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RESUMEN

Diferentes Aspectos de reconocimiento de antigenos de taquizooitos de Neospora
caninum en novillos, vacas y fetos abortados infectados por Neospora, fueron estudiados.

El modelo de reconocimiento de antigenos y la relaciéon entre los titulos de ELISA
(DO) Densidad optica y el No. De antigenos de Neospora detectados fueron evaluados
ademas, los antigenos de los taquizoitos envueltos en el desarrollo de la respuesta
inmune humoral desarrollada contra la infeccion en vacas normales y las vacas abortadas
fueron también caracterizadas en la 1ra y 2do tercio de gestacion.

La comparacion del reconocimiento de antigenos de taquizoitos fue obtenida de
fluidos toracicos y abdominales de fetos abortados y de sueros de vacas infectadas con
Neospora que tuvieron aborto.

La cinética de reconocimiento de antigenos de Neospora fue estudiada en vaquillas
infectadas y de fetos de vacas abortadas y no abortadas y durante la prefiez basada en
la frecuencia e intensidad de reconocimiento de 4 antigenos inmunodominantes- IDAS-
17- 18-35-37 y 60-62. Kda, se pudieron observar.

La correlacién encontrada entre los resultados del analisis del Western Blot. Y los
titulos de ELISA, fue ia misma en las vaquillas, vacas y los fetos abortados.

Se hace mencion especial el rol importante del IDA. Antigeno-17-18 Kda, que
podria jugar un rol importante en el diagnostico serologico de infecciones por Neospora en
ganado ya que fue intensamente detectado en el 100% de los animales analizados.

El reconocimiento y comparacion de los antigenos fue lievado acabo de sueros de
vacas abortadas de Neospora.

La infeccion de N. caninum en fetos abortados fue confirmada por la deteccién y
caracteristicas de las lesiones compatibles en cerebro por histopatologia, y por la
presencia de los tituios iguales o mas altos a los rangos de densidad 6ptica, (D.O). mayor
a 0.50. en las pruebas de ELISA. Con titulos iguales o superiores a los controles positivos
y negativos del kit de diagnostico, siguiendo los pasos y especificaciones del fabricante
IDEXX.



En las vacas abortadas la infeccion fue confirmada por la deteccidén de anticuerpos
especificos en el suero en titulos iguales o superiores de densidad Optica (D.0). a 0.50,
en ELISA.

Como controles se usaron fluidos y sueros de 10 fetos abortados debido a otras
causas de Neosporosis y el suero de 10 vacas negativas a infecciones de Neospora y sin
ninguna historia de fallas reproductivas en los uitimos 3 afos.

Las muestras de los sueros fueron (tomadas) colectadas mensualmente
desde 3 meses antes de la inseminacion hasta 3 meses después del parto.

Las muestras controles fueron usadas de 10 vacas serolégicamante negativas y de
ganado con historia sin ninguna falla de problemas reproductivas en los uitimos 3 afio.

(o]



INTRODUCCION

La Neosporosis es una enfermedad parasitaria producida por Neospora caninum un
protozoario perteneciente al Phylum apicomplexa, similar a Toxoplasma gondii peqo
diferente a éste |ultraestructural y antigénicamente, causando desérdenes
neuromusculares, paralisis severa y muerte en perros y abortos y morbilidad neonatal en
ganado bovino lechero y de carne, ovejas, cabras, caballos, venados, y en forma
experimental, se ha desarrollado en ratas, ratones, venados, gerbiles, ocasionando y
desarrollando un cuadro clinico severo de paralisis (Dubey y Lindsay., 1996).

Debido a la alta prevalencia en ganado bovino, N.caninum ha surgido como una
enfermedad seria causando abortos en bovinos y otros animales, y problemas
neurolégicos en perros en los ultimos 10 afos. y ahora la neosporosis se ha reconocido
como una enfermedad econdmicamente importante y con un considerable impacto en la
industria ganadera en varios paises (Dubey y Lindsay.,1996). La neosporosis ha emergido
como una enfermedad de impacto econémico, desde que se le asocié por primera vez
con un brote de abortos en 1987 en Nuevo México, USA. A partir de esa fecha, ha habido
reportes de abortos por Neospora en California y en casi toda ia Union Americana en
donde se ha confirmado a esta enfermedad como una fuente importante de abortos,
particularmente en ganado lechero. Infecciones a Neospora caninum son consideradas
como una causa significante de aborto y dafios en la produccion lechera y de carne
alrededor del mundo y otros animales domésticos en muchos paises. (Dubey et al., 1999).



ANTECEDENTES

La Neosporosis no es una nueva enfermedad. estudios retrospectivo hechos.
muestran que una severa enfermedad debido a N. caninum fue encontrada en un grupo
de perros en los Estados unidos de Norteamérica en 1957, pero fue mal diagnosticada y
confundida con Toxoplasma gondii. (Dubey et al., 1990).

