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RESUMEN

Factores biopatologicos presentes en bovinos Holstein expuestos naturalmente a
aflatoxinas y Neospora caninum. A nivel mundial la contaminacion de los alimentos por
aflatoxinas es un grave problema debido a la pérdida del alimento, disminucion es sus
pardmetros nutricionales y por los efectos adversos asociados al consumo de alimento
contaminado con este tipo de micotoxina. La neosporosis es una enfermedad parasitaria
causada por un protozoario llamado Neospora caninum, identificado por primera vez en
perros en Noruega en 1984; en bovinos se reporta como una de las principales causas de fallo
reproductivo en el ganado lechero y de carne en muchos paises, causando considerables
pérdidas econdmicas por la ocurrencia de abortos, atencién profesional, diagnostico de la
enfermedad y pérdidas en la produccion de leche. El objetivo del estudio fue identificar los
factores inmunitarios y toxicoldgicos presentes en la exposicion natural a la combinacion de
la infeccion por Neospora caninum y el consumo de aflatoxinas en el alimento de vacas
Holstein y sus fetos abortados durante la primera y segunda gestacion. Los sitios de muestreo
fueron dos unidades productivas lecheras localizadas en la region del altiplano central
mexicano, en los estados de Aguascalientes y Jalisco, en ambas unidades se seleccionaron
45 animales de los que se colectaron muestras mensuales de sangre para determinar el estado
inmunoldgico ante la infeccion contra Neospora y de la racién total mezclada que para
determinar la concentracién de aflatoxinas en la dietas. Los resultados en conjunto muestran
que las vacas infectadas con Neospora caninum y expuestas a mores concentraciones de
aflatoxinas en la dieta, tienen mayores probabilidades de presentar abortos durante la
gestacion o manifestar algun otro problema reproductivo antes o después de gestacion; asi
como manifestar diversas alteraciones en la quimica sanguinea resultado de un proceso

toxico.



ABSTRACT

Biopathological factors present in Holstein cattle naturally exposed to aflatoxins and
Neospora caninum. Worldwide, the contamination of food by aflatoxin is a serious problem
due to the loss of food, decrease in its nutritional parameters and the adverse effects
associated with the consumption of food contaminated with this type of mycotoxin.
Neosporosis is a parasitic disease caused by a protozoan called Neospora caninum, identified
for the first time in dogs in Norway in 1984; in cattle it is reported as one of the main causes
of reproductive failure in dairy and beef cattle in many countries, causing considerable
economic losses due to the occurrence of abortions, professional attention, diagnosis of the
disease and losses in milk production. The objective of the study was to identify the
immunological and toxicological factors present in the natural exposure to the combination
of the infection by Neospora caninum and the consumption of aflatoxins in the feed of
Holstein cows and their aborted fetuses during the first and second gestation. The sampling
sites were two dairy production units located in the region of the Mexican central highlands,
in the states of Aguascalientes and Jalisco, in both units 90 animals were selected from which
monthly samples of blood were collected to determine the immunological status before the
infection against Neospora and the total mixed ration to determine the concentration of
aflatoxins in the diets. The results together show that cows infected with Neospora caninum
and exposed to lower aflatoxin concentrations in the diet are more likely to have abortions
during pregnancy or to manifest some other reproductive problem before or after gestation;

as well as manifesting various alterations in blood chemistry resulting from a toxic process.



1. INTRODUCCION

A nivel global México aporta el 2.9% del total de leche bovina producida en el mundo
(Carranza, et al., 2007). En México la agroindustria de lacteos y el sector destinado a la
produccién lechera generan 1.5 millones de empleos y aportan el 1.3% del producto interno
bruto del pais (Garcia, et al., 2003). Sin embargo a nivel mundial las explotaciones pecuarias
destinadas a la produccion lechera se ven afectas por una amplia variedad de enfermedades
parasitarias causantes de grandes pérdidas economicas debido a sus efectos colaterales que
afectan la salud y que se ven reflejadas en las pérdidas econémicas ocasionadas por ocasionar
una disminucion en la produccion lactea e incrementar los costos de produccion al tener que
invertir en el tratamiento, prevencién y control de dichos problemas (Quiroz, et al., 2009)
La neosporosis es una enfermedad parasitaria causada por un protozoario (Apicomplexa,
Sarcocystidae) llamado Neospora caninum, identificado por primera vez en Noruega en 1984
en perros, los cuales manifestaban alternaciones neuroldgicas. Neospora caninum es un
protozoario distribuido de manera mundial el cual posee un ciclo bioldgico indirecto,
teniendo como hospederos definitivos a varios caninos entre ellos el perro, coyote, dingo y
lobo gris, los cuales eliminan ooquistes infectantes en la heces, estos pueden ser consumidos
por un gran nimero de hospederos intermediarios como ovinos, equinos, antilopes, roedores
y bovinos, siendo en estos de mayor importancia debido a las pérdidas econdémicas
ocasionadas en la produccion a causa de la presencia de abortos, considerandose actualmente
como uno de los principales agentes etioldgicos causantes de abortos en bovinos lecheros
(Dubey, et al., 2007).

Las aflatoxinas (AFs) son consideradas una de las micotoxinas mas peligrosas, producidas
como metabolitos secundarios de ciertos géneros de hongos toxicogénicos de Aspergillus
flavus, A. parasiticus y A. nominus, que crecen en una gran variedad de alimentos, hasta el
momento se tienen identificadas mas de 20 diferentes tipos de aflatoxinas destacando
principalmente las relacionadas con su potencial toxicologico como lo son la AFB1, AFBy,
AFG1, AFG; siendo la AFB: la que posee un mayor efecto toxico ya que al llegar al higado
es biotransformada y convertida en aflatoxina My la cual es excretada por el animal a traves
de la leche siendo un peligro desde el punto de vista de la salud pablica ya que esta leche es

destinada para el consumo humano. Actualmente la AFB: esta clasificada dentro del grupo



1 de la IACR (Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer) por su potencial
carcinogénico, teratogénico y mutageénico ademas de ser una sustancia hepatotoxica,
nefrotdxica e inmunosupresora (Williams, et al., 2004).

Ambos agentes etioldgicos se encuentran presentes de manera habitual en la mayoria de los
establos lecheros en los cuales se han identificado por separado los efectos adversos que

ocasiona la presencia de ambos agentes patogenos en el animal (Dubey, et al., 2007).
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2. ANTECEDENTES

2.1 PRODUCCION LECHERA
La leche es considerada una de las principales fuentes de alimento y de proteina para el ser

humano, siendo asi uno de los principales productos que conforman la canasta bésica. Debido
al gran numero de factores que se ven involucrados a lo largo de toda la cadena productora
de leche, los cuales comprenden desde la elaboracion de los insumos requeridos en las
explotaciones lecheras hasta su destino final que es el consumo de cada uno de los diferentes
productos y subproductos lacteos; hacen que esta industria tenga una mayor importancia
socioecondémica debido a la generacion de multiples fuentes de empleo. (Carranza, et al.,
2009).

A nivel mundial la produccion lechera se tiene estimada en 747 millones de toneladas
producidas principalmente por los paises miembros de la Unién Europea, India, Estados
Unidos y Rusia la que en orden de importancia son los que aportan el 80.7% de la produccion
de leche de bovino en el mundo, mientras que México solo aporta el 2.9% (SAGARPA,
2015). Tal cantidad de produccion de leche es generada por una poblacion estimada a nivel
mundial de 97.3 millones de cabezas de ganado lechero en donde el 77% de los animales se
encuentran concentrados en paises como India, Unién Europea, Rusia y México. México
aporta el 7.0% del hato lechero a nivel mundial y con una productividad anual estimada en
1.4 toneladas por cabeza de ganado, cifra que resulta cuatro veces menor a la estimada en
paises mas productivos y un consumo de leche estimado del 3.3 % de la produccién mundial
(Carranza, 2006).

Dentro de este contexto es importante mencionar que a nivel nacional el estado de
Aguascalientes solo ocupa el 0.3% del territorio nacional y esta catalogado en el lugar
namero 29 en base a su superficie territorial, pero con un promedio estimado en el 2014 de
produccion lechera de 384 millones de litros es decir el 3.45 % de la produccion nacional tan
solo con una poblacion animal de 169 mil vientres (INEGI, 2007; SAGARPA, 2015).
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2.2. AFLATOXINAS

2.2.1 Generalidades.
A nivel mundial la contaminacién de los alimentos por aflatoxinas es un grave problema

debido a la pérdida del alimento, disminucion es sus pardmetros nutricionales y por los
efectos adversos asociados al consumo de alimento contaminado con este tipo de micotoxina,
motivo por el cual es considerado de suma importancia la determinacién y cuantificacion de
estos metabolitos (Johnson, et al., 2002). Se estima que el 25 % de los alimentos producidos
mundialmente se encuentran contaminados con algln tipo de micotoxina, siendo mayor este
problema en paises en vias de desarrollo depende (Jaramillo, et al., 2009).

El término de micotoxina fue adoptado en la década de los 60 cuando se dio la muerte
repentina de méas de 100,000 pavos tras la ingestion de harina contaminada con aflatoxinas
(Black, et al., 1992). Las micotoxinas son consideradas metabolitos secundarios de ciertos
géneros de hongos como: Aspergillus, Fusarium y Penicillium los cuales pueden colonizar y
contaminar los diferentes cultivos ya sea antes, durante o después de la cosecha (Carrillo,
2003 ). La existencia de estos hongos en el alimento no es indicativo de la presencia de
micotoxinas, ya que para generar estos metabolitos es necesario la interaccion de ciertos
factores fisicos y ambientales (actividad de agua, temperatura, humedad, presencia de
oxigeno, sustrato, pH, aireacién y luz pueden) que generen un medio propicio para la
produccion de estos metabolitos (Oude & Drienhuis, 2001).

