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RESUMEN

Neospora caninum y Toxoplasma gondii son parasitos del phylum apicomplexa,
considerados entre los principales problemas reproductivos en ovinos. El objetivo de
este estudio fue analizar la epidemiologia de la infeccion por N. caninum y T. gondii en
ovejas reproductoras del centro occidente de México, mediante la identificacion de
anticuerpos especificos, el hallazgo de ADN de los parasitos en sangre, asi como
estimar los factores asociados a la seropositividad. Se colectaron 184 muestras de
suero y sangre de ovejas en etapa reproductiva las cuales fueron analizadas mediante
pruebas de ELISA y PCR, respectivamente, y la asociacion entre la seroprevalencia
y algunos factores de manejo fueron estimados por medio de un analisis de regresion
logistica. Para N. caninum se detectd una seroprevalencia de 15.22%, mientras que
con PCR se observo el 14.13% (26/184); se tuvieron animales positivos en el 75% de
las granjas. Se identificaron como factores de riesgo a la infeccién por N. caninum a
las variables de historial de abortos (OR1.5), mal manejo de desechos (OR 8.4) y
presencia de roedores (OR 1.3). En el caso de T. gondi, se encontr6 una
seroprevalencia de 61.96%, y se identificaron anticuerpos en todas las granjas
incluidas en el estudio; no se identificaron muestras positivas para T. gondii mediante
la prueba de PCR. Los principales factores de riesgo identificados para T. gondii
fueron: condiciones pobres de higiene (OR 12.5), presencia de gatos (OR 9.5),
presencia de otros animales de granja (OR 5.7), granja en entorno urbano (OR 9.5),y
agua de suministro publico (OR 5.3). Por lo anterior, se considera que N. caninumy T.
gondii son parasitos de importancia en la zona de estudio, al observar que T. gondii
presenta una seroprevalencia elevada, mientras que N. canimun fue menor, pero
considerable. Ambas enfermedades se asocian con pérdidas reproductivas. Los
factores de riesgo identificados pueden ser Utiles para el personal responsable de las
unidades de produccion, con la finalidad de reducir la exposicion a estos parasitos y

los dafios provocados a la salud publica y veterinaria.
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ABSTRACT

Neospora caninum and Toxoplasma gondii are parasites of the phylum
apicomplexa, considered among the main reproductive problems in sheep. The
objective of this study was to analyze the epidemiology of N. caninum and T. gondi
infection in breeding sheep from central western Mexico by identifying specific
antibodies, finding parasite DNA in blood, and estimating factors associated with
seropositivity. A total of 184 serum and blood samples were collected from breeding
ewes and analyzed by ELISA and PCR tests, respectively, and the association between
seroprevalence and some management factors were estimated by logistic regression
analysis. A seroprevalence of 15.22% was detected for N. caninum, while PCR was
observed in 14.13% (26/184); positive animals were found in 75% of the farms. The
following variables were identified as risk factors for N. caninum infection: history of
abortions (OR 1.5), poor waste management (OR 8.4) and presence of rodents (OR
1.3). In the case of T. gondii, a seroprevalence of 61.96% was found, and antibodies
were identified in all farms included in the study; no T. gondii positive samples were
identified by PCR test. The main risk factors identified for T. gondii were: poor hygienic
conditions (OR 12.5), presence of cats (OR 9.5), presence of other farm animals (OR
5.7), farm in urban environment (OR 9.5), and public water supply (OR 5.3). Therefore,
it is considered that N. caninum and T. gondii are important parasites in the study area,
since T. gondii has a high seroprevalence, while N. canimun was lower, but
considerable. Both diseases are associated with reproductive losses. The risk factors
identified can be useful for the personnel responsible for the production units, with the
purpose of reducing exposure to these parasites and the damage caused to public and

veterinary health.
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I. INTRODUCCION

La produccion agricola y de productos animales, se sustenta en la agricultura y la
ganaderia. La relacion territorial y temporal entre estas dos formas de produccién ha
variado a lo largo de la historia y de las distintas regiones del planeta y su balance ha
sido el motor del desarrollo econémico, social y cultural desde hace cuando menos
10,000 afos (Guevara y Lira, 2011). La actividad pecuaria en nuestro pais es de gran
importancia, tanto por su participacion en la economia, como por la poblacién que en
ella se desempefia. Asimismo, el elevado porcentaje del territorio nacional dedicado a
la actividad ganadera, estimado en 56%, denota claramente el potencial productivo de

la nacion (Duran y col., 2001).

La produccion ovina en México se realiza bajo sistemas de pastoreo tradicionales.
Se clasifican e identifican de acuerdo a la regidon que pertenecen. Region norte,
desarrolla la produccion con ovinos de lana y carne en sistemas tecnificados; Region
centro, producen en sistemas con cruzas de ovinos Suffolk o Hampshire y razas de
pelo. Regién sur y sureste se desarrollan en sistemas con caracteristicas tropicales
con razas de pelo como Pelibuey y Black Belly, aunque en la actualidad se han
introducido en los rebafios razas especializadas en produccion de carne como Dorper

y Katahdin (Hernandez y col., 2017).

Se realizé en el afio 2011, un analisis del desarrollo de nuevas tecnologias e
investigaciones asociadas a la produccién ovina en México donde es evidente que este
sistema de produccion pecuaria se encuentra alejado de las necesidades reales de la
produccion, ya que se han enfocado en desarrollar alternativas enfocadas a los
productores que cuentan con sistemas de produccion intensivos y recursos
econdémicos que permiten adaptar estos avances, sin atender las necesidades del
resto de los ovinocultores de bajos recursos, ademas las personas involucradas en el

sistema ovino asi como los investigadores, técnicos y areas gubernamentales, pocos



han identificado el requerimiento de integracién para lograr estrategias que impacten
en el mejoramiento de la producciéon de carne de ovino (Mondragon y Jaime, 2011).
Por lo tanto, es de suma importancia comenzar con acciones que nos lleven a
fortalecer la sanidad de los rebafios ovinos mediante el diagnéstico de enfermedades

destacando las enfermedades parasitarias.

Es importante sefialar la presencia de protozoarios como N. caninumy T. gondii los
cuales, son causa de grandes pérdidas dentro de las unidades de produccion, debido
principalmente a los problemas reproductivos que estos generan. En el caso de N.
caninum, (Dubey y Schares, 2011), lo describen como un parasito protozoario del
phylum apicomplexa que presenta similitudes morfolégicas con T. gondii, es capaz de
infectar animales domésticos y salvajes, entre los que se incluyen caninos, estos
altimos considerados como hospederos definitivos. Asociado a la infeccién y
problemas causados por N. caninum, se deben tomar en cuenta cuales son los
factores de riesgo asociados, ya que estos pueden ser diversos, al considerar algunos
criterios como la ubicacion de la zona, el manejo del sistema y la presencia del

hospedero definitivo sean domésticos o salvajes, propios o ajenos.

Por su parte la toxoplasmosis es una enfermedad que afecta un gran niamero de
especies donde se incluye el humano, por lo que es considerada como una
enfermedad zoondtica, especificamente en los ovinos, se relaciona con abortos,
mortalidad de corderos y desecho de animales, los que genera un impacto importante

en la economia de los productores dedicados a esta actividad (Dubey y col., 2020).

En México existen algunos reportes en los que se a identificado la presencia de N.
caninum (Castafieda—Hernandez y col., 2014; Romo-Gallegos y col., 2019) y T. gondii
en ovinos (Hernandez—Cortazar y col., 2015; Suazo Cortez y col., 2019) sin embargo,
en la actualidad no existen reportes que mencionen la epidemiologia de ambos
parasitos en seis de los municipios del estado de Jalisco que se han caracterizado por

el desarrollo del sistemas ovino, por lo que los resultados del presente estudio nos



brinda un panorama amplio sobre la epidemiologia de ambas enfermedades en la

unidades de produccion, ademas de identificar los principales factores de riesgo.



II. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Determinar la prevalencia y factores de riesgo asociados a la infecciéon por N.

caninum y T. gondii., en ovinos de seis municipios del estado de Jalisco, México

2.2 Objetivos Especificos

Determinar la seroprevalencia de anticuerpos anti N. caninumy T. gondii., mediante
la técnica de ELISA

Determinar la prevalencia de N. caninum, y T. gondii.,, en sangre, mediante

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Asociar la prevalencia y seroprevalencia con los factores de riesgo identificados

mediante regresion logistica



. HIPOTESIS

Los factores de riesgo presentes en rebafios ovinos estan asociados a la presencia
simultanea de las infecciones por N. caninum, y T. gondii., en seis municipios del

estado de Jalisco.