Neospora caninum y Toxoplasma gondii son estructural, genética y antigenicamente
muy relacionados (McAllister et al.1996;Lindsay et al.1998). En estudios realizados
determinan que se requiere tomar una serie de precauciones al hacer generalizaciones
basadas sobre la biologia de 7. gondii y relacionarias con N.caninum, porque ambos
parasitos inducen biolégicamente distintas enfermedades; por ejemplo: 7. gondii no causa
una enfermedad clinica en ganado y la repeticion congénita por toxoplasmosis en
animales y otros roedores es rara. También se puede observar el estudio realizado por
(Dubey et al., 1998), que nos ilustra las diferencias del control inmunolégico de N.caninum
comparado con 7. gondii

En Estados Unidos en 1988, Neospora caninum fue aislado de una camada de
cachorros con problemas de desérdenes neuroldgicos y paralisis, por (Dubey et al. 1988.)
sin embargo, este mismo parasito habia sido encontrado por (Bjerkas et al., en 1984) en
perros de Noruega, pero fue confundido por 7oxoplasma gondii, estos dos investigadores
(Bjerkas y Dubey en 1992) compararon estructural y antigénicamente los parasitos
encontrados de perros de Noruega y Estados Unidos, previa preparacion de un aislado
de taquizoitos y un antisuero policlonal que fue usado en técnicas inmunohistoquimicas
(IFAT) en egjidos fijados en formalina y tratadas con peroxidasa, y llegaron a la conclusién
que ambos parasitos eran Neospora caninum.



CICLO BIOLOGICO DE Neospora canium

La biologia natural del parasito fue confirmada por (McAllister et al., 1988 y Lindsay et
al., 1999) cuando los occistos fueron encontrados en las heces de los perros que se
pudieron observar, confirmandose mas tarde que estos ultimos actuan como huésped
definitivo. (Lindsay, D. S., J. P. Dubey, et al. 1999).

Figg § Ldide oyoic of SAcosgpew e casinem

En el perro los signos clinicos de N. caminum pueden ser variados, y van desde
paresia, parélisis ascendente rigida con hiperextencion de miembros anteriores, Ataxia,
gliosis, retinitis, temblores musculares, fatiga, congestién pulmonar y dermatitis nodular

con atrofia muscular ( Dubey y Lindsay., 1996).

El valor econémico de la neosporosis ha sido determinado en estudios realizados,
determinando las perdidas econémicas de la reduccion en la produccion lechera y la de
fetos abortados y otros aspectos. (Thurmond, M.C; Hietala, S.K., 1997).



En bovinos diferentes métodos serolégicos han sido desarrollados para detectar

anticuerpos especificos (Atkinson et.al. 2000; Bjorkaman et.al. 1999).

La neosporosis bovina ha sido diagnosticada en ganado adulto y en los fetos
utilizando métodos directos para la deteccion del protozoario y sus quistes con técnicas
histopatologicas, coproparasitologia, imunchistoquimicas y moleculares por la técnica de
PCR. , e indirectas como las técnicas de IFAT. DAT. Western biot, El inmunoblot a sidc
usado como ayuda de otras pruebas serologicas que se han utilizado como herramiente
de rutina en muestreo de sueros de ganado. (Atkinson et.al., 2000), asi como varios
métodos de ELISA. (Wouda et.al., 1997., Jenkins et.al., 2002).

Los métodos seroldgicos utilizados para el inmunodiagndstico de la neosporosis
en sueros y fluidos fetales, con anticuerpo monoclonales y poli cldnales ademas de los
utilizados con antigenos inmunodominantes (IDAS) de los taquizoitos de N.caninum, har
sido discutidos en diferencia de interpretacion de acuerdo a sus valores obtenidos o valo
de corte (cut-off ). (Jenkins et.al. 2002)

Los taquizoitos y los quistes son las etapas que se han encontrado en los
hospederos intermediarios en forma intracelular, siendo los primeros 6 X 2 um los quiste:
son redondos y ovales, de aproximadamente 107 um, encontrandose en el sistemse
nervioso central, incluyendo la retina, los taquizoitos han sido valorados por servir comc
fuente antigénica en los métodos de diagnodstico de la neosporosis. (Dubey et al 1988
Dubey y Lindsay 1999).

N.caninum ha sido encontrado en tejidos de varios animales en ovejas (Dubey et al.
1990), cabras (Dubey et al., 1992, Barret et al., 1992,) y venados (Woods et al., 1994; Dubey e
a.,l 1996). Anticuerpos de N.caninum fueron encontrados en sueros de bufalos, coyotes
zorro rojo, y camellos, rinocerontes expuestos en forma natural, sugiriendo que estos
huéspedes podrian ser huéspedes intermediarios de Neospora caninum (Lindsay et al., 1996
Buxton et al., 1997, Dubey et al., 1998, Hilali et al., Huong et al., 1998).
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El cultivo in vitro ha facilitado el desarrollo de herramientas de diagndstico para la
deteccion de infecciones por Neospora y especialmente para discriminar neosporaosis de
otras enfermedades fuertemente relacionadas como toxoplasmosis y Sarcocystosis.

Las proteinas de superficie de todo parasito intracelular obligatorio son
consideradas a jugar un rol critico en la infeccién, estas proteinas podrian colectivamente
seriar un numero de funciones importantes porque estas representan la interaccion inicia
con la célula huésped (Naguleswaran, A. et al., 2001. Hemphill, A. 1996 ).

En los taquizoitos de N. caminum aproximadamente 6 moléculas de superficie har
sido identificadas y solo dos proteinas la NCSR52 y NCSA61 fueron clonadas
recientemente estas proteinas estan funcionalmente envueltas en la adhesion y en el
proceso de invasion, sin embargo el bajo peso molecular de las proteinas de los
taquizoitos cerca de 30 Kda pueden estimular in vitro la proliferacion de CD4+ células T
de becerros infectados experimentaimente con N.caninun, sugiriéndose el uso potencial de
estas proteinas en estudios para produccién de vacunas contra la neosporosis.
(Hemphill, A., B. Gotistein, y H. Kaufmann. 1996).