La presencia de estos hongos ha sido reportada en diferentes tipos de alimentos (maiz,
cebada, trigo, avena, sorgo, ensilados, arroz, centeno y mijo), en cereales se ha estimado que
entre el 30-45% se encuentran contaminados con algun tipo de micotoxina (Newman, 1998).
Actualmente se han identificado més de 300 tipos micotoxinas; siendo de mayor relevancia
por su potencial toxicoldgico la ocratoxina, zearalenona, aflatoxina, vomitoxina, fumonisina,
deoxinivalenol (Roigé, et al., 2009 ).

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios de diferentes especies de hongos pertenecientes
al género Aspergillus (A. flavus, A. parasiticus, A. nominus), esta micotoxina se puede
encontrar contaminando una gran variedad de alimentos como lo son: el maiz, trigo, avena,
arroz, algodén, soya, sorgo, frijoles, pasas, cacahuates, aceites, espaguetis, higos, salchichas,

tortillas, queso y leche (Garcia & Cotty, 2006.).
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Dentro del grupo de las aflatoxinas se tienen identificadas 18 variedades de aflatoxinas (AF)
entre las cuales se encuentran la AFB1, AFB., AFG1, AFGy; siendo la AFB1 una de las mas
importantes por su potencial toxicologico (Betina, 1994; Figura 3). La IACR tiene clasificada
actualmente a la AFB: dentro del grupo | debido a su potencial carcinogénico en seres
humanos y animales; ademas de ser consideradas sustancias hepatotoxicas, nefrotoxicas,

teratogenicas, mutagénicas e inmunosupresoras (IARC, 1993; IARC, 2002).

o~ Yo OCH.

Figura No. 1 Estructura quimica de la AFB: (Palumbo & O’keeffe, 2008).

Diferentes estudios indican que la contaminacién del maiz con aflatoxina se asocia
principalmente a la etapa de almacenamiento y no al cultivo del forraje (Bucio, et al., 2001;
Reyes-Velazquez, et al., 2008). Se ha reportado que las AF reducen el crecimiento del ganado
e incrementan los requerimientos de proteina en la dieta (Butkeraitis, 2008), ademas de
generar manifestaciones clinicas como anorexia, decaimiento, menor ganancia de peso,

disminucion en la produccion lactea (Pittet, 1998).

2.2.2 Contaminacién del ensilaje
La industria pecuaria destinada a la produccion lechera formula las dietas de los animales

mediante la utilizacion de pastos, granos, ensilaje, concentrado y algunos otros aditivos,
debido a que la formulacion de raciones balanceadas y de alto valor nutricional se ve reflejado
en la produccidn lactea (Molina, et al., 2004). Por tal motivo es importante que el manejo de
los alimento desde el momento de la cosecha hasta el almacenamiento sea de la manera méas
Optima ya que un mal manejo de este proceso puede generar la contaminacién de los
alimentos y su disminuciéon en su valores nutricionales (Johansson, et al., 2000; Garon, 2006).
A nivel mundial el ensilaje de maiz forma parte integral de la dieta de los bovinos, por lo

cual gran parte de los cultivos de maiz en América son destinados para la elaboracién de
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ensilaje de maiz (Reyes-Velazquez, et al., 2008). El proceso de elaboracion del ensilaje se
fundamenta en un almacenamiento anaerdbico de alimento y una disminucion de pH por
medio de una fermentacion natural y la produccién bacteriana de acido lactico. (Torres-
Pacheco, 2011).

Una de las principales causas de contaminacion del ensilaje es la presencia de hongos
toxicogénicos, favorecidos por alteraciones en el proceso de fermentacion, siendo factores
de riesgo la presencia de oxigeno, pH alcalino, almacenamiento deficiente, exceso de
humedad o sequedad, filtracion de agua y plagas (Teimouri, et al., 2004). Cada uno estos
factores juega un papel importante y su evaluacion indica la condicion del ensilaje (Driehuis
& Oude, 2001). Las condiciones éptimas para el crecimiento y desarrollo de hongos del
genero Aspergillus, asi como para la produccion de sus micotoxinas es mediante

temperaturas entre los 25-28 °C con un pH entre 3-10 (Reyes-Velazquez, et al., 2008).

2.2.3. Biotransformacion
Las aflatoxinas que se encuentran contaminando naturalmente el alimento son inocuas para

el organismo, mas sin embargo al ser ingeridas son absorbidas rapidamente en el tracto
gastrointestinal y biotransformadas por un grupo de isoenzimas del citocromo CYP-450 en
el higado, formando epdxidos altamente reactivos que son distribuidos a diversos tejidos
(musculo, pulmén y rifion) como metabolitos toxicos (Jaramillo, et al., 2009; Marin, et al.,
2013).

Este proceso de bioactivacion se inicia cuando estas enzimas adicionan grupos funcionales a
la aflatoxina y originan compuestos hidroxilados (AFM: y AFQ1) o desmetilados (AFP1) que
al conjugarse con acido glucorémico son eliminados del organismo mediante las heces, orina,

huevo y leche (figura 4; Jaramillo, et al., 2009).
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Figura No. 2 Proceso de biotransformacion de las aflatoxinas
(Elaboracidn propia con datos de (Palumbo & O’keeffe, 2008).

Una ruta metabodlicas de destoxificacion es mediante un proceso oxidativo que da como
resultado la generacion dos diferentes epoxidos (AFB-8,9 endo-epoxido y AFB-8,9 exo-
epoxido), los cuales siguen varias rutas para su eliminacion, en donde pueden ser
transformadas en AFB: dihidrodiol y para posteriormente ser reducido a AFB;: dialdehido,
que al entrar en contacto con la lisisna puede formar aductos con este tipo de proteinas o
reducir parcialmente sus monoalcoholes. Otra de sus vias de eliminacion es por su
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conjugacion con glutation o acido mercapturico para ser eliminado tanto en heces como
orina; existiendo el riesgo de que la AF pueda reaccionar con secuencias de ADN y formar

aductos (Jaramillo, et al., 2009).

2.2.4 Signos y lesiones
En bovinos se han observado entre las principales manifestaciones clinicas en una

aflatoxicosis la presencias de ictericia, diarrea, pérdida de apetito, depresion, adinamia,
prolapso rectal, edemas, disminucion en la produccion, abortos, problemas renales e
inmunosupresion (Upadhaya, et al., 2009). El dafio generado por la accion de las aflatoxinas
en el higado desencadena la presencia de hemorragias al incrementarse la fragilidad de los
capilares, disminucion en los factores de coagulacion y sintesis de proteinas ademéas de un
incremento en la actividad enzimatica especifica hepatica (Marinho, et al., 2007). Dubey et
al. (2007) ha sugerido que la presencia de aflatoxinas en el alimento de ganado lechero es un
factor de riesgo para fallas reproductivas ya que estos compuestos causan inmunosupresion,
permitiendo la reactivacién de agentes patdgenos causantes de aborto y desordenes
reproductivos. En este sentido diferentes autores sugieren que la exposicion constante a bajas
concentraciones ocasiona cambios patoldgicos en la inmunidad, metabolismo y sistema
endocrino del animal. (Queiroz, et al., 2012; Marin, et al., 2013).

Las manifestaciones toxicoldgicas de la aflatoxicosis se pueden presentar en dos diferentes
formas dependiendo de su tiempo de exposicion. La intoxicacién aguda se caracteriza por
producir dafios directos en el higado y la subsecuente enfermedad o muerte, esta
manifestacidn relacionada con la ingesta de altas concentraciones de AF y su manifestacion
clinica incluye la necrosis hemorragica del higado, edema, decaimiento y cirrosis hepatica
(Steyn, 1995). La forma cronica es originada por la exposicién a dosis acumulativas y
constantes, donde los efectos negativos repercuten principalmente a nivel nutricional,
inmunoldgico, productivo y en la sintesis de proteinas (Williams, et al., 2004).

Gran parte de los efectos tdxicos producidos por las aflatoxinas son derivados de la
biotransformacion en cada uno de sus diferentes metabolitos AFM,, AFP,, AFQ4, al ser
ingerida la aflatoxina, en ganado destinado a la produccion de carne se ha encontrado que la

ingestion de aflatoxinas en la dieta hace que se incrementen los requerimientos de proteina
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en el alimento y el retraso en el crecimiento de los animales (Maragos, et al., 1996; Maragos
& Busman, 2010).
La ingestion de aflatoxinas ha sido asociada con la presencia de neoplasias en pulmones,

rifidn, coldn e higado asi como inmunodepresion y muerte (Dzidic, et al., 2006).
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Figura No. 3 Posible interaccion entre la ingestion de aflatoxinas y la infeccion por Neospora caninum
en vacas gestantes (Fuente propia)

2.2.5 Deteccion y cuantificacion
Actualmente las técnicas mas utilizadas para la deteccién y cuantificacién de aflatoxinas son

la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) y la Inmunoadsorcion ligado a enzimas
(ELISA), debido a su elevada confiabilidad en los resultados (Maragos & Busman, 2010).