IV. ESTADO DEL ARTE

4.1 Generalidades de los Protozoarios

La antigiedad de los protozoarios se ha identificado debido a la presencia de
restos duros de radiolarios y foraminiferos en los suelos precambricos. Gran namero
de los organismos flagelados pertenecen a la subclase fitomastiginos, los cuales posen
células al interior de una matriz comdn donde se observa la combinacién fisiolégica
entre estos individuos. Algunos ejemplares se asocian mediante filamentos
protoplasmaticos, y en volvox muestran diferencias con las células vegetativas y
reproductoras. Esto muestra similitud s a la formacion de tejidos y a la separacion en

células sométicas y germinativas en los Metazoos.

Existe una gran diversidad de protozoarios que son considerados de vida libre, En
varias ocasiones, estos pueden llegar a vivir dentro de otros animales o ejemplares de
mayor tamafo, esto puede indicar la forma en la que se pudieron desarrollar las
primeras especies de parasitos a partir de organismos de vida libre. Existen diversos
microorganismos flagelados que tienen clorofila, debido a su anatomia y fisiologia
muestran similitud con algas, lo cual sugiere un origen en comdn entre plantas y
animales. Los mastigoforos se pueden considerar como el grupo con mayor
antigiiedad, por el contrario, los ciliados se consideran como mas especializados
mientras que los esporozoos tienen una forma mucho méas simple, esto se puede
asociar al estilo de vida Unicamente parasitaria. La mayoria de los protozoarios son
especimenes pequefios que pueden llegar a medir alguna micras (u) la cual es igual a
1/1000 de milimetro. Algunos ejemplares miden de 2 a 3 p de longitud. Un grupo de
alrededor de 12 individuos de Babesia (esporozoo) puede habitar al interior de un
glébulo rojo, y varias centenas de Leishmania (flagelados) de manera interna en una
sola célula. La mayoria de los individuos de estos grupos miden menos de 250 p de
sin embargo algunos como Spirostomun (ciliado) puede llegar a crecer 3 mm, mientras

que Porospora gigantea (esporozoo) se estima puede alcanzar los 16 mm. (Alvarez,



2006). De los protozoos que actualmente tienen mayor impacto econémico se pueden

mencionar son los siguientes:

4.2 Neospora caninum

Es un parasito del género apicomplexa intracelular obligado con un ciclo de vida
heteroxeno complejo en el que el perro doméstico y otros canidos actian como
huéspedes definitivos y diferentes animales silvestres y productivos, que actian como
hospedadores intermedios naturales (Dalla Rosa y col., 2011; Regidor y col., 2014;
Sloan y col., 2017). Este parasito es considerado actualmente como uno de los
factores causantes de aborto en bovinos a nivel mundial, lo que resulta en grandes
pérdidas econémicas. Los animales que llegan a término pueden nacer débiles o
clinicamente saludables, pero persistentemente infectados (Jiménez y col., 2017).
Ademas de los casos de neosporosis en bovinos, también se han reportado
infecciones en caballos, ovejas, cabras ciervos y otros animales silvestres incluso
mamiferos marinos (Dubey y col., 2017). Por lo tanto, se considera un problema de
salud veterinaria que tiene un impacto econémico en la produccién ganadera a través
de pérdidas en la produccion (Mahittikorn y col., 2017). N. caninum es uno de los
patégenos transplacentarios mas efectivos. La invasion y proliferacion de parasitos en
los tejidos placentarios y la diseminacién al feto son eventos cruciales en el resultado
de las infecciones causadas por este protozoario (Horcajo y col., 2017). Este parasito
tiene un ciclo de vida heteroxeno para el desarrollo de etapas sexuales y asexuales
(Figura 1). Las etapas de taquizoitos de replicacion rapida se diseminan dentro del
huésped y son responsables de la fase aguda de infeccidn, los bradizoitos que residen
dentro de los quistes tisulares, se replican lentamente y son responsables de la
persistencia del parasito en el ganado, mientras que los esporozoitos estan contenidos
dentro del oquiste, que es la estructura responsable de la supervivencia en el medio y
la transmisién horizontal entre un huésped definitivo e intermediario. El huésped

definitivo arroja oquistes no esporulados que sufren de esporogonia para volverse



infectivos. Cuando son ingeridos por el huésped intermediario, los esporozoitos se
liberan y transforman en taquizoitos, que pueden proliferar y diseminarse a diversos
organos. Esta fase concluye cuando el huésped desarrolla respuesta inmune
provocando la conversion de taquizoitos en bradizoitos de proliferacion lenta que se
desarrollan dentro de quistes tisulares, generalmente confinados al tejido nervioso y al
musculo esquelético donde se establece la fase persistente de la infeccion (Marugan,
2017).

ooquiste sin
esporular en heces

ingestion/carnivorismo

taquizoitos tejidos con quistes
* hospedero i ediario
,) ==
ooquistes en agua,
hospadaros alimento o suelo 47 .,
/ g
feto infectado intermediarios f— ( N
?~ - - , /| ingerido por Al
! R Y hospederos L
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\ - ooquiste
5 esporulado
agua y alimento
contaminado

Figura 1. Ciclo biolégico N. caninum (Dubey y col., 2017)



4.3 Toxoplasma gondii

La toxoplasmosis es considerada una enfermedad zoonoética causada por un
protozoario intracelular conocido como Toxoplasma gondii. Este es un parasito con
posibilidades de encontrarse por la mayor parte del planeta, por lo que es posible
afectar a un gran niumero de animales de sangre caliente incluido el hombre. (Sanz,
2010).

El ciclo biolégico de T. gondii (Figura 2) es de vital importancia para poder entender
la vida de este organismo y el dafio que puede causar en la salud publica y veterinaria.
Como huéspedes definitivos, necesarios para cumplir con su ciclo de vida,
encontramos felinos domésticos y salvajes. Posterior a la infeccion, el hospedero libera
ooquistes en el ambiente por medio de las excretas. Después de ser ingeridos los
ooquistes por el hospedero intermediario, se desarrolla en el interior de este la fase
aguda también conocida como taquizoito, la cual se caracteriza por ser agresiva y de
replicacion acelerada en el interior de las vacuolas o de células nucleadas. Por su parte
el hospedero desarrolla una fase para la contencion del parasito denominada
bradizoito o fase crénica la cual se caracteriza por estar al interior de quistes ubicados
en el cuerpo del hospedero intermediario. Los quistes tisulares pueden durar por
periodos de meses o0 afios posterior a la infeccién considerandose como una fuente
importante para la continuacion del ciclo de vida del parasito en huespedes definitivos
e intermediarios (Primrose, 2014; Mogollon, 2016; Rizzo y col., 2017) mencionan entre
los principales padecimientos provocados por T. gondii en ovinos se encuentran
trastornos reproductivos como el aborto, momificacién fetal, reabsorcién embrionaria

y en el caso de los corderos que llegan a término estos nacen débiles.
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Figura 2. Ciclo biolégico de T. gondii (Sandoval y col., 2017)
4.4 Epidemiologia

En la actualidad existen reportes alrededor del mundo que sefialan la presencia de
N. canimum y T. gondii., en animales silvestres y productivos. Stelzer y col., (2019)
mencionan la existencia de mas de 200 articulos en diversos paises antes del afio
2010 en donde se describe la infeccion por T. gondii, ademas de identificar varios
factores de riesgo, sobresaliendo algunos como la presencia del hospedero definitivo,

edad, genero, sistema de produccion, geografia, clima, entre otros.
A pesar de que se conoce el impacto que pueden provocar estas parasitosis en los

animales productivos, en muchos paises se desconoce las pérdidas econémicas que

pueden llegar a provocar. (Freyre y col., 1999), realizan una publicacién en la que se
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analizan las pérdidas generadas por la toxoplasmosis en los rebafios ovinos, logrando
estimar entre 14,000 y 40,000 fetos abortados, calculado que cada aborto costaba a
los productores entre 10 a 12 dolares, lo cual genera un total que oscila entre 1.4 a
4.68 millones de dolares. Por otra parte, Bennet y col., (2005) analizan los costos
asociados a perdidas y tratamiento asociado a toxoplasmosis en Gran Bretafia,
determinando valores de 12 a 18 millones de libras por cuestiones de perdidas
relacionadas con abortos y problemas reproductivos, ademas de un millén de libras en
tratamiento de problemas reproductivos relacionados a T. gondii. Con relacion a costos
directos e indirectos, (Perry y Randolph, 1999) mencionan la optimizacion en el manejo
del rebafio, tratamiento de animales enfermos, control, monitoreo y diagndstico,
sacrificio de animales infectados, reduccién en el rendimiento de leche, altas perdidas
en animales infectados, reduccion de la fertilidad y abortos, periodos prolongados de

engorda, debilidad y malformacion.