En ganado infectado naturalmente, proteinas con pesos moleculares (MW), de sus
siglas en inglés, de 25,65 y 116 kda han sido reportadas para reconocer sueros de vacas
abortadas confirmadas con Neospora y de fetos abortados (Baszler et al., 1999). y e
reconocimiento de tres o cuatro antigenos inmunodominantes de taquizoitos (IDAs), de
sus siglas en inglés. (17.29/30, 37 y 46 kda) por sueros de vacas infectadas naturalmente
ha sido consideradas para confirmacion de infeccion. (Schares et al., 1998.. Bjorkman )
Hemphill, 19998. howe et al., 1998. Schares, et al., 1999).

Sin embargo un Modelo comun de reconocimiento de antigenos en las principales
poblaciones de ganado a riesgo (fetos, vaquillas y vacas) todavia no ha sido bier
establecido, Ademas la asociaciéon entre ganado infectado y las fluctuaciones de

anticuerpos durante la prefiez y antigenos de Neospora envueltos no estan claramente
bien establecidos.
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PREVALENCIA DE NEOSPOROSIS EN BOVINO.

Neospora caninum afecta tanto al ganado lechero (Dubey y Lindsay 1996) como :
ganado de carne (Hoar et al., 1996; Waldner et. al., 1998). Y es considerada la may«¢

causa de abortos en ganado lechero en los Estados Unidos (4nderson, et al., 1995).

En los primeros reportes de (Barr, et.al., 1994). en California del 8 al 19% de todo
los fetos y bovinos enviados al laboratorio fueron diagnosticados por esta infeccion

segun la regién geogréfica y el 2.5 % de los abortos eran atribuibles a neosporosi
(Anderson, et al., 1991-1995).

Una serie de reportes de seroprevalencia en varios paises se encuentra
reportados como los realizados por:

Autor Pais Ano
Garcia, Vazquez, Z.et al., México 2002
Gennari, S. et al, Brasil 2002
Baszler, TVetal., USA 2003
Campero.et al, Argentina 1998
Magnino ltalia 1998
Fondevila Espana 1998

En estudios similares de prevalencia de Anticuerpos en Australia, Uruguay, Islanc
Falkland, ltalia, Japon , Kenya, Tanzania , Suecia , inglaterra, Bélgica Nueva Zelanda
Dinamarca, fueron entre un rango de 0% a 22% por ( IFAT ) con titulos de 1:50. (Trees
al., 1993, Bjorkman et al., 1994, Cringoli et al., 1996 ; Rasmussen y Jensen., 1996; Barber et al
1997 ; Sawada et al., 1998 ).



Un estudio de prevalencia de infeccion subclinica de neosporosis en una poblacién
de perros urbanos en Inglaterra fue realizado, obteniéndose 27 de 167 perros positivos
(16.6%) a Anticuerpos de Neospora caninum. (Trees et al., 1993), y en U.S.A 22% fueron
positivos de 229 perros y zorros grises examinados (Lindsay et al., 2001).

Con técnicas de IFAT con una dilucién de sueros a 1:50 la seroprevalencia fueron
9% de 45 perros en Australia; 20% de 414 perros en Uruguay, Sudamérica; 0.2% de 500
perros de Falkland, Island y O de 140 perros de Kenya (Barber et al., 1997).

Con técnicas de (IFAT) Pruebas de anticuerpos fluorescentes fueron reportados
anticuerpos anti-Neospora por  (Barber et al., 1997); en 11% de 300 perros de Bélgica el
22% de 200 perros de Nueva Zelanda (Raichel et al., 1998, y Cringgoli et al; 1996; y el 29 %
de 194 perros en ltalia

Una inusual presentacién de neosporosis clinica es la dermatitis, que es reportada
en perros adultos. (Dubey et al., 1998, 1995).

La observacion en estos casos es un severo parasitismo con un buen nimero de

taquizoitos presente en varios musculos y otros érganos.

Table 1. Estudios seleccionados de diagnostico de N. caninum asociados con abortos en ganado.

_ Pais No.de fetos examinados __Porcentaje infectado Referencia o
Argentina 240 124 Moore etal. (2002)
Australia 729 21.0 Boulton et al. (1995)
Brasii 45 39.1 Corbellini et ai. (2002)
Alemania 135 12.6 Sondgen et al. (2001)
Mexico 211 L Moraies et al. (2001)
Suiza 242 21.0 Sageretal. (2001)
Holanda 2,053 17 Wouda et al. (1997)

USA 266 425 Anderson et al. (1995)

(Dubey,J.P., 2003.)



IMPACTO ECONOMICO.

El impacto econémico depende de los costos indirectos del valor del feto perdidt
dependiendo el grado de avance de la gestacion, asistencia profesional. costos asociade
al diagnostico e inseminacion artificial, semen, incremento del tiempo de lactacion, baja di
la produccion lactea, costos de reempiazamiento de vacas abortadas (Thurmond y Hiatal
1996,1997), no hay datos confiables de las pérdidas econémicas debido a la neosporosi
en la industria del ganado en varias partes del mundo, solo un dato confiable e
California, en donde el 20 al 43% de todos los abortos en bovinos son debidos a neospor
son reportados por (Anderson et al., 1991, 1995); asi como el 15 a 20% en Holanda so
debido a Neospora reporta (Dubey et,al., 1996).