Para la correcta cuantificacion de AF es necesario realizar de manera adecuada el muestreo,
extraccion, purificacion, deteccién y cuantificacion de AF; el procedimiento a realizar para
la obtencidn y preparacion de la muestra depende del tipo de alimento y técnica a realizar
(Johansson, et al., 2000). Durante la extraccion y purificacion se migra el analito hacia un
disolvente para eliminar todos los compuestos de interferencia por medio de una serie de

columnas de limpieza, ya sea mediante su extraccion en fase sélida o por técnicas de
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inmunoafinidad en donde sélo el analito a examinar es retenido en la para su deteccion
(AOAC, 2005).

La HPLC es considerada la técnica mas certera para la determinacion y cuantificacion de
aflatoxinas debido a su alta sensibilidad. Durante el analisis de las muestras se utilizan dos
diferentes fases; una fase liquida movil o disolvente que tiene por objetivo mover la muestra
a través una columna donde el analito es separado de los demés compuestos (AOAC, 1995).
La deteccion se logra mediante el uso de un detector de luz ultra violeta (UV) o de
fluorescencia (FLD) mediante la deteccion de la emision de luz (435 nm) a partir de
moléculas que han sido excitadas a niveles mas altos de energia y que da como resultado un
cromatograma, en donde en el eje X esta representado el tiempo de retencion y en el eje de
las Y los niveles de cuantificacidn (Johnson, et al., 2002).

Las técnicas ELISA se fundamentan en métodos inmunoldgicos que buscan las afinidades
monoclonales o policlonales de los anticuerpos hacia las aflatoxinas, estas pruebas basadas
en anticuerpos se encuentran disponibles en el mercado y son capaces de brindar resultados
confiables en un muy poco tiempo; en los Kits de ELISA competitivos los anticuerpos
especificos para la aflatoxinas se encentran recubriendo los pozos donde se afiadiran cada
una de las muestras, después de un tiempo de incubacién se afiade un conjugado el cual
compite junto con la aflatoxina por los sitios en los cuales hay anticuerpos contra aflatoxinas
en los pocillos, posteriormente se realiza un lavado para eliminar todo el conjugado
enzimatico no unido mientras que el que quedo unido se convierte en un cromogeno al cual
se afiade una solucion de interrupcién para detener dicha reaccién; finalizado este paso se
procede a la medicion por medio de espectrofotometria a 450 nm en un lector de ELISA
donde la absorbancia es inversamente proporcional a la concentracion de aflatoxina existente
en la muestra, la lecturas de absorbancia en el lector de ELISA lo que hacen es calcular la
absorbancia en porcentaje. Para soluciones estandar, la absorbancia se compara con la

concentracion de aflatoxina para obtener una curva de calibracion (Lee, et al., 2010)

2.2.6 Métodos de control de micotoxinas
Se refiere al conjunto de tratamientos posteriores a la cosecha dirigidos a eliminar o reducir

los efectos toxicos de las micotoxinas en los animales, cuyo fundamento principal de estos

métodos de control es inactivar, eliminar o reducir la biodisponiblilidad de las micotoxinas
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presentes en los productos agricolas e impedir que se lleve a cabo el crecimiento de hongos
y los efectos colaterales asociados a la produccién de micotoxinas (Armando, et al., 2012),
estos metodos se dividen en tres diferentes categorias segun su naturaleza y mecanismo de
accion: métodos quimicos, fisicos y biologicos (Charmley & Prelusky, 1994; Marinho, et al.,
2007).

Los métodos quimicos se basan en la destruccion o inactivacion de la aflatoxina mediante la
alteracion de su estructura por medio de solventes organicos como el etanol al 95% y acetona
90% o mediante la utilizacion de sustancias quimicas entre las cuales se encuentran el
hexano-etanol, peroxido de hidrégeno, hidroxido de amonio, hipoclorito de sodio y acido
propiénico que buscan convertir a las micotoxinas en compuestos menos toxicos o
inactivarlas (Armando, et al., 2012).

Entre los métodos fisicos se encuentran la inactivacion por calor (presion de vapor,
tratamiento por microondas, la nixtamalizacion), inactivacion por la luz (radiacion
ultravioleta y radiacion gamma), la eliminacion por adsorbentes (zeolitas, clinoptilolitas y
aluminosilicatos) la eficacia de estos absorbentes depende de su estructura quimica y del tipo
de toxina, debido a que cada absorbente tiene afinidad hacia un tipo o cierto grupo de
micotoxinas (Scudamore & Livesey, 1998; Gonzaélez, et al., 2008; Takayama, et al., 2005).
Los adsorbentes pueden ser divididos en dos grupos: las clinoptilolitas y los adsorbentes con
principio organico (adsorbentes con enzimas, productos derivados de levaduras o carbén
activado), diversos estudios han demostrado su elevado potencial de adsorcion de diferentes
tipos de micotoxinas (Piva, et al., 1995; Ramos & Hernandez, 1997; Scott, 1998; Huwig, et
al., 2001; Galvano, et al., 2001).

Las clinoptilolitas multilaminares poseen la capacidad de adsorber agua y ciertas moléculas
hidrosolubles en el espacio interlaminar y desencadenando una expansion de la arcilla, esta
caracteristica hace que estos materiales posean una importante capacidad de adsorcion y una
escasa selectividad; estas arcillas, contienen en su estructura canales conocidos como tamices
moleculares, los cuales contienen agua y cationes alcalinos de compensacion e intercambio.
Cuando estos canales estan libres de agua, sus propiedades de adsorcion aumentan (Phillips,
et al., 1995; Phillips, et al., 1996; Galvano, et al., 2001).

El fundamentado principal de un programa de control bioldgico consiste en promover la

presencia de ciertos microorganismos que controlen o inhiban el crecimiento del hongo

19



toxicogénico o de sus metabolitos, dentro de estos microorganismos uno de los més utilizados
es Sacharomyces cerevisiae el cual posee una capacidad de adsorcién por medio de hidratos
de carbono contenidos en su pared celular con la propiedad de adherir micotoxinas (Dogi, et
al., 2011).

Otra de las estrategias mas comunes para controlar la contaminacién por aflatoxinas es
establecer los niveles méximos de residuos (LRM) o niveles de accion para la AF, que son
las concentraciones méaximas permitidas de aflatoxina en alimentos (FAO, 2004). La
Comision Europea ha fijado 5 pg/kg de AF en alimento para vacas lecheras; Sin embargo,
en muchos paises como Estados Unidos y México (FAO, 2004), el LMR se fija en 20 pg/kg
para AF en los alimentos para ganado lechero. A pesar de que estas regulaciones estan
destinadas a proteger la salud humana y evitar la toxicidad en animales, existen pocas
evidencias del efecto que una exposicion prolongada a bajos niveles de AF podria tener en
la salud animal; que parece ser el tipo mas representativo de exposicion en el campo (Reyes-
Velazquez, et al., 2009).

2.2.7 Sacharomyces cerevisiae caracteristicas
Es un microorganismo que ha sido afiadido de manera funcional como probiético a los

alimentos de los animales, debido que posee la capacidad de prevenir enfermedades
infecciosas derivado de su efecto quimioprotector, promover un mayor aporte y utilizacion
de vitaminas del complejo B, minerales y proteinas. En vacas lecheras se ha reportado que el
consumo de esta levadura propicia un incremento en la produccion de leche debido a un
incremento en la actividad de la microflora ruminal que permite una mayor biodisponibilidad
de los forrajes (Dogi, et al., 2011).

Se ha reportado que esta levadura tiene la capacidad de unirse a AFB1 en un medio salino
(PBS, pH 7) e impedir de esta manera su bioactivacion (Armando, et al., 2012). El
mecanismo de accién relacionado a la unién de las micotoxinas con la pared celular de
Saccharomyces cerevisiae es toda via escasa, sin embargo se sabe que existe una correlacion
entre la cantidad R-D-Glucanos contenidos en la pared celular y su eficacia en absorcion de
zearalenona, AFBj, deoxinivalenol y ocratoxina (Armando, et al., 2012) ya ha sido

demostrada en donde ademas se ha encontrados que es capaz de biodegradar in vitro a AFB1
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dicho estudio siguiere la existencia de mas de un solo mecanismo involucrado para la
biodegradacion de estas micotoxinas involucrados (Gallo & Masoero, 2010).

Diferentes estudios sefialan que los cambios de pH y la presencia de bilis son condiciones
que las levaduras encuentran durante su paso a traves del tracto gastrointestinal y que
sobretodo S. cerevisiae debe hacer frente a estas y mas caracteristicas del tracto digestivo
para poder adsorber aflatoxinas y mantener su capacidad de unién a la micotoxina (Dogi et
al., 2011).
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2.3 NEOSPOROSIS

2.3.1 Definicion
La neosporosis es una enfermedad parasitaria causada por un protozoario llamado Neospora

caninum, identificado por primera vez en perros en Noruega en 1984, los cuales manifestaban
principalmente alternaciones neurolégicas, pero fue hasta el afio de 1988 donde se logré
identificar este protozoario en perros mediante su aislamiento in vitro en tejidos; dandole asi

su clasificacion taxondmica actual (Dubey, et al., 2007; Yu, et al., 2009).

2.3.2 Agente etioldgico
Neospora caninum es un protozoario intracelular perteneciente al phylum Apicomplexa de la

familia Sarcocystidae (Dubey, et al., 2007).