En el Cuadro 1 se presenta una revision detallada sobre la prevalencia asociada a
N. caninum y T. gondii en varios paises, detallando el tamafio de muestra, la especie
evaluada, la técnica de diagndstico, prevalencia, asi como autor y afio de la
publicaciéon. Mientras que en el Cuadro 2 se puede apreciar una revision de reportes
realizados en nuestro pais en diversos estados de la republica en donde se realiz6

diagnéstico en animales domeésticos y salvajes.
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Cuadro 1. Epidemiologia de N.caninum y T. gondii., en el mundo

Tamano Especie
Pais de : Protozoario Técnica Prevalencia Autor
animal
muestra

Brasil 64 Ovino T. gondi IFI 4.69% Moraes y col., 2011

Brasil 64 Ovino T. gondi IFI 18.75% Moraes y col., 2011
Nueva 2224 Ovino T. gondii MAT 85% Dempster y col., 2011
Zelanda

Caribe 305 Ovino T. gondi ELISA 48-89% Hamilton y col., 2014
China 600 Ovino T. gondii ELISA e IFI 21.33% Liu y col., 2015
Tlnez 204 Ovino T. gondi MAT 40.2% Lamhar y col., 2015
China 600  Ovino  9ONdI+N- b ich e i 6.50% Liuy col., 2015
caninum

China 600 Ovino N. caninum ELISA e IFI 10.33% Liu y col., 2015

Italia 502 Ovino T. gondi IFI 96.6% Gazzonis y col., 2015

Brasil 80 Ovino T. gondii PCR 15.00% Portella 'y col., 2016

Brasil 300 Ovino T. gondi IFI 41.30% Tafner y col., 2016

Brasil 80 Ovino N. caninum PCR 0.00% Portella 'y col., 2016
Etiopia 1360 Ovino T. gondii ELISA 33.7% Tilahun y col., 2018
Egipto 398 Ovino T. gondii ELISA 4.1-26%  Al-Kappany y col., 2018

Brasil 300 Ovino N. caninum IFI 19.30% Tafnery col., 2016

Iran 450 Ovino T. gondi ELISA 33.62% lzadyar y col., 2019

Estonia 1599 Ovino T. gondii ELISA 41.71% Tagel y col., 2019

Brasil 932 Ovino N. caninum IFI 12.45% Mendoca y col., 2019
Senegal 278 Ovino T. gondii MAT 60.1% Dahourou'y col., 2019
Senegal 174 Ovino N. caninum ELISA 41.9% Dahourou y col., 2019
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Cuadro 2. Epidemiologia de N.caninum y T. gondii., en México

Tamano Especie
Estado de b Protozoario Técnica Prevalencia Autor
animal
muestra
. N Cruz-Véazquezy
0
Morelos 702 Ovino T. gondi IFI 37.9% col., 1992
Aguascalientes 324 Ovino N. caninum ELISAy PCR 25% Castag%cﬁy col.,
Veracruz 402 Cerdo T. gondi MAT 45.30% Alvarggiz col.,
Yucatan 104 Ovino T. gondi ELISA 42.30% Hemaggiiy col.,
Durango 239 Asno N. hughesi ELISA 0.80% Alvargg%y col.,
Veracruz 144 Bufalode " aninum ELISA 24.3% Romero-Salas y
agua col., 2017
Aguascalientes 71 Bovino N. caninum ELISAy PCR 41%/44% MEd(':no?'Ezsopféza y
Tamaulipas 186 Bovino N. caninum ELISA 11.9% Rab(;g:o-é:oalséro y
Jalisco 368 Ovino N. caninum ELISAy PCR 13.5%/27% Romoy col., 2019
Sureste de Felinos . 0 Gomez y col.,
México 42 salvajes T. gondii ELISA 100% 2019
Yucatan 4 Mamiferos T. gondii PCR 75% Torres y col., 2019
salvajes
Veracruz 414 Ovino T. gondi ELISA 35.90%  Suazoy col., 2020
Puebla, Zarate-Martinez
Tabasco, 422 Bovino N. caninum ELISA 24% y
col., 2020
Veracruz
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V. MATERIALES Y METODOS
5.1 Lugar de estudio

La presente investigacion se realizO en el estado de Jalisco, considerando seis
municipios, segun informacién del gobierno del estado 2019, presentan las siguientes
caracteristicas:

La Barca

Ubicado al este del estado. Su ubicacién geogréfica va de los 20°15'30” a los
20°26’45” latitud norte y entre 102°20°40” a 102°21°20” longitud oeste, con una altitud
de 1,530 metros sobre el nivel del mar. El clima del municipio se considera semiseco con
invierno y primavera secos, y semicalidos sin cambio térmico definido. La temperatura
media anual es de 19. 7° C., y tiene una precipitacion media anual de 862.7 milimetros
con régimen de lluvias en los meses de junio a octubre. Los vientos dominantes son en

direccién este, oeste y sur. El promedio de dias con heladas al afio es de 6.6.
Ixtlahuacén del Rio

Se ubica en la parte central del estado de Jalisco, a 50 kilbmetros de la capital
Guadalajara, su ubicacion geografica se encuentra entre los 20° 42°40” y 21° 05
23 ’latitud Norte y 103° 6309 a 103° 22" 35" de longitud Oeste. El clima es semiseco
con invierno y primavera seca y semicalida, con invierno benigno. La temperatura media
anual es de 19°c cuenta con una precipitacion media anual de 855.2 milimetros con
régimen de lluvias durante los meses de junio, julio y agosto. Los vientos dominantes

son en direccioén norte. El promedio de dias con heladas al afio es de 30.
Tepatitlan de Morelos

Su ubicacion con respecto al, estado es al centro y segun la region al sureste, en las
coordenadas geograficas 20° 54' 50" y los 21° 01' 30" con latitud norte y 102° 33' 10" a
1021 56' 15" de longitud oeste con una altitud de 1,800 metros sobre el nivel del mar. El
clima del municipio es semiseco con invierno y primavera secos, y semicalidos con
invierno benigno. La temperatura media anual es de 19° C, y tiene una precipitacion

media anual de 874.7 milimetros con régimen de lluvia en los meses de junio, julio y
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agosto. Los vientos dominantes son de direccidon sureste. ElI promedio de dias con

heladas al afo es de 9.5.
Tlajomulco de Zadiga

El municipio se encuentra en la parte media de la region centro del estado de jalisco,
en la ubicacion geografica 20° 28’ latitud norte y 103° 27’ longitud oeste, a una altitud de
1,575 metros sobre el nivel del mar. El clima del municipio es semiseco con invierno y
primavera secos, y semicalidos sin estacion invernal definida. La temperatura media
anual es de 19. 7° C, y tiene una precipitacion media anual de 821.9 milimetros. Los
vientos dominantes son de direccién norte. El promedio de dias con heladas al afio es de
4.3.

Yahualica de Gonzalez Gallo

Yahualica se ubica en la region centro norte del estado de Jalisco, entre las
coordenadas geograficas 20°59°00” latitud norte y 103°48’30” longitud oeste, con una
altitud de 1,750 metros sobre el nivel del mar. El clima del municipio es semiseco con
otofio, invierno y primavera secos y semicalidos sin estacion invernal definida. Su
temperatura media anual es de 18.3° C y tiene una precipitacion media anual de 693.1
milimetros con régimen de lluvia durante los meses de junio, julio, agosto y noviembre.
Los vientos dominantes son en direccidn oeste. El promedio de dias con heladas al afio
es de 10.