Las pérdidas econdmicas estimadas en California relacionadas con Neospora soi
aproximadamente cantidad aproximada de 35 millones de délares por afio, de acuerdo
(Pare J. Thurmond et al., -1998);, un aborto de media gestacion fue valorado en 600 a 100
ddlares solo en California de 1-2 millones de vacas lecheras aproximadamente, 400,00
abortos podrian deberse a neosporosis (Dubey J.P. 1999).

PATOGENESIS.

La neosporosis en el ganado se asocia con paralisis neonatal encéfalomielitis
aborto entre el tercero y noveno meses de gestacion, ocurre con mayor frecuencia entr
los meses quinto y sexto. (Dubey J.P. 1999); no se encuentran lesiones macroscopica
caracteristicas en fetos, placenta ni en neonatos y generaimente no existe retencié
placentaria, en becerro de 5 dias de nacido, mostré incapacidad para ponerse de pie, a |

necropsia presentaba despigmentacion bilateral especiaimente de la sustancia gris de
cerebro (Anderson et al 1991).

La momificacién de fetos ha sido un hallazgo clinico patolégico importante; si
embargo, ha sido dificil determinar la causa de esta momificacion ya que los tejidos st
encuentran muy autolizados en el estudio histopatolégico (Dubey J.P. 1992). El parasit

afecta principalmente al SNC, miocardio y musculo esqueiético. Otros 6rganos afectado

1



comunmente son el higado y el pulmén. Los érganos afectados con menor frecuencia
sen la piel, nddulos linfaticos, bazo, ojos y glandulas adrenales. Neospora caninum es un
patégeno intracelular, puede matar rapidamente las células del huésped como
consecuencia de multiplicacion activa de taquizoitos produciendo necrosis, inflamacion no

supurativa y granulomas en los tejidos afectados.

Los signos clinicos solo han sido reportados en forma individual en becerros jévenes de 2
meses de edad, el aborto es el Unico signo observado en vacas adultas, también se ha
observado vacas de diferentes edades que con abortos que van desde el tercer mes de
gestacion hasta el término de ésta. Siendo los abortos mas frecuentes los que ocurren
entre el quinto y sexto mes de gestacion, los fetos pueden morir en el Utero, reabsorbido,
momificado, autolizados, o nacen enfermos o nacen clinicamente normales pero
infectados crénicamente con N.caninum, ( Dubey., 1998).

Los becerros infectados con N.caninum pueden nacer bajos de peso y con signos
neuroldgicos con los miembros anteriores flexionados o hiperextendidos revelando al
examen neuroldgico, una severa ataxia, pérdida de reflejos, baja percepcion, exoftalmia y
se ha observado una apariencia asimétrica de los ojos. (Anderson et al., 1991).

MORFOLOGIA DE LOS TAQUIZOITOS

Los taquizoitos son ovalados o en forma de media lunay midende 3a7por1a5
micrometros, dependiendo dei estadio de divisién, éstos se dividen en 2 zooitos por
endodiogenia. (Bjerkas et al., 1989. Speer, C. A. y J. P. Dubey 1989).

Los quistes con bradizoitos tisulares con frecuencia no se rodean de reaccion
inflamatoria. La formacion de granulomas airededor de los quistes tisulares degenerados
sugiere la ruptura de algun quiste y la subsiguiente reaccion inflamatoria por parte del
huésped. El tiempo que permanecen los quistes en el SNC aun no se conoce. (Dubey J.P.
Lindsay. D.S., 1996).
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OBJETIVOS

Antigenos de Neospora caninum reconocidos en el suero de ganado infectado
naturaimente, fueron investigados con el propésitc de:

Confirmar si estos mismos antigenos (IDAs), se encuentran en los fluidos y
tejidos de los fetos abortados en el patrén de reaccion de reconocimiento al analisis del
Western blot

Comparar el modelo de reconocimiento de antigenos de taquizoitos de Neospora
por vaquillas, vacas y fetos abortados.

Investigar la relacion entre los titulos de ELISA y el reconocimiento de antigenos

de Neospora.
MATERIALES Y METODOS

Para determinar un perfil y establecer un modelo de reconacimiento de antigenos
inmunodominantes de taquizoitos de Neospora caninum en poblaciones de ganado &

riesgo, feto, vaquilla y vacas, de la Comarca lagunera, se llevd a cabo la siguiente
investigacion.

Muestreo de fetos abortados y no abortados y recolecta de sueros de vacas

El muestreo para la obtencién de fetos abortados y suero de vacas se realizé en
establos de la comarca lagunera, localizada en la parte sur del desierto de Chihuahua y
de una zona arida con afluencia de dos corrientes minimas por los rios Nazas y
Aguanaval, con precipitaciones pluviales de alrededor de 200mm anuales, concentrada en
30 dias de los meses de junio a octubre, con seis a siete meses de sequia definida con
precipitaciones pluviales menores a 7 mm al mes.



UBICACION

El presente trabajo se realizo en municipios de la Comarca Lagunera de Coahuila:
San Pedro, Francisco. i. Madero, Viesca, Matamoros y Torreén.