2.3.3 Hospederos
Neospora caninum es un protozoario distribuido mundialmente el cual posee un ciclo

bioldgico indirecto, teniendo como hospederos definitivos a varias especies de caninos entre
ellos el perro, coyote, dingo y lobo gris; los cuales eliminan ooquistes infectantes en la heces,
estos pueden ser consumidos por un gran numero de hospederos intermediarios como lo son
ovinos, equinos, antilopes, rinocerontes, roedores y bovinos, siendo en estos de mayor
importancia debido a las pérdidas econémicas ocasionadas por una disminucién en la
produccién y la presencia de abortos, este protozoario es considerado actualmente como uno
de los principales agentes etiol6gicos causantes de abortos en bovinos lecheros. Aunque la
neosporosis actualmente no es considerada una zoonosis, si ha sido posible infectar de
manera experimental a primates sugiriendo una potencial interaccion y fuente de infeccion
con el hombre (Dubey, 2003; Dubey, et al., 2007; Almberg, et al., 2009).

2.3.4 Fases evolutivas y localizacion
La localizacion de este parasito dentro del organismo es variada y diferente entre hospedero

definitivo e intermediario, de lo cual depende cada una de las diferentes fases evolutivas que
se generan a lo largo de su ciclo biolégico encontrandose dentro de los hospederos

intermediarios dos diferentes fases extraintestinales y de reproduccion asexual de este
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parésito como lo son taquizoitos (fases de reproduccién rapida) de forma ovoide, semilunar
o globular dependiendo la etapa de divisién en la que se encuentren y con un tamarfio
promedio de entre 5-7 um de largo por 1-2 um de ancho, una membrana plasmatica de 3
capas y un complejo apical compuesto de 22 microtubulos, 2 anillos apicales, un conoide y
un anillo polar; ademés de contener varios organelos existentes en otros protozoarios
Apicomplexa como son los micronemas, roptrias y granulos densos entre otros, los
taquizoitos pueden invadir una gran variedad de células nucleadas del organismo para
posteriormente envolverse en una vacuola parasitofora donde se reproducen rapidamente por
endodiogenia; sin embargo al penetrar dentro de la célula a veces son generados bradizoitos
(Fase de reproduccion lenta) que se encuentran contenidos dentro de quistes tisulares que
pueden llegar alcanzar un tamafio de hasta 100 um dependiendo del numero de bradizoitos
contenidos en su interior y con un tamafio aproximado de 8 um de largo por 2 um ancho
(Camarillo, et al., 2002). Ambos estadios se encuentran ubicados en diferentes tejidos y
organos del animal contenidos en el interior de las células llegando a infectar células
endoteliales, miocitos, macréfagos, neuronas y hepatocitos entre otros; en érganos como
rifidn, higado, bazo, pulmoén y piel, a consecuencia de la liberacion de los taquizoitos después
de la lisis celular son diseminados a todo el organismo a través de la circulacion sanguinea
logrando invadir mas tejidos (Dubey, et al., 2006; Ortega-Mora, et al., 2007; Sohn, et al.,
2011).
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Figura No. 4 Estructura de un taquizoito de Neospora caninum (adaptado de Aguado-Martinez, et al.,
2005).

En el hospedero definitivo encontramos las fases catalogadas como intraintestinales que se
llevan a cabo dentro del tracto digestivo, aunque actualmente no se han identificado la
mayoria de las formas involucradas en la fase intestinal presentes en este hospedero, sin
embargo se tiene identificado la presencia de ooquistes infectantes con un tamafio promedio
de 10-15 pm en heces de caninos (Razmi, 2009), dentro de cada uno de estos ooquistes se ha
identificado la presencia de dos esporoquistes que contiene 4 esporozoitos cada uno y que
son generados mediante la etapa de esporogonia; a diferencia de lo que sucede en el ciclo
bioldgico de otras coccidias, en la fase intestinal de Neospora caninum toda via no se han
logrado identificar las etapas de esquizogonia y gametogonia aunque se mantiene la teoria de
que son las que preceden a la formacion del ooquiste (Dubey, et al., 2007).

Es importante mencionar que también los perros también pueden actuar como hospederos
intermediarios donde la neosporosis se puede manifestar en forma sistémica y localizarse en
su fase extraintestinal de igual modo que en otros hospederos intermediarios (Dubey &
Schares, 2006; Ortega-Mora, et al., 2007).
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2.3.5 Ciclo Biologico
El ciclo bioldgico de Neospora caninum se puede empezar a describir por medio de la

ingestion tejidos infectados con quistes tisulares por parte de un canino donde por medio de
diferentes mecanismo bioquimicos presentes en el tracto digestivo son destruidos y dejados
en libertad los esporozoitos que se estableceran a nivel intestinal de su hospedero definitivo
el perro, dentro del cual completara ciertas etapas de su fase intraintestinal, de las cuales a
pesar de que se desconocen ciertas etapas se tiene la teoria que al igual que sucede en el ciclo
biolégico de otras coccidias este parasito también cursa por las etapas de esquizogonia y
gametogonia, etapas previas y necesarias para dar origen a una nueva generacion de estos
protozoarios mediante la formacion del ooquiste infectante de Neospora que sera nuevamente
eliminado con la heces y que contaminaran el agua y alimento de sus hospederos
intermediarios ( (Dubey, et al., 2007; Razmi, 2009; Conzuelo, et al., 2011).

Para que se lleve a cabo de manera completa el ciclo bioldgico es necesaria la ingestion de
ooquistes infectantes por parte de sus hospederos intermediarios, dentro de los cuales se
localizan dos estadios de reproduccion asexual que permiten la diseminacion y el
establecimiento del parasito dentro del organismo (Ortega-Mora, et al.,, 2007). Los
taquizoitos son capaces de invadir de forma activa una gran variedad de células nucleadas de
diferentes tipos de tejidos como son, musculo, cerebro, corazén, higado, pulmon, rifién, piel,
placenta, etc. una vez en el interior de una célula se envuelven en una vacuola parasitéfora
donde se reproducen rapidamente por endodiogenia, para producir una nueva generacion de
varios cientos de taquizoitos infectantes que son liberados al organismo después de causar la
lisis de la célula, donde una vez libres los taquizoitos son capaces de invadir células
circunvecinas o diseminarse por medio del torrente sanguineo a todo el organismo e infectar
otras células y tejidos de organismo, tomando principalmente importancia en vacas gestantes
debido a que el parasito por via sanguinea realiza una migracién transplacentaria llegando a
infectar al feto con una tasa de transferencia del 90% que se va incrementando al ir avanzando
la gestacion del animal (Dubey, et al., 2006).

A pesar de que el sistema inmune del animal lucha activamente para controlar la infecciéon y
a los taquizoitos circulantes en sangre, algunos taquizoitos alcanzan a penetrar e invadir una

célula en donde empiezan un fase de reproduccion lenta dentro de un quiste tisular localizado
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en diversos tejidos el cual contiene en su interior nuevos estadios llamados bradizoitos, los
cuales se encuentran protegidos dentro de este quiste tisular de cualquier respuesta o accion
de sistema inmunologico evitando asi su destruccion y ocasionando el establecimiento de la
enfermedad de manera cronica en los animales infectados; el proceso de la destruccion de los
quistes tisulares y la liberacion de los bradizoitos al organismos se tiene reportado que esta
ligado a diferentes factores inmunodepresores que propician la liberacién de estos bradizoitos
y la reactivacion de la neosporosis en el animal (Dubey, et al., 2007).

El hospedero definitivo se infecta al consumir carne contaminada con quistes tisulares
ubicados en diferentes tejidos del hospedero intermediario, dando origen a una nueva fase
enteroepitelial del ciclo de este protozoario y la posterior eliminacién de ooquistes infectantes

en las heces de los caninos (Dubey, et al., 2007; Razmi, 2009).
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Figura N° 2.

Figura No. 5 Ciclo biolégico Neospora caninum (elaboracién propia con datos de Dubey et al., 2007)
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2.3.6 Vias de transmision
En el ganado se tienen identificadas dos diferentes vias de transmision de neosporosis a las

cuales se le atribuye la diseminacion de la enfermedad dentro de las explotaciones lecheras.
La primera de ellas es la transmision transplacentaria (vertical o endégena) que consiste en
la transmision del protozoario en vacas con una infeccion cronica a sus crias en el Utero,
debido a la migracion de bradizoitos reactivados dentro de los quistes tisulares presentes en
los tejidos de la madre favorecidos o estimulados por una disminucion en la proteccion
mediada por células del sistema inmunolégico lo cual ayuda a la recrudescencia de la
enfermedad y a su posterior migracion e invasion por medio del torrente sanguineo hacia la
placenta originando asi la infeccion del feto, este mecanismo es considerado el de mayor
importancia en bovinos ya que su indice de transmision Madre-Feto se encuentra en un
promedio del 90% lo cual garantiza que el parasito sea transmitido a la nueva descendencia,
siendo también identificado este mecanismo en especies como caninos, felinos, roedores y
ovinos, por mencionar algunos (Muhammet, et al., 2011; Rosbottom, et al., 2008).

La segunda via identificada es la transmision horizontal en la que el ganado adquiere la
infeccion tras la ingestion de ooquistes infectantes esporulados que se encuentran
contaminando el agua o alimento de los animales, actualmente solo ha sido identificado la
transmision de vacas con una infeccidn crénica a su progenie durante varias generaciones,
sin embargo el contagio vaca a vaca no ha sido comprobado; asi mismo se sabe que Neospora
caninum puede ser excretado por la via galactogénica , descargas uterinas y semen del ganado
infectado aungue no se considera que estas vias sean importantes para la diseminacion de la
enfermedad ya que el numero de parasitos presentes en estos fluidos es infrecuente (Dubey,
et al., 2007; Muhammet, et al., 2011).