Zapopan

El municipio se ubica en la parte centro del estado, en las coordenadas 20°25°30” a
20°57°00” latitud norte y 103°19°30” a 103°39'20” longitud oeste, a una altitud de 1,548
metros sobre el nivel del mar. El clima del municipio es templado, semiseco con invierno
y primavera secos, y semicalidos con invierno benigno. Al norte y sur, es semiseco con
invierno y primavera secos, y semicalido. temperatura media anual es de 23. 5° C, y tiene
una precipitacion media anual de 906.1 milimetros con régimen de lluvia en los meses de
junio a octubre. Los vientos dominantes son con direccion este, el promedio de dias con

heladas al afio es de 5.12.
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5.2 Disefio del estudio

Es un estudio epidemiologico de tipo observacional, lo que permite describir las
caracteristicas de individuos con respecto a la presencia o ausencia del factor de
exposicion o enfermedad de manera simultdnea en un momento dado (Jaramillo y
Martinez, 2010). En este proyecto se considerd para la muestra, hembras adultas en

etapa reproductiva.

5.3 Seleccién de unidades de produccién

La seleccion de las unidades de produccién se realizé bajo los siguientes criterios de
inclusion:
1) Que la unidad de produccion se localice dentro de la zona de estudio.
2) Que se dediquen a la produccion de ovinos con pie de cria.
3) Que los productores permitan las facilidades para la toma de muestras y monitoreo de
los animales.
4) Que se tengan la presencia de los hospederos definitivos.
La toma de muestras se realiz6 en seis municipios del estado de Jalisco, los cuales,
segun la division politica y administrativa, tres se localizan en la region centro, dos en la
region Altos Sur y uno en la regiéon Ciénega. El nUmero de muestras se determind
asignando criterios de inclusion segun el muestreo descrito por Etikan y Alkassim (Etikan
y Alkassim., 2016). (Cuadro 3)
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Cuadro 3. Tamafo de muestra por municipio
Tamafno de muestra

Municipio UpP* Muestras colectadas
Ixtlahuacan del Rio 2 24
La Barca 1 12
Tepatitlan de Morelos 1 23
Tlajomulco de Zuaiiga 2 28
Yahualica de Gonzélez Gallo 1 18
Zapopan 1 19
Sumatoria 8 184
Tamafo de muestra 8 184

*Unidad de produccién

5.4 Toma de muestras de sangre

Se realiz6 mediante puncién en la vena yugular con tubos Vacutainer nuevos,
obteniendo dos muestras, la primera de ellas en tubo con anticoagulante EDTA y la
segunda sin este para la extraccion de suero. En el laboratorio las muestras sin
anticoagulante fueron centrifugadas a 1000 x g durante 10 minutos para la separacién
del suero, este se colocé en tubos Eppendorf de 1.5 ml almacenados junto a la segunda
muestra que fue usada para el diagndéstico mediante PCR. Todo se almacené a— 20 °C
hasta su uso.

Al realizar la visita para la toma de muestras se aplicO una encuesta al productor o
responsable del rebafio con la finalidad de obtener informacion y datos sobre el manejo

general de la unidad de produccion, e identificar posibles factores de riesgo.

5.5 Prueba de ELISA

Las muestras de suero fueron sometidas a una prueba de ELISA indirecta, para
identificar anticuerpos IgG contra N. caninum usando el kit comercial IDEXX Neospora
Ab Test (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, Maine), con una especificidad de 98.8%
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y sensibilidad del 98.6%, siguiendo las recomendaciones del fabricante, el suero se diluyo
1:100, las lecturas de las placas se realizaron a una densidad Optica de 650 nm,
considerando un punto de corte de 0.5. Los casos positivos y negativos se determinaron
mediante el software xChekPlus de IDEXX Laboratories. La seroprevalencia de T. gondii
se determind mediante el kit comercial IDEXX Toxotest Ab Test (IDEXX Laboratories,
Inc., Westbrook, Maine), que cuenta con 100% de especificidad y 98.9 de sensibilidad,
fueron seguidas las recomendaciones del fabricante, diluyendo los sueros 1:400, la
lectura de placa se realiz6 con una densidad Optica de 450 nm y punto de corte de 0.3.
La determinacion de casos positivos y negativos se realizd mediante el software
xChekPlus de IDEXX Laboratories.

5.6 Prueba PCR

Para la extraccion de DNA gendmico, de las muestras de sangre, se utilizé un kit
comercial (Quick-DNA/RNA Blood Tube Kit, Zymo Research Corporation), siguiendo las
recomendaciones del fabricante, posteriormente se verificd la concentracion de DNA en
un espectrofotdmetro Nanodrop. Las pruebas de PCR se realizaron agregando 5 pL de

muestra a una concentracion de 2 ug de DNA.

La deteccion de N. caninum se realiz6 con los primers Np6 plus y Np21(Cuadro 4.)
Muller y col., (1996) incluidos controles positivos y negativos. El control positivo se obtuvo
a partir de un fragmento sintético del gen Nc5 de N. caninum que incluyé las secuencias
Np6 y Np21 plus. El protocolo de amplificacion se desarroll6 bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacién inicial durante 2 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos
durante 60 segundos a 95°C, alineacion durante 60 segundos a 60°C; con una extension
final de 2 minutos a 72°C (Muller y col., 1996). Los productos amplificados, se visualizaron
en un gel de agarosa al 2% tefidos con Gel Red, se agregé un marcador de peso
molecular para determinar el tamafio de las amplificaciones. Las muestras se

consideraron como positivas al observar un producto amplificado de 337 pares de bases.
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Para el diagnostico de T. gondii se usaron los primers TOX4 y TOX5 (Cuadro 4.)
(Homan y col., 2000), asi como control negativos y positivo que se obtuvo a partir de un
fragmento sintético del gen B1 de T. gondii que incluyé las secuencias TOX4 y TOX5

plus.

Fueron aplicadas las siguientes condiciones de amplificacion: desnaturalizacion inicial
durante 2 minutos a 95°C, seguida de 35 ciclos durante 60 segundos a 94°C, alineacién
durante 60 segundos a 65°C, extension por 60 segundos a 72°C; con una extension final
de 10 minutos a 72°C (Homan y col., 2000). Las amplificaciones se observaron en un gel
de agarosa al 2% tefiidos con Gel Red, se agregdé un marcador de peso molecular para
determinar el tamafio de los productos. Las muestras se consideraron como positivas al
observar un producto amplificado de 529 pares de bases.

Cuadro 4. Secuencias usadas para diagndstico mediante PCR

. ) ) ) Producto
Protozoario Region Secuencia del primer N
amplificado
Toxoplasma gondii Bl F:.CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG 200
Homan et al., 2000 R: CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT P
Neospora caninum Nc5 F: CCCAGTGCGTCCAATCCTGTAAC 337h
p

Muller et al., 1996 R: CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCT

5.6 Analisis de resultados

Con los resultados obtenidos en la técnica de ELISA, se determiné la seroprevalencia.
La informacién recopilada de la encuesta se vacié en un una base de datos la cual fue
analizada mediante el paquete estadistico STATA, donde se realiz6 un analisis de
regresion logistica y se calculd la razén de momios (OR) para la identificacion de los
principales factores de riesgo con una significancia del 95% de confianza. En el caso de
los resultados de PCR se determiné la prevalencia al identificar el total de individuos

positivos y negativos incluidos en el estudio.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Seleccién de unidades de produccién

Se colectaron 184 muestras de sangre de ovinos en edad reproductiva, distribuidos
en seis municipios del estado de Jalisco, México. Los municipios, unidades de produccion
y cantidad de animales muestreados por municipio se observan el Cuadro 5.