La Region Lagunera esta considerada como una zona agropecuaria e industrial
formada por las porciones suroeste del Estado de Coahuila y noroeste de Durango, cuya
extension es de 31,523.3 Km2, comprendiendo en el estado de Coahuila cinco
municipios: San pedro, Torredn Francisco. I. madero, Matamoros y Viesca y en el estado
de Durango Gémez Palacio, Lerdo, Mapimi, Tlahualilo de Zaragoza, y afade el municipio
de Nazas. Ademas sefala que ios municipios mas grandes son los de San Pedro con
99424 km2, Mapimi con 71.26.7 Km2 y Francisco | Madero con 4933.9 Km2
constituyendo un 69.8% del total de la Comarca Lagunera. Si embragd segin (SARH,
1985) considera en la Regién Lagunera. Quince municipios los que agrupa el Distrito de
riego No. 17., General Simén Bolivar, Gémez Palacio, Lerdo, Mapimi, Nazas, Raodeo, San
Juan de Guadalupe , San Luis del Cordero, San Pedro el Gallo, y Tlahualilo de Zaragoza
en el Estado de Durango y en Coahuila, Fco. I. Madero, Matamoros, San Pedro Torreén y
Viesca. (Cuadro (1).

CUADRO 1. Ubicacion geografica de los municipios de ia Regién Laguna (SARH, 1985).

MUNICIPIOS LONGITUD LATITUD
Fco. I. Madero 102°56° 103°44° 25°45° 26°56°
Matamoros 102°59° 103°23° 23°35° 37T
San Pedro de las Colonias 102°00° 103°34° 25°38%’ 26°56°
Torre6n 102°53° 103°34° 24°4%° 25°41°
Viesca 102°35° 103°19° 24°42 25938’
General Simén Bolivar 103°13°27” 24°41°19”
Goémez Palacio 103°29°00" 25°32°00™
Lerdo 103°31°19™ 25°32°46”
Mapimi 104°29°14™ 26°14°06>
Nazas 104°06°39™ 25°13°347
Rodeo 104°33°29” 25°10°50™
San Juan de Guadalupe 102°46°41” 24°37°56”
San Luis del Cordero 104°16°37” 25°25°66™
San Pedro del Gallo 104°17°33” 25933:5)"
Tlahualilo 103°26°26"" 26°06°42""




La Comarca Lagunera se encuentra dentro de una Regién Hidrolégica identificada
con el namero RH-36 (Figura 1.)
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Para la realizacion del estudio se tomaron siguientes muestras de:
20 fluidos cerebroespinal, toracicos y abdominales de fetos abortados.
10 sueros de vacas abortadas con serologia positiva a Neospora, que fueron confirmadas
por ia presencia de anticuerpos especificos de Neospora en los sueros por la técnica de
ELISA, de acuerdo a la utilizada por el Laboratorio IDEXX.

Las infecciones de los fetos de bovinos abortados fueron pre examinadas por
técnicas inmunohistoquimicas técnica segin (Dubey,J.P. et al., 1997. y Lindsay, D:S. y Dubey,
J.P. 1989); la deteccion de caracteristicas o lesiones compatibles en cerebro y otros
érganos a Neospora fue por histopatologia, técnica segln, (Wouda, 1997 Lindsay, D:S. y
Dubey, J.P. 1997).

Un grupo de 10 sueros y de fluidos de fetos abortados debido a otras causas de
Neosporosis, sirvieron como controles.
10 sueros de vacas positivas a infecciones por Neospora y con historial de fallas
reproductivas en los uitimos tres afios fueron usados como grupo control positivo.
Como control Negativo se utilizaron 10 sueros negativos a Neospora de vaca que
no hayan tenido fallas reproductivas ni antecedentes de abortos en ios ultimos 3 afios.
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En todos los casos después de la recuperacion de los sueros y los fluidos fetales
fueron previamente analizados para la deteccion de anticuerpos especificos de Neospora
por técnicas de ELISA y Western Blot. Pasando a ser almacenados a crié preservacion
en alicuotas a —20 °C, hasta su uso correspondiente siguiendo los procedimientos, segun
(Bjerkas y Dubey., 1994).

Se obtuvieron los datos directamente de la base de datos computarizada de los

establos para registrar el comportamiento reproductivo de las vacas.

20 fluidos 10 sueros de vacas 10 sueros de 10 sueros |
cerebroespinal y vaquiiias controf de otras
otros drganos de enfermedades
fetos abortados
10 sueros controles | 10 sueros controles (-) | Determinacion Determinacion
(+) positivos negativos de antigenos en de antigenos en

base a su peso base a su peso

molecular molecular

20 vaquillas 20 vacas

20 vacas abortadas

No abortadas 20 vaquillas
TECNICA DE ELISA

El procedimiento basico para la demostracion de anticuerpos IgG fue usando en el

Kit inmunoiogico del laboratorio IDEXX.

Fue evaluado siguiendo un método de andlisis de regresion.

Y de acuerdo al protocolo del Kit comercial de anticuerpos anti-Nospora, finalmente se

determinaron los valores predictivos.




PROCEDIMIENTO

El ensayo inmunoenzimatico fue usado para detectar anticuerpos contra Neospor
caninum Siguiendo los pasos que especifica el fabricante IDEXX.