Entorno a la neosporosis y su interaccion entre hospederos definitivos e intermediarios asi
como factores predisponentes para transmision de la enfermedad han sido identificados
diferentes factores de riesgo asociados con este problema parasitario entre los cuales se tiene
ya observados que la presencia de perros en los establos, la contaminacion del alimento del
ganado con materia fecal de caninos infectados, el agua, época del afo, el clima, nimero de
animales existentes en la explotacion, el uso comunal de los potreros para el ganado, la
presencia de retenciones placentarias mayores al 10% en gestaciones previas, origen de los

animales de remplazo en el hato, presencia de anticuerpos contra otros agentes infecciosos,
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alimentacion con calostro a los becerros y la alimentacion del ganado a base de ensilaje de
maiz contaminado con hongos durante el verano, todos esos factores son considerados de
riesgo y capaces de llegar a desencadenar o activar la enfermedad (Bartels, et al., 1999;
Medina, 2008; Figura 2).

2.3.7 Signos Clinicos
La manifestacion clinica en los animales es variada y principalmente depende del tipo de

hospedero que se vea infectado, en caninos la presentacion sistémica de la enfermedad se
manifiesta mediante signos clinicos asociados con problemas neurologicos entre los cuales
se encuentra una paresia flacida de uno o ambos miembros posteriores y subsecuentemente
los miembros anteriores también se ven afectados a consecuencia de una paralisis progresiva
con una posterior atrofia muscular, paralisis de la mandibula, disfagia y pérdida progresiva
de los reflejos oculares (Dubey, et al., 2007; Yu, et al., 2009).

En bovinos el signo clinico principal y més evidente es la presencia de abortos esporéadicos
0 endémicos, que se presentan durante los Gltimos dos tercios de la gestacion, siendo durante
el 5° y 6° mes donde se presentan el mayor indice de abortos con un cierto grado de autolisis
o momificacion; aunque gran parte de los fetos infectados congénitamente llegan a término
su gestacion y nacen clinicamente sanos pero como portadores latentes de la enfermedad,
existe la probabilidad de que algunos becerros nacidos infectados via congénita manifiesten
signos clinicos neuroldgicos asociados con las lesiones producidas en el sistema nervioso,
las cuales pueden ir desde una ligera paralisis de los miembros anteriores y/o posteriores,
escoliosis, hidrocefalia y un estrechamiento la luz del canal medular (Dubey, et al., 2006;
Dubey, et al., 2007; Ortega-Mora, et al., 2007).

Los abortos ocasionados por neosporosis pueden ser considerados como resultado de la
reactivacion de la enfermedad crénica en las madres e inducida por una pérdida de la
inmunidad durante la gestacion que propicia la reactivacion de los bradizoitos enquistados
en los tejidos (Bartels, et al., 1999). Diversos autores sefialan que la ingestion de micotoxinas
presentes en el alimento del ganado principalmente a base de ensilaje es un factor de riesgo
que desencadena la enfermedad debido al efecto inmunodepresor y estrogénico que generan

ciertos tipos de micotoxinas; las vacas infectadas con Neospora caninum en forma latente
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tiene entre 2-3.5 més probabilidades de abortar a comparacion de vacas no infectadas (Dubey,
et al., 2007; Ghanem, et al., 2009; Queiroz, et al., 2012).

2.3.8 Importancia Econémica
La neosporosis es una de las principales causas de fallo reproductivo en el ganado lechero y

de carne en muchos paises, causando considerables pérdidas econémicas por la ocurrencia
de abortos, atencion profesional, diagndstico de la enfermedad y pérdidas en la produccién
de leche. Dubey, et al., (2007) sefiala que los costos involucrados por la pérdida del feto son
muy variables y dependen principalmente de la edad, valor genético de la cria y de la madre,
asi como las pérdidas en la produccion de nuevas crias.

Respeto a la produccion lactea se sabe que las pérdidas econdmicas son de consideracion ya
que diferentes estudios han demostrado esta disminucion en la produccion en vacas
seropositivas a Neospora caninum, en un estudio realizado en Estados Unidos en un hato con
una poblacion de 2000 vacas encontrd una diferencia en la produccion aproximadamente de
1 kg de leche menor en vacas seropositivas en relacién con vacas no infectadas (Thurmond,
et al., 1995), datos similares a los obtenidos en otro estudio realizado en un hato con una
poblacién de 700 vacas donde se reporté neosporosis una disminucion en la produccion de
entre el 3 'y 4% de la produccion lactea, con un costo promedio de 128 délares por vaca por
lactancia (Hernandez, et al., 2001). Otros estudios indican que este efecto en la produccion
se mantiene principalmente en vacas seropositivas durante los primeros 100 dias en
produccién, en explotaciones donde es comun la presencia de abortos y la disminucion en la
produccién durante la primera gestacion sin que se conozca realmente el verdadero efecto
fisiopatolégico generado en la produccion de leche (Bartels, et al., 1999). Las pérdidas
asociadas a la produccion de carne debido a la disminucion en la ganancia de peso diario
equivalen a 15.62 délares por ternero, sin embargo la verdadera pérdida econdémica causada
por neosporosis es debido a la presencia de abortos en donde el costo varia dependiendo el
valor genético de la cria abortada (Barling, et al., 2000), solamente en el estado de California
en Estados Unidos se ha estimado que la pérdida econdémica producida generado en 40 000
abortos debidos a Neospora caninum equivalen a 35 millones de délares anuales (Bartels, et
al., 1999), en Suiza las pérdidas econémicas a causa de Neospora estan valoradas en 9.7

millones de euros anuales, lo cual ha generado cambio en la politica interior haciendo de la
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neosporosis una enfermedad de reporte obligatorio desde el 2001 (Hasler, et al., 2006), al ser
una enfermedad distribuida a nivel mundial también se tiene registrado que en Australia y
Nueva Zelanda las pérdidas economicas equivalen a 100 millones de délares solamente en lo
que respecta a los abortos (Barr, et al., 1998).

Se estima que las pérdidas econdémicas en la industria lechera en diez paises de América,
Europa y Oceania ocasionadas por neosporosis son equivalentes a mas de $1298 millones
de ddlares anuales en donde el 64.9% de esta perdidas se concentran en el bovinos lecheros
y el 35.1% en bovinos de carne, estimando perdidas economias a nivel mundial solamente a
casusa de los abortos por $2380 millones de dolares anuales (Reichel, et al., 2013). En
México se reporta que las pérdidas anuales en granjas lecheras es de $68.5 millones de
ddlares con un total de 2.7 millones de vacas lecheras en riesgo de infeccion y abortos
causados por Neospora (Reichel, et al., 2013). En Aguascalientes, México el porcentaje de
desecho anual en granjas lecheras es 22.2% siendo las principales causas de desecho los
problemas reproductivos y productivos (Vitela-Mendoza, et al., 2004).

2.3.9 Patogenia
Gran parte de las lesiones producidas por neosporosis se desarrollan principalmente en

placenta y feto debido a la parasitemia que realiza mediante una transmision endogena al
activarse este protozoario en el momento en que la hembra entra en gestacién y por diversos
factores que favorecen la disminucion de la respuesta inmune, reactivacion y migracion del
parasito hacia los tejidos fetales ocasionando la presencia de abortos o el nacimiento de crias
nazcan como portadores pasivos de la enfermedad, estas lesiones son originadas por la accion
que realiza el parasito al penetrar cada una de las células nucleadas a las que tiene tropismo,
reproducirse en su interior, causar la lisis de la célula y su subsecuente inflamacion y necrosis
(Dubey, et al., 2006; Rosbottom, et al., 2008; Rosbottom, et al., 2011).

En bovinos que adquieren la infeccion por primera vez mediante una transmision horizontal
todavia no se tiene identificada completamente la forma de cada una de las lesiones presentes
y los acontecimientos que suceden durante el curso de esta infeccidn, aungue se presume que
gran parte de las lesiones generadas sean similares a las ocurridas en la toxoplasmosis ovina
(Rosbottom, et al., 2007), en donde al igual que esta enfermedad se cree que al ingresar los

ooquistes infectantes de Neospora caninum via oral estos liberan en el intestino los
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esporozoitos contenidos en su interior, los cuales al ser liberados deberian de invadir el
epitelio intestinal y convertirse en taquizoitos lo cual se presume sucede al interior de los
nodulos mesentéricos donde una vez generadas estas nuevas estructuras son liberadas via
circulatoria y distribuidas al resto del organismo (Dubey, et al., 2006).