Cuadro 5. Muestras colectadas por municipio

Tamanio de muestra

Municipio UP* Muestras colectadas
Ixtlahuacan del Rio 2 24
La Barca 1 72
Tepatitlan de Morelos 1 23
Tlajomulco de Zufiga 2 28
Yahualica de Gonzalez Gallo 1 18
Zapopan 1 19
Sumatoria 8 184
Tamafio de muestra 8 184

*Unidad de produccién

6.2 Andlisis de la informacién de encuestas

Posterior a la aplicacién de la encuesta a productores o responsables de la unidad de
produccion, se capturo la informacion en una hoja de calculo con el objetivo de llevar a
cabo el andlisis de datos, y determinar los aspectos de mayor relevancia, e impacto que

se describen posteriormente:
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6.2.1 Numero de ovinos por rancho

Se considero¢ el total de individuos enfocados en el aspecto productivo, lo cual incluye
sementales, hembras de remplazo y en servicio, se observa que se presentan variaciones
entre poblaciones de las unidades de produccion incluidas en el estudio que van de los

17 a 280 individuos, como se aprecia en la Figura 4.
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Figura 4. Poblacion de ovinos reproductores por unidad de produccién

6.2.2 Principales razas

Se observé las principales razas con las que cuentan las unidades de produccién
consideradas en el estudio, (Figura 5) destaca la raza Katahadin, presente en cinco
unidades productivas, seguida de Dorper y cruzas de diversas razas, también se
identificé la presencia de las razas Pelibuey y Pelifolk. Es importante sefialar que en

cuatro de las unidades productivas cuentan con mas de una raza de animales.
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Figura 5. Razas ovinas

6.2.3 Sistema Productivo

Se identificé que el manejo de los animales se realiza en tres diferentes sistemas,
intensivo, extensivo y mixto (Figura 6). Se observo que el sistema intensivo es aplicado
en uno de los sitios bajo estudio, esto debido a la presencia de otras especies productivas
en los terrenos del rancho. El sistema extensivo se lleva a cabo en tres areas productivas,

mientras que el sistema mixto es aplicado en tres.
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Figura 6. Manejo del sistema de produccion
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6.2.4 Machos y hembras reproductoras

Se observo que el total de machos reproductores se relaciona con las hembras en
etapa productiva (Figura 7 y 8). En dos unidades se tienen Unicamente un macho
reproductor, con un nimero de hembras que va de 16 a 30. En el caso del rancho
CIAMAT, a pesar de tener un numero reducido de hembras, cuentan con dos machos
reproductores, ya que se divide el rebafio en dos grupos, con el objetivo de evitar
endogamia. La unidad de produccién con el mayor nimero de machos reproductores fue

de cuatro individuos que llegan a cubrir una poblacién de 276 hembras mediante monta
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Figura 7. Sementales por rancho
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Figura 8. Hembras reproductoras

6.2.5 Sistema de remplazo

En relacién con el sistema de remplazo manejado por los productores ovinos de las
areas de estudio, se identificé que en todos los ranchos se maneja la monta directa, los
sementales pastorean junto con las hembras, y en el caso del sistema de produccién
intensivo, el semental se encuentra todo el tiempo en el corral junto con las hembras, se
menciona que tienen preferencia por este sistema de remplazo ya que lo consideran mas

sencillo que la inseminacion artificial.

6.2.6 Presencia de abortos
Uno de los puntos importantes que se considerd, fue la identificacién de abortos o de
mortalidad en corderos, de la cual se refiere que, en un periodo de dos afios, todas las

unidades de produccién incluidas en el estudio llegaron a presentar este tipo de pérdidas.

6.2.7 Frecuencia de abortos
Como complemento a la presencia de abortos, se manejé un rango en el que se
clasificaron las unidades de produccién, que considerade 1 a 3,4 a 6 y mas de 6. Los

resultados se pueden apreciar de manera grafica en la Figura 9.
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Figura 9. Rango frecuencia de abortos

6.2.8 Tipo de hembra que present6 aborto

Otro de los puntos que se tomod en cuenta fue el tipo de hembra en la que se presenté
el aborto, de primer parto o mas de un parto (Figura 10) dando como resultado que en
cinco unidades de produccion la mayoria de los casos se dieron en primerizas y en 3 la

mayor frecuencia se dio en multiparas.
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Figura 10. Tipo de hembra en la que se presentdo mayor frecuencia de abortos
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6.2.9 Diagnastico clinico

De las unidades de produccion consideradas en el proyecto, en ninguna toman
muestras a los fetos abortados ni a las hembras que presentaron el problema, con el
objetivo de llevar a cabo examenes de laboratorio, para determinar las posibles causas

de aborto, asi como las diversas asociaciones que se pueden presentar.

6.2.10 Manejo de abortos y desechos

Un dato importante es el manejo que se le da a los abortos, corderos muertos y
animales en general, de los cuales se identificaron cuatro diferentes formas de manejo
(Figura 11.) estos fueron: se tiran, se entierran, se incineran y otros, cabe sefialar que en
el asignado como otros mencioné que se lo comen los perros. De los tres ranchos en los
cuales mencionaron que los animales se tiran, en dos de ellos lo hacen en el monte o
barranco debido a la ubicacion de los predios y en el restante los llevan a una fosa donde
los animales se tiran junto algunos otros animales productivos como bovinos, cerdos,
aves o conejos (Figura 12). De los tres que expresaron que entierran la mortalidad, cada
uno lo hace a diferente profundidad que va de los 30 a 50 centimetros. (Figura 13)
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Figura 11. Manejo de abortos y desechos
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Figura 12. Destino de la mortalidad que se tira

0.6 -

Unidades de Produccion

0.2 -

40a50cm 30a40cm 30a50cm

Figura 13. Profundidad a la que se entierran abortos y desechos

6.2.11 Alimentacion

La alimentacion de los ovinos consiste en pasto, concentrado y rastrojo con maiz,
realizando combinaciones y en algunos casos manejando solo un tipo de alimento (Figura
14). En cuatro ranchos la alimentacién que se da es pasto y concentrado, en uno se
ofrece pasto, concentrado y rastrojo con maiz en dos unidades se alimentan de pasto y

rastrojo y solamente una se alimentan unicamente de pasto.
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Figura 14. Alimentacién de los ovinos

6.2.12 Animales de compafiia propios

Uno de los criterios de interés que se tomo en cuenta fue la presencia de animales de
comparniia propios, principalmente perros y gatos, (Figura 15.) encontrando que de ocho
ranchos solo uno no cuenta con animales de compafiia propios al interior del predio,

mientras que, en dos, Unicamente tienen perros y en cinco la dupla perros y gatos.

6 -

Unidades de Produccion
w

Perros Perros + gatos No hay

Figura 15. Animales de compaiiia propios en el predio
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6.2.13 Animales externos

En todos los ranchos mencionaron que ingresan animales ajenos a la propiedad,
domésticos o salvajes. los principales son perros, gatos, coyotes, venados, pumas y
roedores (ratas, ratones y ardillas) destacando por una mayor presencia gatos y roedores
(Figura 16.)

Unidades de Produccion
N w S (6] (o)) ~ (o] (e}
1

0

Perros Gatos Coyotes  Venados Pumas Roedores

Figura 16. Principales animales externos que entran al predio

6.2.14 Contacto de otros animales con los abortos

De los animales externos que llegan a las instalaciones se pregunté si alguno de estos
llega a tener contacto con los abortos, placentas o desechos en general, se observa que
en siete de los ranchos encuestados se da el contacto con abortos o desechos y solo en
un rancho no se ha observado este tipo de contacto. Los animales que tuvieron mayor
contacto fueron los perros en siete zonas de muestreo, seguido de gatos en 5, coyotes
en dos y roedores en dos, cabe sefialar que estos ultimos logran el contacto cuando los

ovinos se encuentran en los corrales (Figura 17).
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Figura 17. Contacto de animales con abortos y recién nacidos

6.2.15 Otras unidades y sistemas productivos

De los ocho puntos seleccionados para muestreo cuatro de estos mencionan que
estan cerca de otras unidades de produccion ovina. Todos expresaron que hay presencia
de otros sistemas de produccién, se observaron, bovinos, porcinos, aves y conejos
(Figura 18.)

Unidades de Produccion
D

. .
0

Bovinos Porcinos Aves Conejos

Figura 18. Animales productivos en el interior de la unidad de produccién
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6.2.16 Contacto con otros animales productivos

Existen ranchos en los cuales los ovinos llegan a tener contacto o conviven con otros
animales productivos, esto se presenta en siete de ocho sitios, los animales con los que
se tiene contacto son bovinos y aves. En dos sitios, el contacto se da con bovinos, en

uno con aves y en 4 bovinos y aves (Figura 19.)