Las micro placas fueron sensibilizadas con el antigeno inactivado de Neospoi
canium.

Las muestras de suero fueron muestreadas por duplicacion en una dilucion final ¢
1:10 e incubadas a 90 minutos y a una temperatura ambiental del laboratorio después ¢
la incubacion, las placas fueron lavadas tres veces con tween.

Los pozos de las placas fueron sensibilizadas con 200 mi. de conjugado ar
ruminal IgG diluido de 1:200 en la dilucién del kit. e incubada a una temperatura d
laboratorio por 90 minutos finaimente después del lavado de placas, la reaccién fu
revelada conla adicién de 200ml con la solucién del cromégeno.

La densidad optica fue leida 10 minutos después de la adicién del cromoger
usando un espectrofotdbmetro a 405 MN manoémetros los duplicados de las dilucione
Opticas fueron promediados y la densidad 6ptica del control positivo y las muestras fuerc
corregidas en la substraccién de la densidad dptica del control negativo.

Los resuitados fueron expresados en porcentajes usados por la siguiente formula:

DO de muestras --—--—--DO control negativo
Por 100%

DO control positivo-—--DO control negativo.

Basado en los resultados obtenidos los sueros fueron considerados negativos co

valores menores al 40% y 50% y positivos mayor del 50% de acuerdo a los valore
positivos por el fabricante.



Valores predictivos:

La sensibilidad y la especificidad son dados por el fabricante y que son
considerados valores de 97.5y 95.1%.

La técnica de electroféresis de geles de poliacrilamida fue la misma realizada
(laemmli., 1970); en 12.5%.

SDS_ PGE y Western Blot

Cultivo de taquizoitos de Neospora caninum y preparacién de antigeno

El aislado de la cepa NC-1 fue donado por el DR J. P. Dubey y fue mantenido in
Vitro por continuos pasajes en culitivo de células Vero. El cultivo infectado fue mantenido
por minummun essential médium (MEM) sumplementado con L-Glutamina, Penicilina,
estreptomicina y 2% de suero de cabalio de acuerdo al método utilizado (Lindsay y Dubey,
1989).

Los taquizoitos fueron purificados por filtracion utilizando filtros de 5 um.

El purificado el N.Caninum se lavo en (PBS) frio estéril con un pH (7.2). Y
centrifugado a 600 X g por 10 minutos.

Se realizo la resuspension de taquizoitos en PBS a su concentracién final de aprox.
.107 taquizoitos por mi. y se guardaron hasta su uso.

Para obtencion de las proteinas solubles de N.Caninum el contenido de taquizoitos
fue almacenado en viales a —80°C hasta su uso.

Para la purificacién fue concentrada a (2x109) y se resuspendido en 1 ml. de
10mM-tris-HCL, conteniendo 2 mM de fenilmetilsulfonil fiuor, y con tratamiento de
ultrasonido en bafio de hielo y centrifugado a 10,000 x g por 2 minutos a 4°C. La
determinacion de la proteina fue utilizando el micro Bca.Prot. Assay.Method (Smith ef al.,

1985). Las proteinas purificadas fueron alicuoteadas y crio conservadas a —20°C
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Las proteinas de N. caninum (2 mg/ml) fueron en igual volumen a la muestra en un
buffer de 4%. (v/v) B-mercapto etanol y 2% (w/v) de SDS poniéndose a hervir por 5
minutos. Después de la realizacion de las muestras se determinaron los valores
predictivos.

Proteinas Standard de bajo peso molecular (MW) fueron sometidas a comparacion
con las bandas de los diferentes antigenos reconocidos.

Las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa para la técnica de
Western blot.

Se realizaron lavados en un Buffer Tris Fosfato al 0.05% tween-20 (TBS-T).

Se encubaron toda ia noche con solucion de bioqueo con (TBS-T) con 3% (W/V) de
seroalbumina bovina.

Se realizd un segundo lavado con TBS-T.

Incubacién con sueros y fluidos fetales diluidos 1:100 y 1.50, respectivamente con
solucion de bloqueo por 1 horas a 37°C.

3 lavados con TBS-T por 10 minutos cada uno.

Las membranas de nitrocelulosas fueron expuestas a un anticuerpo monocionai de
ratén antibovino IgG1 e IgG2 (1:200).

Conjugado por peroxidasa y se incubo a 1 hora a 37°C.

Lavado con TBS-T.

Revelado de bandas con 4-cioro-1-napthol-como substrato.

Como alternativa se puede indicar conjugado de conejo anti IgG bovino con
peroxidasa para comparar los antigenos inmunoindependientes reconocidos.
(Dubey, j.p., 1999).



ANALISIS DE DATOS:

Para las vacas abortadas y fetos abortados, las proteinas de taquizoitos de
Neospora fueron clasificadas de acuerdo a los reconocimientos de frecuencia e intensidad
en el analisis de Western Blot.

Para investigar las diferencias de intensidad 3 categorias fueron utilizadas: baja,
media y alta, dandolo un valor numérico a cada categoria (1, 2y 3). No de IDAs.

La frecuencia e intensidad de reconocimiento fue analizada en cada grupo.

La relacién entre ELISA y el reconocimiento de antigenos de Neospora en el
analisis de Western Biot fue estudiada en las vacas y fetos.

Los valores de intensidad y frecuencia por animal fueron evaluados por un andlisis
estadistico.

