como factores de relevancia bioldgica

potencial en la transmision de neosporosis en el ganado, la presencia de perros y
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aves y se sugiere que las aves pueden jugar un papel como huéspedes
intermediarios y contagiar al perro si se alimenta con las mismas*' y en ltalia se
observo que la prevalencia de anticuerpos contra Neospora caninum es mayor en
bovinos que conviven con aves domesticas que en los que no conviven con

estas.*?
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CONCLUSION

En este estudio se trabajé con aves domésticas en semilibertad encontrando el
4% (2/150) de casos positivos a Neospora caninum partir de encéfalo lo que
concuerda con lo informado en la literatura para otras aves y demuestra que el
parasito tiene tropismo por el sistema nervioso también en las aves. Este
porcentaje se considera bajo lo que sugiere que las aves tal vez no juegan un
papel importante como huéspedes intermediarios aunque al haber informes de
aves infectadas naturalmente, no pueden descartarse como un posible factor de
riesgo. Sin embargo, es necesario realizar otros estudios en aves en semilibertad
que convivan con perros y vacas para poder evaluar de una mejor manera la
participacion de las aves en el ciclo biolégico del parasito, debido a que en este
estudio no se contd con datos exactos de su procedencia y si tenian contacto con

el huésped definitivo e intermediarios del parasito.
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Figura 1. PCR de gradiente para estandarizar el protocolo de PCR de
Neospora caninum utilizando 44°, 46° y 48°C con diferentes

concentraciones de magnesio (2, 2.5 y 3 mM).

MPM 44° [2mM 44°/2.5mM 44°/3mM 46° [2mM 46° /2.5mM  46° /[3mM  48° /2mM 48°9/2.5m 48°3mM
1Kb MgCI2 MgCI2 MgCI2 MgCi2 MgCI2 MgCI2 MgCi2 M MgCI2 MgCI2

MPM.-Marcador de peso molecular de 1 kilobase. Los iniciadores PN1 y PN2
amplifican un segmento de 279 pb aproximadamente del ITS-1.
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Figura 2. PCR utilizando los iniciadores PN1 y PN2 mostrando
amplificacion de 279 pares de bases de la regién ITS1 de Neospora

caninum en el encéfalo de dos aves.

WEN PER IDENTIFICACION DEL AVE: 26 |DENTIFICACION DEL AVE: 27  IDENTIFICACION DEL AVE: 28

1Kb
CcoO EN HI co EN HI co EN

MPM.-Marcador de peso molecular de 1 kilobase, +PCR.- Control positivo del PCR
utilizando DNA de vacuna de taquizoitos de Neospora caninum, HI.- Higado, CO.-
Corazon, EN.- Encéfalo.
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