Actualmente se tiene identificado que la transmision enddgena o transplacentaria es la via
mas eficiente por la cual el parésito logra infectar al feto, factor que se ha sido demostrado
en diferentes estudios donde vacas seropositivas a Neospora caninum son mas propensas a
manifestar abortos a comparacion de vacas seronegativas, lo cual se relaciona a la posible
reactivacion del parasito debido a la disminucion en la respuesta inmune que se genera de
forma natural en vacas durante el segundo tercio de la gestacion (Rosbottom, et al., 2011),
existiendo evidencias de que el parasito se mantiene en forma latente en el organismo
huésped en forma de quistes tisulares en sistema nervioso o musculo esquelético evadiendo
asi la accion del sistema inmune hasta su posterior reactivacion; tanto en hembras no
gestantes y durante los primeros meses de gestacion el paréasito es controlado por células
inmunitarias como son linfocitos T citotoxicos (CD4%) sin embargo al ir avanzando la
gestacion se produce un reduccién en la proliferacion de estas células y del interferén gamma
INF y permitiendo la reactivacion de la neosporosis y la liberacion de bradizoitos que
realizaran una migracion hacia el Utero de la madre para posteriormente via transplacentaria
invadir y colonizar los tejidos del feto donde el parésito se multiplicara, dafiara la placenta y
ocasionara una insuficiente oxigenacion y nutricion que desencadenaran la expulsion del
producto (Camarillo, et al., 2002; Dubey, et al., 2006; Rosbottom, et al., 2008).

El desarrollo fetal es de suma importancia para la patogenia de la neosporosis ya que durante
los 280 dias que dura la gestacion de un bovino, conforme va avanzando la gestacion también
va madurando el sistema inmunoldgico de feto permitiendo que los animales cuyo desarrollo
fetal sea mas avanzado tengan mayores probabilidades de sobrevivir y de defenderse de la
enfermedad a comparacion de fetos jovenes cuyo sistema inmunologico toda via se encuentra
inmaduro (Regidor-Cerrillo, et al., 2010), debido a que durante el primer tercio de gestacion
organos como el timo, bazo y los nddulos linfaticos periféricos se encuentran en plena
formacion y son capaces de reconocer microorganismos patdgenos ya para el segundo tercio

de la gestacion, siendo ya para el dia 100 y 150 de gestacion capaz de generar o iniciar una
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respuesta inmune que posterior a los 150 dias es capaz de reconocer y responder de forma
adecuada contra diversos agentes etiologicos (Ortega-Mora, et al., 2007).

Al evaluar este mecanismo de maduracion del sistema inmune en contra de Neospora
caninum se ha logrado identificar por qué los fetos son sumamente sensibles a la neosporosis
durante el primer tercio de la gestacion y ocasionar asi la muerte del producto, sin embargo
para el segundo tercio de gestacion el feto es capaz de crear una respuesta inmune en contra
de este protozoario que puede permitirle llegar a sobrevivir a la parasitemia siendo capaz ya
el tltimo trimestre de generar una respuesta especifica que le permita controlar la enfermedad
y nacer aparentemente sano pero con la neosporosis latente en su organismo (Dubey, et al.,
2006).

Inmunolégicamente el equilibrio materno-fetal es sumamente importante ya que cualquier
desequilibrio en esta estrecha relacion ocasionaria que el feto sea reconocido como un cuerpo
extrafio y las defensas de la madre actden sobre él para tratar de eliminarlo. Siendo de suma
importancia todos aquellos cambios y lesiones producidos a nivel de placenta que pudieran
terminar en aborto o reabsorcion embrionaria, debido al dafio ocasionado a los cotiledones y
su repercusion en el aporte de nutrientes y oxigeno de la madre a la cria, asi como una
reduccion en la produccion de progesterona y el metabolismo de las prostaglandinas
(Rosbottom, et al., 2008).

Este equilibrio se encuentra mediado por diferentes tipos de células del sistema inmune entre
las cuales se encuentran citoquinas hematopoyéticas, macréfagos, citoquinas reguladoras del
crecimiento e interleucinas, dicha respuesta mediada por células que se ve alterada por
parasitos intracelulares como Neospora caninum los cuales inducen respuestas
inmunoldgicas nocivas como la produccion de citoquinas tipo Th, interferon gamma (IFN-
v), interleucinas (IL-2) y factor de necrosis tumoral (TNF-a) que propician la inflamacion,
gue sumando la infeccidn parasitaria son capaces de inducir por medio de las prostaglandinas
una luteolisis prematura, contracciones uterinas y la expulsion del feto (Rosbottom, et al.,
2011). Actualmente se desconoce de manera exacta que tan ligados estan la respuesta
inmunoldgica y la produccion de prostaglandinas para que se genere la expulsion del
producto mas sin embargo se tiene la teoria que el insuficiente aporte de oxigeno durante la
gestacion estimula la sintesis de adenocorticotropina (ACTH) fetal, produciendo un

incremento en el cortisol fetal e induciendo la secrecion de estrégenos y prostaglandinas por
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parte de la placenta lo cual origina una involucion latea y una disminucion en la secrecién de
progesterona (Dubey, et al., 2006; Rosbottom, et al., 2011).

Microscopicamente las lesiones producidas en el feto se empiezan a generar una vez que el
parasito ha colonizado la placenta y migrado via sanguinea para invadir diferentes tejidos
fetales como corazén, higado, pulmén y musculo esquelético pero teniendo mayor tropismo
hacia sistema nervioso central en cada uno de estos tejidos penetra al interior de las células
para reproducirse y multiplicarse lo que da origen a un proceso inflamatorio no supurativo y
la aparicion de focos de necrosis en los cada uno de los diferentes tejidos debido a la lisis
celular y liberacién del parasito (Rosbottom, et al., 2007; Rosbottom, et al., 2008).

En fetos de mayor edad el proceso de multiplicacion se ve ligeramente mas restringido donde
los focos de necrosis tisular se encuentran en forma localizada a diferencia de fetos jovenes
asi mismo el grado de necrosis tisular puede estar generalizado y con una importante
infiltracion de monocitos y linfocitos en el proceso inflamatorio; macroscépicamente los
fetos infectados con neosporosis pueden estar momificados, con un cierto grado de autolisis
0 sin ningun tipo de lesion aparente lo cual depende principalmente del desarrollo fetal,
debido a este tipo de lesiones y de cada uno de sus diferentes mecanismos de accion la
neosporosis es considerada a nivel mundial un agente primario de abortos en bovinos con un
porcentaje del 5% de abortos en una explotacion (Dubey, et al., 2006; Rosbottom, et al.,
2011).

2.3.10 Epidemiologia
A nivel mundial se ha reportado la prevalecia de neosporosis en ganado lechero en un rango

del 10-65% y asociado a problemas reproductivos y presencia de abortos en explotaciones
lecheras (Dubey, et al., 2007). En Canadé la prevalencia en el ganado bovino productor de
leche mediante pruebas ELISA dio como resultado que la infeccidn por N. caninum se puede
encontrar en la gran mayoria de los establos con prevalencias que van desde 5.6% hasta los
25.5%; mientras que en ganado de carne seroprevalencia fue de un 6.5 al 30 % (Paulo, et
al., 2005).

Un estudio realizado 35 estados americanos y 3 provincias canadienses encontré una

seroprevalencia del 7% en perros infectados con Neospora caninum (Dubey, et al., 2007). En
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estudios realizados en Japon, Corea y México, el porcentaje de infeccion en perros rurales
(88-90%) fue mayor que lo reportado en perros de areas urbanas (4-10%; Paulo, et al., 2005).
Diversos autores han reportado la prevalencia de Neospora caninum en diferentes estados de
la republica Mexicana Coahuila (14-88%), Chihuahua (29-36%), Hidalgo (12-55%),
Querétaro (43-100%), Jalisco (20-22%) y Veracruz (26-47%) atribuyendo como posible
causa de prevalencias tan elevadas a la transmision congeénita y presencia de animales de
edad mayor (5 afios) las explotaciones pecuarias (Garcia-Vazquez, et al., 2005; Romero-
Salas, et al., 2010).

En Aguascalientes la situacién ante Neospora es similar a lo reportado en otros estados de la
republica, ya que se han reportado prevalencias desde el 32-100% en ganado lechero y en
perros de areas rurales y urbanas del 40 y 20% respectivamente (Garcia-Vazquez, et al., 2002;
Cruz-Vazquez, et al., 2008). En un estudio realizado en fetos abortados en vacas de establos
lecheros de Aguascalientes se encontrd que el 80% de los fetos resultaron positivos a
Neospora caninum mediante PCR en establos con prevalencias del 59% a este protozoario
(Medina-Esparza, et al., 2006 ). Entre los factores asociados a la seroprevalencia a Neospora
caninum en ganado lechero de Aguascalientes se ha reportado que el agua de bebida de los
animales es una potencial fuente de infeccion donde se identific6 ADN del parasito en el
90% de las muestras colectadas, otros factores de riesgo que se asociaron fueron también la
presencia de coyotes, antecedentes de presencia de micotoxinas y abortos en las

explotaciones (Conzuelo, et al., 2011).

2.3.11 Diagnéstico
El diagnostico de neosporosis se puede llevar a cabo de diferentes maneras, tratando de

correlacionar la manifestacién de signos clinicos como el aborto, la historia clinica, las
lesiones existentes en el feto complementandolas con diversas pruebas diagnosticas
seroldgicas, histoldgicas y de biologia molecular para generar un diagnostico integral que
nos ayude a saber con exactitud la presencia de este protozoario como causa de abortos en la
explotacion (Ortega-Mora, et al., 2007).

2.3.11.1 Diagnoéstico clinico

Al manifestarse en una explotaciéon lechera la presencia de abortos e inferir que son

originados por Neospora caninum, se deben de asociar cada uno de los signos clinicos antes
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mencionados con cada uno de los diferentes cambios pos-mortem que presentan los fetos
segun el mes de gestacion en el cual se hubieran generado, en caso de encontrar lesiones
sugestivas con neosporosis se deberdn tomar muestras correspondientes como placenta,
higado, pulmdn, corazon, masculo esquelético y cerebro para histopatologia y muestras de
suero sanguineo tanto de la madre como del feto para su analisis seroldgico y molecular
(Dubey & Schares, 2006; Ortega-Mora, et al., 2007).