4.5 -
4 -

Unidades de Produccion
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Bovinos Bovinos + aves Aves

Figura 19. Contacto de ovinos con otros animales productivos

6.3 Pruebas de Elisa
Se realizaron 184 pruebas de ELISA para N. caninum y T. gondii utilizando kits

comerciales siguiendo las indicaciones y recomendaciones del fabricante Figura 20.
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Figura 20. Kits comerciales de ELISA y procesamiento de muestras

6.3.1 Seroprevalencia Neospora caninum

El diagnostico de seroprevalencia para N. caninum se realiz6 mediante el analisis de
dos placas del kit de ELISA, considerando controles positivo y negativo. Los porcentajes
de prevalencias obtenidas se muestran en el Cuadro 6. Donde se consider6é la
prevalencia general de la enfermedad en los seis municipios en estudio donde se obtuvo
15.22% (28/184), y posteriormente se analizé de manera individual por municipio
iniciando con Ixtlahuacan que se observa una seroprevalencia de 29.17% (7/24), La
Barca 13.89% (10/72), Tepatitthin 13.04 (3/23), Tlajomulco sin casos reportados,
Yahualica 16.67% (3/18), y Zapopan con 26.32% (5/19). Al comparar estos datos con lo
reportado por Ferreira y col., (2016), se observa que detectaron una seroprevalencia de
8.55%, inferior a lo que aqui se reporta, sin embargo, se observa que existe una variacion
entre las granjas incluidas en el estudio reportando valores desde 33.3% a 0%, esto
coincide con lo que se observa en el Cuadro 6. Donde los valores oscilan entre 29.17%
y 0%. Sin embargo, al analizar los valores reportados por Sun y col., (2019), existe una
coincidencia, ya que reportan 16% de animales positivos a la enfermedad. En contraste,
se observa una gran diferencia entre lo mostrado en el presente, comparado con los
resultados obtenidos por Dahourou y col., (2019) que reportan una seroprevalencia de
41.9%. Se debe considerar que diversos factores pueden afectar la seroprevalencia

reportada, entre estos podemos considerar las condiciones y caracteristicas climéaticas
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de las areas de estudio, asi como los sistemas de manejo y los factores de riesgo que
pueden influir en la presencia o ausencia de la enfermedad, al analizar el estudio de
Romo-Gallegos y col., (2019) realizado en la region altos norte del estado de Jalisco,
identificaron que existe una coincidencia plena entre los datos de seroprevalencia, ya que
ambos casos se obtuvo una seroprevalencia de 15.2 %, es importante sefialar que
aunque se tenga coincidencia entre ambos estudios, se debe de considerar cuales
variables pueden influir en la presencia de la enfermedad, ya que se puede ver
involucrado desde la raza del animal, edad y sistemas de manejo, hasta el tipo de

alimentacion que reciben.

Cuadro 6. Seroprevalencia general y por municipio de N. caninum

N. caninum
Municipio Positivos Negativos Total Prevalencia (%) Positivos /Total
Ixtlahuacan del Rio 7 17 24 29.17 7124
La Barca 10 62 72 13.89 10/72
Tepatitlan de Morelos 3 20 23 13.04 3/23
Tlajomulco de Zudiga 0 28 28 0.00 0
Yahualica de
Gonzélez Gallo 3 15 18 16.67 3/18
Zapopan 5 14 19 26.32 5/19
Prevalencia General 28 156 184 15.22 28/184

6.3.2 Seroprevalencia Toxoplasma gondii

Una vez realizadas las pruebas mediante la técnica de ELISA con los resultados
obtenidos se procedié a la determinacién de los animales positivos y negativos a la
enfermedad, al contabilizarlos se pudo determinar la prevalencia en porcentaje como se
puede observar en el Cuadro 7. Los datos fueron ordenados tomando en cuenta los
animales muestreados por municipio con una prevalencia general de 61.96% (114/184).
Por municipio encontramos en Ixtlahuacan 58.33% (14/24) para La Barca 45.83%
(33/72), Tepatitlan de Morelos 95.65% (22/23) siendo este el municipio con el porcentaje
de prevalencia mas elevado hasta el momento, en Tlajomulco se determiné 82.14%
(23/28), Yahualica 61.11% (11/18) y por ultimo en Zapopan los valores fueron de 57.89%
(11/19). En el estado de Jalisco, Cruz-Vazquez y col.,, (2020), reportan una

seroprevalencia de 17.8%, la cual difiere con los datos aqui mostrados, a pesar de que
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el estudio se realiza en el mismo estado, con respecto a la distribucion del parasito en los
diferentes sitios de muestreo, se tiene coincidencia en identificar animales positivos en
todas las granjas seleccionadas. En el estado de Jalisco, son pocos los trabajos que
mencionan la presencia de T. gondii en borregos, sin embargo, en otros estados de la
republica se ha identificado la seroprevalencia en rebafios, tal es el caso de lo descrito
por Suazo-Cortez y col., (2020), donde obtuvieron una seroprevalencia de 35.90% en
rebafios ovinos del estado de Veracruz, debido a estos valores, la consideran como una
enfermedad comun en el estado, y se tiene coincidencia en la presencia de este
protozoario en todas las areas donde se colectaron muestras. Ali y col., (2021), realizaron
un estudio en diversas especies productivas, en el caso de los ovinos, identificaron una
seroprevalencia del 49% considerandolo como un valor elevado, ademas de observar
que todas las zonas donde se incluyeron animales para el estudio, se presentaron
animales positivos al parasito, estos valores también coinciden con lo descrito por
Romanelliy col., (2021), que reportan el 42.7% de seroprevalencia. Por lo anterior ambos
estudios presentan concordancia con lo reportado en el presente estudio. Estos
resultados indican que T. gondii es un parasito que presenta una amplia distribucién.

Cuadro 7. Seroprevalencia general y por municipio de T. gondii

T. gondii
Municipio Positivos Negativos Total Prevalencia (%) Positivos /Total
Ixtlahuacan del Rio 14 10 24 58.33 14/24
La Barca 33 39 72 45.83 33/72
Tepatitlan de Morelos 22 2 23 95.65 22124
Tlajomulco de Zuaiiga 23 5 28 82.14 23/28
Yahualica de
Gonzélez Gallo 11 7 18 61.11 11/18
Zapopan 11 8 19 57.89 11/19
Prevalencia General 114 71 184 61.96 114/184

6.3.3 Seroprevalencia N. caninum + T. gondii

Se determind la prevalencia asociada a las dos enfermedades, en donde los mismos
animales resultaron positivos a ambos parasitos, de esta forma se comprueba que existe
la posibilidad de la presencia simultanea de N. caninum y T. gondii. En el Cuadro 8. se
pueden apreciar los datos obtenidos. Se observo una seroprevalencia general de 7.07%

(13/184) De los cuales en el municipio de Ixtlahuacan present6 el 16.67% (4/24), La Barca
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4.17 (3/72) Tepatitlan 13.04% (3/23), Tlajomulco no presentd casos positivos a ambas
enfermedades, Yahualica 5.56% (1/18) y Zapopan 10.53% (2/19). Se observa que los
datos obtenidos, son similares a los reportados por Ferreira y col en 2016, donde
identificaron una coinfeccién en un 8% de los ovinos considerados, un dato similar lo
reportan Sun vy col., (2019) en el estudio realizado en China, donde identifican animales
positivos a N. caninum y T. gondii en un 8.55% de la poblacién. Por otra parte, estos
valores difieren de lo que determinan Dahouru y col., (2019), que obtuvieron un 29.4%
de animales positivos a las dos enfermedades, estos valores son superiores a lo
reportado en el presente estudio y los que pudieran estar influenciados por diversos
factores considerando algunos como los sitios donde se ubican las areas productivas en
conjunto con las condiciones climaticas y geogréaficas que predominan, hasta el manejo
que reciben los animales dentro de las granjas. Gharekhani y col., (2018) obtuvieron un
porcentaje de coinfeccion de 21.6% y mencionan que las diferencias en los valores
reportados por otros estudios se pueden relacionar con los distintos factores de riesgo
presentes en las granjas, ademas de las técnicas implementadas para el diagndéstico. En
México existen varios reportes en los que se menciona la epidemiologia de N. caninumy
T. gondii en diversas especies productivas incluidos los ovinos, sin embargo, en la
actualidad no se ha reportado la presencia simultanea de ambos parasitos en ovinos de
México, por lo que los resultados de la presente investigacién nos brindan una idea del
estatus actual en la region que se considera en el estudio.