Los porcentajes de fetos y vacas y el reconocimiento de cada banda de proteinas
fueron comparados aplicando un andiisis de tabia de contingencia

U-Test fue empleado para checar la homogeneidad de los diferentes grupos
Los calculos se hicieron usando el stat-view v.4.0

RESULTADOS

E!l reconocimiento de antigenos inmunodominantes de taquizoitos de Neospora
caninum en vacas y fetos abortados, fue estudiado y valorado

La frecuencia e intensidad de antigenos de taquizoitos de Neospora caninum en
vacas y fetos abortados se puede apreciar en ia tabia I.

El reconocimiento de los antigenos fue similar en vacas y fetos (Fig. 1), y no se
encontraron diferencia significativa entre el numero total de antigenos reconocidos por
cada grupo V = 905; P = 0.05>. Cuando se utilizaron dos anticuerpos secundarios
diferentes no hubo diferencia significativa pero se pudo apreciar a los antigenos menores
0 no inmunodominantes.
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En la banda de los controles negativos de fluidos fetales y sueros de vacas usados
no se observo nada de marcaje de antigenos de Neospora.

En ambos casos cuatro bandas comunes de antigenos inmunodominantes (IDAs)
fueron seleccionadas tomadas en cuenta Ia frecuencia de aparicion y la intensidad de
reconocimiento, siendo estos los siguientes antigenos inmunodominates (IDAs), 17-18,
34-35, 37 y 60-62 Kda, respectivamente.

Otro resultado o rango importante de ambos grupos fue el intenso reconocimiento
de los Ag.(iDAs). De 17 y 18 kda. por el 100% de los animales.

Ninguna diferencia significativa en el total del numero de IDAs detectado en ambos
grupos fue encontrado.

Las proteinas de 17-18 kda. Junto con la de 34-35 kda. Y 37 kda. Fueron
reconocidas por el 75% de los fetos abortados mientras que en el 94% de vacas
abortadas siempre se detecto las bandas de proteinas de 17-18 y 60-62 kda en forma

simuitanea y el 76 % de las vacas abortadas reconocieron las bandas de las proteinas 17-
18, 34-35 y 60-62 kda.



Tabla 1

. iwcuencia (%) e intensidad de reconocimiento de antigenos de taquizooitos de Neospora
de Vacas y fetos abortados en la Comarca Lagunera.

MW(Kda) IDAs (frecuencia (a) / intensidad (b)  (frecuencia)a de Antigenos Menores

Fetos Vacas Fetos Vacas

it 9 11
57 18 11
60-62 20/+ 15/++

55-57 17 13
53 15 14
5147 0 15
41 17 16
37 15/++ 13/++ 0 9
35-34 15/++ 17/++
30 0 21
28 20 18
24 0 21
17-18 100/+++ 100/+++

a).- frecuencia ede reconocimiento es expresado en porcentajes de animales detectando los diferentes
antigenos de Neospora

b.-La intensidad de reconocimiento es expresado por-- (1)+ baja intensidad de reconocimiento (2)++,
media intensidad de reconocimiento (3) +++alta intensidad de reconocimiento.

MW peso molecular,

(IDAs), antigenos inmunodominantes.



(Fig. 1) Reconocimiento de Antigenos inmunodominante (IDAs) de Taquizoitos de Neospora
caninum en fetos y vacas Abortadas de la Comarca Lagunera
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(Fig. 2)Relacioén entre titulos de ELISA y Reconocimiento de Antigenos de

Taquizoitos de Neospora caninum
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DISCUSION

Un total de 12 antigenos de taquizoitos de Neospora en el rango de 14- 94
kilodaltones (Kd), fueron reconocidos por anticuerpos IgG de vacas y fetos abortados
por Neospora caninum.

En la mayoria de los casos un modelo similar de reconocimiento de antigenos en la
muestra de sueros de vacas abortadas fue observado con alta frecuencia e intensidad
esto quizés pueda deberse a la madurez del sistema inmunolégico y la exposicion previa
de diferentes antigenos incluyendo a las diferentes especies de protozoarios relacionados
filogenéticamente como Ias especies de coccidianos.

El diagnostico serologico de Nesporosis presenta varias limitaciones la edad fetal
y el tiempo comprendido entre Ia infeccién y el aborto, estos factores son importantes a
considerar en la interpretacién de la serologia fetal. (Wouda .w, y Dubey J.P. 1997)

Con menos diferencia se observa en el reconocimiento de antigenos menores entre
las vacas y fluidos de los sueros esto podria atribuirse a la individualidad propia del
huésped y a las variaciones del parasito. (Bjerkas et.al, 1994).

Una buena correlacién entre los titulos de Elisa y el numero de antigenos
reconocidos por las vacas y fetos abortados fue encontrado en el presente trabajo
mientras que de acuerdo a (Baszler et. al., 1996). el modelo de reconocimiento encontrado
en el inmumobiot fué variable y no fué relacionado a los titulos de (D.0O) densidad éptica
en la prueba de Elisa.

Por ofro lado los fetos abortados en el tercer tercio de gestacién mostraron
lecturas mas altas de densidad Optica y reconocieron a un mayor numero de antigenos de
Neospora caninum comparados con los fetos abortados en el segundo trimestre de
gestacion esto podria deberse al desarrollo del sistema inmune en el feto por no ser
iInmunocompetentes en esa edad.