2.3.11.2 Diagnéstico histopatoldgico
Microscopicamente las lesiones causadas por Neospora puede encontrarse en una gran

variedad de tejidos y érganos, en sistema nervioso central que pueden ir desde cerebro hasta
médula espinal presentando principalmente focos de necrosis con una encefalomielitis no
supurativa e infiltrados de leucocitos y células mononucleares alrededor de las aéreas de
necrosis, lesiones similares son encontradas en miocardio e higado en los cuales se aprecia
cierto grado de necrosis de las células hepaticas y un ligero grado de autolisis en miocardio
con infiltracién de células mononucleares (Dubey, et al., 2006). A nivel de placenta las
lesiones se concentran principalmente en los cotiledones y placentomas en los cuales se
aprecia una inflamacion no supurativa y la subsecuente necrosis causada por la penetracion,
multiplicacion y liberacion del parasito a nivel intracelular (Rosbottom, et al., 2008).

La inmunohistoquimica es una de las técnicas mas confiables para demostrar en los tejidos
que presenten lesiones la presencia de N. caninum (Yu, et al., 2009), para lo cual se emplea
el uso de anticuerpos monoclonales o policlonales especificos contra este protozoario
sometiendo un corte histoldgico desparafinado contra un anti suero especifico y se evalla la
reaccion generada contra el complejo avidina-biotina-peroxidasa, dicha reaccion permite
identificar de manera clara los parasitos tefiidos en los tejidos, siendo mas facilmente

identificable en cerebro y corazdn (Dubey & Schares, 2006; Ortega-Mora, et al., 2007)

2.3.11.3 Diagnaéstico seroldgico.
Las pruebas seroldgicas para la deteccion de anticuerpos contra Neospora caninum se basan

en la utilizacién de antigenos de taquizoitos, esporozoitos o bradizoitos (Aguado-Martinez,
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etal., 2005; Dubey & Schares, 2006; Yu, et al., 2009). Estas brindan informacion importante
acerca del transcurso de la enfermedad ya que en infecciones primarias y en los dias
posteriores del primer contagio empiezan a generarse anticuerpos IgM e IgG,
incrementandose hasta los 6 meses la produccion de 1gG; en donde de manera inicial a la
infeccion las 1gGy se iran incrementando mientras que en forma tardia las 1gG2 aumentaré su
concentracion (Aguado-Martinez, et al., 2005). Los titulos de anticuerpos especificos en el
bovino se mantienen a lo largo de su vida sin embargo varian conforme va transcurriendo la
enfermedad, por lo cual bajos niveles de IgG; son indicativos de una respuesta a una infeccion
reciente y al contrario altos niveles de IgG2 son indicativos de una infeccion cronica y
comunmente observable en animales mayores a 6 meses expuestos naturalmente a la
infeccion por Neospora caninum (Aguado-Martinez, et al., 2005; Dubey & Schares, 2006;
Ortega-Mora, et al., 2007).

Entre los métodos seroldgicos utilizados se encuentran la Inmunofluorescencia Indirecta
(IFl) y ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), estos métodos indirectos solo
demuestran que los animales han estado expuestos al parasito mediante la deteccion de
anticuerpos y debido a las caracteristicas propias del ciclo biologico de este protozoario son

indicativas de la presencia del mismo (Hye-Jin, et al., 2003; Dubey & Schares, 2006).

2.3.11.4 Diagnostico por biologia molecular.
La gran importancia de estas técnicas esta principalmente sustentada por la facilidad para

detectar en forma precisa ADN del paréasito en pequefias muestras de tejido ya sea de los
fetos abortados o de cada uno de los diferentes hospederos tanto definitivos como
intermediarios, se ha logrado identificar ADN en sangre liquido cefalorraquideo, liquido
amniotico leche, semen y otros tejidos de animales infectados (Dubey & Schares, 2006;
Ortega-Mora, et al., 2007).

Recientemente los diferentes protocolos para PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
no solo estan enfocados a la identificacion si no ya también a la cuantificacion de ADN de
N. caninum, la sensibilidad y especificidad del diagnostico mediante PCR es influenciada por
la seleccién de ADN adecuado, protocolos adecuados para colecta y almacenamiento de las
muestras, extraccion y purificacion del ADN de la muestra (Dubey & Schares, 2006; Ortega-
Mora, et al., 2007).
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2.3.12 Tratamiento y control.
En la actualidad no se cuenta con medidas adecuadas para dar un tratamiento eficaz y certero

contra la neosporosis ya que los farmacos existentes no son capaces de generar una respuesta
eficaz contra este protozoario, motivo por el cual las medidas para tratar esta enfermedad van
mas encaminadas hacia la prevencion y el control para mantener en niveles bajos la
prevalencia de la enfermedad dentro de una explotacion pecuaria, teniendo en cuenta que
para establecer un programa de control hay que tener bien establecida la relacion costo-
beneficio de las pruebas requeridas asi como de los mecanismos para controlar esta
enfermedad, debido a que estas medidas deben adaptarse a la region y a la explotacion,
debiendo tomar en cuenta factores como: la bioseguridad, prevalencia de la enfermedad en
el hato, funcién zootécnica de los animales, repercusiones sobre la actividad reproductiva y
productiva de los animales, identificar a animales positivos, seleccion de crias, restringir el
acceso de perros a cierta areas de la explotacion (bodega de granos y area de alimentacion de
los animales); lo ideal seria realizar pruebas serologicas a los animales existentes e
introducidos en la explotacion sin embargo la relacion costo beneficio resulta incosteable
para gran parte de los productores al igual que la eliminacion de las vacas seropositivas a
Neospora caninum la cual es una medida eficiente para controlar la enfermedad pero
sumamente costosa de realizar en una explotacion (Cruz-Vazquez, 2002; Dubey, et al., 2007).
Diversos estudios han enfocado las medidas de control en dos principales vertientes para
tratar de controlar la neosporosis en el ganado bovino lechero, dirigidos al control de la
transmision exogena y control de la transmision enddgena (Reichel, et al., 2014).

Evitar el contacto entre perros y rebafios, evitar que los perros y otros canidos silvestres
contaminen las tierras de pastoreo o los piensos, asegurar un bienestar adecuado de las vacas,
especialmente durante el segundo trimestre de gestacion, eliminar vacas seropositivas con
registros de dos 0 mas abortos, inseminar vacas seropositivas con semen de Limosin para
evitar el nacimiento de animales infectados y reducir las tasas de abortos, verificar que la
involucion uterina sea normal después de un aborto (Almeria & Lopez-Gatius, 2013; Reichel,
et al., 2014). El control de la transmision enddgena incluye medidas como realizar pruebas
seroldgicas a los animales recién introducidos, transferencia de embriones, eliminar animales

seropositivos, crianza selectiva, establecer medias de bioseguridad para minimizar el
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contagio con otros agentes infecciosos (diarrea viral bovina, rinotraqueitis infecciosa bovina,
salmonelay leptospira; estas medidas minimizaran los riesgos de reactivacion y transferencia
materno- fetal del parasito (Reichel, et al., 2014).

Otras medidas que se han sugerido para el control de la neosporosis incluye el uso de
farmacos anti-coccidianos como el toltrazuril, clindamicina, azitromicina los cuales han
demostrado tener la capacidad de retrasar la propagacion de taquizoitos en el organismo e
inhibir la sintesis de proteinas ribosomales del protozoario; La vacunacion es otra alternativa
que se ha contemplado controlar la presencia de esta enfermedad, sin embargo la elevada
persistencia del parasito en animales vacunados, el potencial riesgo de reversion de la
virulencia y la dificultad en la distribucién y conservacion de la cadena fria han impedido el

registro de nuevas vacunas en el mercado (Goodswen, et al., 2013; Reichel, et al., 2014).
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS
El consumo de aflatoxinas en los alimentos por vacas Holstein, infectadas naturalmente con

Neospora caninum, esta relacionado con la reduccion de la respuesta inmunoldgica y con la

ocurrencia de aborto.

3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo General
Identificar los factores inmunitarios y toxicolégicos presentes en la exposicion natural a la

combinacion de la infeccién por Neospora caninum y el consumo de aflatoxinas en el

alimento de vacas Holstein y sus fetos abortados durante la primera y segunda gestacion.

3.2.2 Objetivos Especificos
e Identificar y cuantificar la presencia de aflatoxinas existentes en el alimento de vacas

Holstein durante la primera y segunda gestacion.

e Identificar la respuesta inmune a la infeccién por Neospora caninum de ganado
Holstein infectado naturalmente durante la primera y segunda gestacion.

e Detectar los cambios bioquimicos y patoldgicos presentes durante la primera y
segunda gestacion de ganado Holstein, asi como en los fetos abortados.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 LUGAR DE ESTUDIO
El presente trabajo se llevo a cabo en la region del altiplano central mexicano, en los estados

de Aguascalientes y Jalisco, abarcando los municipios de EI Llano (Aguascalientes), Lagos
de Moreno y Encarnacion de Diaz (Jalisco). El clima en esta region se clasifica como
templado seco y semicélido semiseco, con lluvias principalmente en verano, con una
temperatura promedio que oscila entre los 18.4 °C y una precipitacion anual de 518.4 mm,
(INEGI 2006).