Cuadro 8. Porcentaje de seroprevalencia N. caninum + T. gondii

N. caninum + T. gondii

Municipio Positivos Negativos Total Prevalencia (%) Positivos /Total
Ixtlahuacan del Rio 4 20 24 16.67 4/24
La Barca 3 69 72 4.17 3/72
Tepatitlan de Morelos 3 20 23 13.04 3/23
Tlajomulco de Zuiiga 0 0 28 0.00 0
Yahualica de
Gonzalez Gallo 1 17 18 5.56 1/18
Zapopan 2 17 19 10.53 2/19
Prevalencia General 13 143 184 7.07 13/184

6.4 Andlisis de riesgos
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Con la informacién que se obtuvo de la encuesta aplicada durante la toma de
muestras, se realizé un analisis para identificar los principales factores de riesgo
asociados. En el Cuadro 9 se observan los principales factores de riesgo asociados a N.
caninum sobresalen por ser estadisticamente significativos (p<0.05) historial de abortos,
manejo de desechos y presencia de roedores. Relacionado a el historial de abortos y
cuidados veterinarios, se ha reportado como un punto importante relacionado con la
presencia de N. caninimum como lo mencionan Rizzo y col., (2018); Gharekhani y col.,
(2018) Dahouruy col., (2019). Otro de los puntos considerados como riesgo es el manejo
de los desechos de la granja, donde se incluyen abortos, placentas y mortinatos, este
factor es considerado como un riesgo, ya que los hospederos definitivos tienen acceso
(Romo-Gallegosy col., 2019). Es importante mencionar que este es uno de los principales
factores de riesgo asociados a N. caninum ademas de coincidir con Romo-Gallegos y
col., (2019) en la importancia que presenta este manejo en la zona, ya que ambos
estudios se desarrollaron en el estado de Jalisco. Se observa que la alimentacion a base
de pastos que se desarrolla bajo un sistema de produccion extensivo representa un factor
de riesgo, donde se coincide con lo reportado por Wang y col., (2018), que identifican que
los ovinos que se desarrollan en un sistema con pastoreo extensivo tienen mayor
posibilidad de infectarse y generar anticuerpos contra N. caninum. Uno de los factores de
riesgo con el que concuerdan varios autores, incluido el presente proyecto, es la
presencia de hospederos definitivos, donde se incluyen caninos domésticos y salvajes ya
gue, sin la presencia de estos, se veria una baja en la seroprevalencia de la enfermedad
y los problemas asociados (Ferreira y col., 2016; Rizzo y col., 2018; Romo-Gallegos y
col., 2019), ademés de los factores que se mencionaron con anterioridad, estan
documentados otros que se relacionan con el lugar o ubicacion de las unidades
productivas, tal como lo menciona Kouman y col., (2019) donde sugiere que las region o
zona donde se realicen los analisis puede tener relacién con la seroprevalencia, ademas
de la edad de los animales, el tamafio y sexo (Gharekhani y col., 2018). Por su parte,
Dubey y Schares., (2011), realizan un analisis sobre la prevalencia de neosporosis en
diversas partes del mundo, donde identifican como factores de riesgo ademas de la
presencia del hospedero definitivo, el manejo que reciben los animales, como tipo de

alimentacion, y densidad poblacional, el estado seroldgico de las hembras, humedad
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relativa y la presencia de otras enfermedades, por lo que se presentan coincidencias

entre estos elementos Yy los que se reportan en este documento.

Asociado a T. gondii Cuadro 10, observamos que todos los factores fueron
estadisticamente significativos (p<0.05) y entre estos sobresalen: condiciones pobres de
higiene (OR 12.5), presencia de gatos (OR 9.5) y entorno urbano (OR 9.5). Se puede
observar que algunos de estos factores se replican en unidades productivas en México y
otros paises.

Al analizar los factores de riesgo que se obtuvieron en el presente estudio, comparado
con otros similares realizados en México y el mundo, encontramos que se presentan
similitudes como diferencias que pueden variar principalmente dependiendo de la region
0 pais, asi como las practicas de manejo asociadas al sistema de producciéon ovino.
Ferreira y col., (2016) identificaron diversos factores asociados a la presencia de la
toxoplasmosis como: problemas reproductivos, agua de bebida, roedores y presencia de
caninos y felinos domésticos y salvajes. Por su parte Tegegne y col., (2016) sefialan a la
especie ovina como un factor de riesgo, al compararlo con cabras, ademas de mencionar
la edad de los animales, el sexo y altitud en la que se desarrollan los sistemas de
produccion. Rizzo y col., (2017) destacan el hecho de manejar un sistema de produccién
extensivo en el que las ovejas se alimentan Unicamente de pasto, ademas del manejo
reproductivo al implementarse monta directa, de igual forma consideran los problemas
reproductivos que presentan los animales, ademas se agrega la presencia de otras
especies productivas que conviven con los rebafios, este Ultimo punto coincide con parte
de los resultados mostrados en el presente estudio donde algunos de los animales
incluidos en el estudio conviven con otras especies domésticas. A pesar de realizar la
identificacion de este parasito en diversas regiones, los porcentajes de seroprevalencia
varian, asi como los factores de riesgo. Sun y col., (2019) reportan la especie, edad y
sexo como factore de riesgo importantes, ademas de coincidir con Kouam y col., (2019)
y el presente estudio, ya que se menciona que las condiciones climéaticas de las regiones,
favorecen las supervivencia de los oquistes de T.gondii. En México, algunos reportes

coinciden con los autores antes mencionados al asociar la presencia del parasito con las
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condiciones climéaticas que predominan en las zonas de estudio, como lo mencionan
Caballero-Ortega y col., (2008), en el estado de Colima, México, donde encontraron
diferencias entre los rebafios ubicados en las zonas de costa donde se ha reportado
temperaturas superiores a los 37.7°C y las granjas de areas con montafas, ademas de
considerar los tamafos de rebafio y edad. En el estado de Veracruz, México, Suazo-
Cortez y col., (2019) mencionan una gran cantidad de factores asociados a T. gondii,
encontrando coincidencias con algunos de los que aqui se reportan, y otros que no fueron
significativos para el presente, se sefiala la edad, tipo de sistema, condicion corporal,
origen de los animales, uso de concentrados minerales, estatus productivos y la
presencia de animales como gatos y roedores. En el estado de Jalisco, se realizd un
andlisis de riegos para ovinos de la region altos norte, donde Cruz-Vazquez y col., (2020)
reportan como los principales riesgo la presencia de perros y gatos, por lo que se tiene
plena coincidencia en la presencia del hospedero definitivo como un punto fundamental
para el desarrollo de la toxoplasmosis, al incluir en el presente estudio la presencia del
huésped definitivo como un riego. Stelzer y col., (2019) realizan una revision que recopila
informacion sobre factores de riesgo e importancia econdmico en distintas especies de
interés pecuario con la infeccién por T. gondii. Referente a la especie ovina, se menciona
la edad, genero, regién o municipio, altitud, temperatura, precipitacion, entorno rural o
urbano, manejo del sistema productivo, proposito de los animales (remplazo, abasto)
tamafio del rebafio, contacto con otros rebafios y animales productivos, ademas de
condiciones pobres de higiene, tomando en cuenta que este ultimo factor es el que mostré

un riesgo mas elevado dentro del presente estudio.
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Cuadro 9. Factores de riesgo y OR a N. caninum

Variables asociadas

Variable Categoria
Historial de )
Si
abortos
Manejo de )
Si
desechos
Alimentacion _
Si
pastoreo
Presencia de )
Si
perros
Roedores Si

Total

82

97

161

38

176

(%)

Seroprevalencia

19.5

16.4

15.5

15.7

15.3

OR*

1.05

8.4

1.3

1.3

95% C.1.*

3.2-3.4

1.7-4.12

0.2-7.5

0.6-14.8

2-8.8

P-value

0.001

0.001

0.74

0.17

0.001

Cuadro 10. Factores deriesgo y OR a T. gondii

Variables asociadas

Variable
Condiciones pobres
de higiene
Presencia de gatos

Presencia de otros
animales de granja

Entorno urbano

Agua de bebida

Categoria Total

Si

Si

Si

Si
Si

87

140

100

47
39

(%)

Seroprevalencia

4.7

58.5

55

72.3
79.4

12.5

9.5

5.7

9.5
5.3

95% C.I.* P-value

3.4-45.1

1.9-45.7

1.5-21.3

2.5-354
1.0-26.1

0.001

0.005

0.009

0.001
0.04

*Odds ratio (OR)

* Intervalo de confianza (C.1.)
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6.5 Pruebas moleculares

Se realizo la extraccion de ADN genomico de todas las muestras de sangre, con un
kit comercial de la marca Zymo Research, siguiendo las recomendaciones del fabricante,
posterior a la extraccion el ADN se visualizé en un gel de agarosa al 1% tefido con

bromuro de etidio sobre una lampara de luz ultravioleta Figura 21.