Si los fetos pueden controlar Ia infeccién después del segundo mes de prefiez,
cuando ei desarrolio del sistema inmune todavia no esta bien completo, una elevacion de
titulos de anticuerpos ocurre, por otra cuestion los primeros antigenos son los (IDAs) y
Acuando los tituios de anticuerpos comienzan a incrementarse estos (iDAs) son
reconocidos junto con otros antigenos menores.



Se han obtenido resultados similares por (Cazabonne et.al., 1994). Cuando el primer
IgG anticuerpo limito a los antigenos mayores y los anticuerpos que aparecen después
revelaron otros antigenos menores a una intensidad mas débil.

Basados en la frecuencia e intensidad de reconocimiento, cuatro IDAs antigenos
inmunodominantes 17-18, 34-35, 37 y 60-62 Kda. Proteinas de taquizoitos fueron
identificadas por vacas y fetos abortados en el presente trabajo.

La identificacion de cuatro IDAs de 17, 29-30 y37 Kda. De suero de diferentes
especies animales incluyendo ganado han sido previamente descritos por (Bjerkas, et.ai:
1994); y mas reciente otros grupos han considerado un grupo de antigenos de 16-17,
29-30, 37 y 46 Kda. (Schares et.al., 1998; Atkinson et.al., 2000). IDAs de Neospora caninum
para ganado sin embargo, Baszler, et.al., 1996 encontré solo antigenos de 2565 y 116
Kda por todas las muestras de suero de vaca infectada por Neospora.

Nuestros resultados confirman la importancia de las proteinas 17,18 y 37 KDA
como antigenos inmunodominantes importantes en el inmunodiagndstico.

Sugerimos de acuerdo a nuestros resultados la relevancia de otros dos antigenos
de N.canunum de 37-35 y 60-62 kda, como IDAs.

El antigeno de 17 kda. Aparece ser el IDA mas importante por antigenos de vacas
y fetos abortados por Neospora, que fue reconocido con una alta intensidad por todas las
muestras positivas examinadas.

Por el contrario (Azkinson et.al., 2000), considero las proteinas de 29-30 y 37 kda.
Como los antigenos mas comunes (Bjerkas, et.al., 1994); encontré sélo el antigeno a la
proteina 17 solo con titulos de baja densidad 6ptica en ELISA y IFAT.

Estas diferencias de reconocimiento de antigenos observada por varios autores
podria ser principalmente debidas a las diferentes condiciones del desarrollo del
Inmunoblot y el origen de las muestras.

Una proteina con peso molecular (MW.), en el rango de 17-18 kda, también fue
reportado por otros autores (Barta and Dubey., 1992. Bjerkas et.al., 1999. Bjorkman et.al. 1994:;
Schares et.al., 1999; Atkinson et.al., 2000) y se considera pertenecer a un IDA de taquizoito
de Neospora. (Bjerkas et.al., 1994; Bjorkman et.al., 1994).
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Se describe también la existencia de un nuevo IDA de 60-62 Kda. estas bandas
fueron significativamente menos reconocidas por las muestras de suero y fluidos fetales
que las muestras de suero de ganado adulto.

SUGERENCIAS

Se sugiere hacer una relacién entre las fluctuaciones cuantitativas y cualitativas de
anticuerpos a través de toda Ia prefiez y los cambios en el reconocimiento de antigenos
€n un grupo de vacas abortadas y no abortadas infectadas por Neospora.

Asi como el aumento en los titulos de densidad Optica relacionados al tiempo del
aborto de acuerdo a (Quintanilla- Gonzalo et.al, 2000), en la que correlaciono e
reconocimiento con alta intensidad de varios antigenos con bajo peso molecular ya que al
contrario el patrén de reconocimiento de esta proteina permanece inalterado en vacas
cronicamente infectadas que no abortaron asi como detectar ia fase responsable para ia
infeccién aguda v la fase responsable para la infeccidn latente ya que los cambios en la
intensidad de reconocimiento de esta proteina podrian relacionarse con una infeccién
aguda o una reactivacién de una infeccién crénica.

El antigeno de 17.8 kda. Ha sido sugerido como un posible bianco para el sistema
inmune del huésped durante |as infecciones crénicas y esta proteina podria ser un buen
marcador de diagnostico de una Neosporosis crénica 6 activa de los animales infectados.



CONCLUSIONES

Un comin modelo de reconocimiento de antigenos de taquizoitos de Neospora
caninum fue establecido en dos poblaciones de bovinos infectados naturalmente con
perspectivas del mejoramiento del serodiagnéstico. Cuando fue comparado el Western
Blot con Ia técnica de ELISA , la intensidad y frecuencia de reconocimiento de antigenos
dependié principalmente de los titulos de densidad optica en ELISA en relacion a los
antigenos involucrados en la fluctuacion de anticuerpos en toda la prefiez se sugiere
analizar esta en estudios con vacas infectadas abortadas y vacas no abortadas debido a
los resultados de la gran intensidad de reconocimiento de un antigeno de 17-18 Kda, por
ganado abortado, se sugiere el valor del posible diagnéstico del antigeno 17-18-Kda y el
nuevo descrito de 60-62 Kda, que se consideran junto con el antigeno de 34-35 Kdayy el
de 37kda como Antigenos inmunodominantes (IDAs ) de taquizoitos de Neospora.
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