Figura 21. Kit comercial de extraccion de ADN y gel de agarosa al 1% con ADN
gendmico

6.5.1 Prevalencia Neospora caninum

El diagndstico de prevalencia para N. caninum se realiz6 mediante la técnica de PCR
convencional siguiendo lo reportado por Miiller y col., (1996). Las amplificaciones fueron
visualizadas en un gel de agarosa al 2% tefiidas con colorante gel red amplificando una
banda de 328 pb Figura 22. En el Cuadro 11 se observan los porcentajes de prevalencia
general de N. caninum para los seis municipios considerados en el estudio, la cual fue de
14.13% (26/184) encontrando una diferencia de 1.09% con respecto a lo reportado en las
pruebas serologicas. Del total de individuos positivos, tres de estos mostraron
anticuerpos contra N. canimun, lo cual puede indicar una reinfeccion por este parasito. Al
analizar la informacion por municipio, podemos observar que en Tepatitlan de Morelos
no se detectd la presencia de este parasito mediante PCR, sin embargo, sobresalen las
unidades de produccion de La Barca, ya que obtuvo la prevalencia mas elevada con un
22.2% (16/72), seguido de Zapopan con 21.05% (4/19). Nunes y col., (2017), analizaron
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la prevalencia de N. caninum en animales que presentan infeccion transplacentaria,
reporta una prevalencia de 14.1%, al observar ADN de Neospora en 11 de 78 ovinos
incluidos en su estudio, este valor concuerda con lo que se reporta en el presente, al
identificar una prevalencia 14.13% mediante la presencia del ADN del parésito en sangre.
Razmiy Naseri., (2017) reportan una prevalencia de 9.8%, cabe sefalar que las muestras
analizadas corresponden a cerebro de ovinos abortados, por lo que la diferencia en los
porcentajes con el presente puede estar asociada al tipo de muestra que se tomo para el
analisis. Por su parte Amdouni y col., (2018) observan una prevalencia de 19% al llevar
a cabo la prueba de PCR en carne de ovino para consumo, mientras que Hecker y col.,
(2019) reportan la presencia de N. canimun en tejido de corazén y placentas de animales
abortados, y Salehi y col., (2021) logran la identificacibn molecular en un 15.6% de la
poblacion estudiada. Esto indica la habilidad del parasito y su eficiencia para la trasmision
transplacentaria, ya que no solo es posible realizar la identificacion molecular en
muestras sanguineas si no en diversos organos. En México se han reportado casos de
neosporosis en diversos animales productivos, en el caso de los ovinos, la identificacion
molecular del paréasito, se ha realizado mediante muestras de sangre periférica, como lo
mencionan Castafieda-Hernandez y col., (2014); Romo-Gallegos y col., (2019), en
estudios llevados a cabo en el estado de Aguascalientes y en municipios de la regién
Altos Norte del estado de Jalisco, quienes reportan ADN de N.caninum en 25% y 27%
respectivamente, al comparar la prevalencia mencionan con lo que se muestra en el
presenta, podemos identificar cierto porcentaje de diferencia, el cual puede estar
relacionado con diversos factores asociados entre otras cosas a ubicacion y manejo de
los sistemas de produccién, ya que se ha documentado que estos parametros pueden
influir de manera significativa en la prevalencia y distribucién de las parasitosis en las

regiones.
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Cuadro 11. Prevalencia a N. caninum general y por municipio realizada mediante

PCR

Prevalencia N. caninum PCR

Municipio

Ixtlahuacén del Rio

La Barca

Tepatitlan de Morelos
Tlajomulco de Zuhiga
Yahualica de
Gonzélez Gallo
Zapopan

Prevalencia General

2
16
0
3

22
56
23
25

17
15
158

24
12
23
28

18
19
184

8.33
22.2
0.00
10.71

5.55
21.05
14.13

Positivos Negativos Total Prevalencia (%) Positivos /Total

2/24
16/72
0/23
3/28

1/18
4/19
26/184

Figura 22. Gel de agarosa al 2% con productos amplificados de PCR para N.
caninum. De izquierda a derecha. Marcador de pesos molecular 100pb,
control positivo, control negativo, carril 1 a 7 muestras ovinos

6.5.2 Prevalencia Toxoplasma gondii

Con respecto a la identificacion del DNA de T. gondii en sangre, no se obtuvieron

resultados positivos mediante la técnica de PCR convencional. Sin embargo, Abu-

Dalbouh y col., (2012) identificaron DNA de T. gondii en sangre mediante PCR tiempo

real, en la cual se ha reportado un umbral de ciclos Ct (threshold cycles) por sus siglas

en inglés de 21.38 (Lin y col., 2000). La colecta de muestras de sangre se debe realizar

posterior a la presencia de abortos, lo que aumenta la probabilidad de identificar el

pardsito, ya que se ha demostrados que solo las infecciones recientes, pueden ser
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detectadas por medio de PCR (Opsteegh y col., 2010). A diferencia de lo anterior, en el
presente estudio no se identificaron animales con historial de aborto reciente al momento
de realizar la toma de muestras, lo que puede influir en el diagndstico. Luptakova y col.,
(2015) detectaron la presencia de DNA de T. gondii en sangre periférica de ovinos,
mediante la implementacion de PCR tiempo real, con una prevalencia de 20%, pero
sefalan, que es importante que la infeccion esté activa en los animales al momento de
tomar la muestra. lbrahim y col.,, (2017) implementaron técnicas serologicas Yy
moleculares para determinar la presencia de T. gondii, colectando muestras de sangre
periférica, donde identifican una seroprevalencia elevada; sin embargo, no detectan
animales positivos al realizar el diagnéstico con PCR tiempo real, lo cual coincide con lo
que se reporta en esta investigacion. Es importante mencionar que se deben considerar
algunos cuidados al momento de realizar el diagnostico por PCR tiempo real usando
muestras sanguineas; ya que, si bien al tomar la muestra posterior a un aborto
aumentamos la probabilidad de identificar el parasito, las células sanguineas pueden
contener grandes cantidades de DNA no especifico. Esto puede provocar que disminuya
la sensibilidad del ensayo al producirse una unién inespecifica de las moléculas del
marcador, lo que produce una sefial de fondo alta al unirse al DNA, evitando que se
distingan las sefiales de deteccién. Debido a lo anterior, es importante considerar
métodos de extraccidén con diversos ensayos de PCR, para poder garantizar el mejor
diagnéstico (Edvinsson y col., 2004). Sah y col., (2019) reportan una prevalencia de
15.52% mediante diagnoéstico con PCR, sin embargo, a diferencia del presente estudio,
las muestras colectadas se obtuvieron de abortos de borregos, tomando tejidos de
cerebro, corazén y placenta. Al realizar el analisis en este tipo de muestras se puede
evitar la presencia de inhibidores que alteren la sensibilidad del ensayo. Razmini y Naseri,
(2017), obtienen una prevalencia de 9.8% en fetos abortados de borregos, al igual que
otros autores, las muestras usadas para el diagnéstico, fueron de cerebro, esto puede
aumentar la posibilidad de identificar la presencia del parasito mediante técnicas
moleculares. A pesar de que la toxoplasmosis es reconocida como una de las principales
causas de aborto, es dificil determinar las pérdidas ya que la enfermedad es usualmente
esporadica por lo que en un bajo numero de fetos abortados se practican andlisis de

laboratorio para determinar la causa (Dubey y col., 2020).
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VII. CONCLUSIONES

Se identific6 la presencia de N. caninum en cinco de los seis municipios

considerados en el estudio.

La seroprevalencia general para N. caninum fue de 15.22% (28/184) con un
maximo de 29.17%

Se identifico la presencia de T. gondii en las unidades de produccién de los seis

municipios incluidos en el estudio.

La seroprevalencia general para T.gondii fue de 61.96% ( 114/184), los
porcentajes por municipio presentan valores que oscilan entre 95.65% y 45.83, por

lo que se considera una seroprevalencia elevada para la zona.

Se determina que existe coinfeccidbn de N. caninun y T. gondii al identificar
animales con anticuerpos para ambos parasitos, en cinco de los seis municipios
evaluados, con una seroprevalencia general de 7.07% (13/184), los porcentajes
muestran variaciones que van de 4.17% a 16.67%.

Los principales factores de riesgo asociados a N. caninum fueron: historial de
abortos, manejo de desechos, alimentacién en pastoreo, presencia de perros y

roedores.
Los factores de riesgos asociados a T. gondii fueron: condiciones pobres de
higiene, presencia de gatos, presencia de otros animales de granja, entorno

urbano y agua de bebida, todos fueron estadisticamente significativos.

Se detecto la presencia de ADN de N. caninum en 14.13% (26/184) del total de la
poblacion considerada en el estudio.
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e No se detecto ADN de T. gondii en las muestras de sangre periférica de ovinos.
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