4.2 DISENO DEL ESTUDIO

4.2.1 Seleccion de la Unidad Productora Lechera (UPL)
El presente estudio es de tipo descriptivo longitudinal para el cual fueron elegidas dos UPL

por un método de conveniencia, en donde los establos seleccionados cumplieron con los
siguientes criterios de inclusion:
e Ubicado en la region lechera de Aguascalientes-Jalisco
e Animales de mantuvieron sistema de estabulacion libre.
e Brinde las facilidades necesarias para dar el seguimiento necesario a los animales
seleccionados previamente a lo largo de dos gestaciones.
e Ambas explotaciones deben contar con animales reactores a Neospora caninum.
e Uno de los establos debera de mantener activo un programa de control de problemas
de contaminacion por micotoxinas en el alimento.
e Estar certificado como libres de brucelosis.
e Permitir la toma de muestras durante todo el tiempo que dure la investigacion (mayo
2012 a mayo 2014).

En base a estos criterios seleccion se establecieron dos UPL en el cual UPL1 (Control), UPL2

(secuestrante).
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4.2.2 Seleccion de Animales
En cada uno de los establos se establecerd un grupo de 40 vaquillas a las que se mantendré

un monitoreo mensual a lo largo de 2 gestaciones, los grupos estaran divididos bajo las

siguientes caracteristicas:

Establo Control (UPL 1)

Grupo Control Nc™: 20 vaquillas seronegativas a Neospora caninum y expuestas naturalmente
a micotoxinas.

Grupo Control Nc*: 20 vaquillas seropositivas a Neospora caninum y protegidas por un

programa de control de micotoxinas.

Establo Secuestrante (UPL 2)

Grupo Secuestrante Nc: 20 vaquillas seronegativas a Neospora caninum expuestas y
protegidas por un programa de control de micotoxinas (presencia de secuestrante de
micotoxinas en la dieta).

Grupo Secuestrante Nc*: 20 vaquillas seronegativas a Neospora caninum expuestas y
protegidas por un programa de control de micotoxinas (presencia de secuestrante de

micotoxinas en la dieta).

El inicio del estudio fue determinado al momento en que las vaquillas seleccionadas
previamente cumplian 50 dias posteriores a la inseminacion artificial y su diagnostico de
gestacion resulto positivo. A partir de ese momento se realiz6 un muestreo mensual durante

su primera y segunda gestacion.

4.3 OBTENCION DE MUESTRAS

4.3.1. Ensilaje de maiz
Se realiz6 por medio de técnica de “W” o zig-zag que consiste en dibujar una linea imaginaria

en el ensilaje sobre la cual se determina la eleccion de los puntos de muestreo vy la distancia

de los mismos (Bautista & Santos, 2004). Se tomaran cinco muestras de ensilaje de 1.0 kg
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cada una, a una distancia de 2 m. aproximadamente una de otro y se depositaran en una bolsa
de pléstico, haciendo una muestra compuesta de 5 kg, a partir de la cual se obtendrd una
muestra de 1.0 kg para el analisis y determinacion de Aflatoxinas totales, el muestreo se

Ilevara a cabo de forma mensual (Figura 3).

Figura No. 3 Técnica de ""W"'(Bautista & Santos, 2004).

4.3.2 Concentrado
Se colectaron muestras de cada uno de los elementos que conforman parte de la dieta con un

peso de 1.0 kg cada uno, se depositaran en una bolsa de plastico, haciendo una muestra
compuesta a partir de la cual se obtendra una muestra de 1.0 kg para el andlisis y
determinacion de Aflatoxinas totales, el muestreo se llevara a cabo de forma mensual (Figura
4; Bautista & Santos, 2004).
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Figura No. 4 Almacén de alimentos

4.3.3 Racion total mezclada (RTM)
Se realizara por medio de técnica de “W” (Figura 5) en los comederos de los animales sobre

la cual se determinaran diferentes puntos para el muestreo y la distancia de los mismos donde
se tomaran cinco muestras de alimento con un peso de 1.0 kg cada una, a una distancia de 2
m. aproximadamente una de otro y se depositaran en una bolsa de plastico, haciendo una
muestra compuesta de 5 kg, a partir de la cual se obtendra una muestra de 1.0 kg para el
analisis y determinacion de Aflatoxinas totales, el muestreo se llevara a cabo de forma
mensual (Bautista & Santos, 2004).
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Figura No. 5 Técnica de “W” para la racion total mezclada (Bautista & Santos, 2004).

4.3.4 Obtencidn de muestras de los animales
In vivo se recogera sangre entera de la vena coccigea en tubos con anticoagulante (citrato de

sodio y EDTA) para la determinacion de la actividad enzimatica especifica, proteinas totales,
albumina y tiempo de protrombina, mientras que para la obtencion de suero se tomaran
muestras en tubos sin anticoagulante para valorar la respuesta inmune humoral materna. Al
nacimiento de los terneros se volvera a tomar sangre de la madre y del ternero, previamente
a la toma de calostro. Las muestras se colectadas mensualmente serdn mantenidas en
refrigeracion (—80 °C) hasta su uso posterior en el laboratorio (Figura 6).

Post-mortem en los abortos que se recogieron, se procedié a la necropsia, donde se evaluo la
presencia de lesiones macroscopicas y el estado general del feto (fresco, momificado o
autolisado), se colectaron muestras de encéfalo, corazon, pulmon, higado y musculo
esquelético para evaluar la produccion de anticuerpos. De cada 6rgano se conservo una
porcién en formalina al 10%, tamponada a pH=7 y estabilizada con metanol y mantenida a
temperatura ambiente para su posterior andlisis histopatol6gico; Otra porcion de los mismos
6rganos mantuvo en conservacion a —80 °C hasta proceder a la extraccién de ADN y ARN,

para el diagnéstico molecular mediante PCR anidada.
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Figura No. 6 Disefio general del estudio.

4.4 TECNICAS DIAGNOSTICAS

4.4.1 Determinacion Aflatoxinas mediante HPLC
El método de analisis se basa en la separacién de componentes mediante cromatografia de

liquidos de alta resolucion con deteccion por fluorescencia, mediante la extraccion de la
muestra con cloroformo, La separacion y determinacion final se utilizando una columna de
fase reversa (inversa) Cis, Seguida de una reaccion de derivatizacion post-columna con
solucién acuosa de yod se procede a comparar el cromatograma del patrén de aflatoxina y de
la muestra problema (AOAC, 1995) (Anexo 1).

4.4.2 Cuantificacion de aflatoxinas totales mediante ELISA.
Las muestras de alimento se analizaron para la deteccion de aflatoxinas totales mediante

ELISA con un kit comercial (RIDASCREEN®FAST marca Rbiopharm) La base del ensayo
es la reaccion antigeno-anticuerpo. Los pocillos de la microplaca estan sensibilizados con
anticuerpos dirigidos contra anticuerpos anti-aflatoxina. La aflatoxina libre y el conjugado
aflatoxina-enzima compiten por los sitios de union de los anticuerpos anti-aflatoxina
(inmunoensayo enzimético competitivo). Al mismo tiempo, los anticuerpos anti-aflatoxina

se unen a los anticuerpos de captura inmovilizados. La medicidn se hace fotomeétricamente a
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450 nm. La absorbancia es inversamente proporcional a la concentracion de aflatoxina en la

muestra (Reyes-Velazquez, et al., 2009) (anexo 2).

4.4.3 Tiempo de protrombina
El principio de la técnica se basa en que la adicion de tromboplastina y calcio en muestras de

plasma induce la formacion del coagulo de fibrina. EI método mide el tiempo que tarda en

formarse el coagulo (Quick, 1935). Ver anexo 3.

4.4.4 Proteinas totales
El fundamento de la técnica se basa en que la proteina presente en la muestra reacciona con

los iones cobre (I1) en un medio alcalino, originando un complejo coloreado que se cuantifica

por espectrofotometria (Gornall, et al., 1949). Ver anexo 4

4.4.5 Albumina
La metodologia de la técnica se sustenta en que la albumina presente en la muestra reacciona

con el verde de bromocresol en un medio &cido, originando un complejo coloreado que se

cuantifica por espectrofotometria (Doumas, et al., 1971). Ver anexo 5.

4.4.6 Fosfatasa alcalina
El fundamento de la técnica se basa en que la fosfatasa alcalina cataliza en medio alcalino la

transferencia del grupo fosfato del 4-nitrofenilfosfato al 2-amino-2-metil-1-propanol (AMP),
liberando 4-nitrofenol. La concentracion catalitica se determina a partir de la velocidad de
formacion del 4-nitrofenol, medido a 405 nm (IFCC, 1983; Rosalki, et al., 1993). Ver anexo
6.

4.4.7 Gamma-glutamil transferasa
La gamma-glutamiltransferasa (y -GT) cataliza la transferencia del grupo g-glutamilo de la

g-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida a la glicilglicina, liberando 3-carboxi-4-nitroanilina. La
concentracion catalitica se determina a partir de la velocidad de formacién de la 3-carboxi-
4-nitroanilina (IFCC, 2002; IFCC, 2010). Ver anexo 7.
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4.4.8 Alanina aminotransferasa
El fundamento del método radica en que la alanina aminotransferasa (ALT o GPT) cataliza

la transferencia del grupo amino de la alanina al 2-oxoglutarato, formando piruvato y
glutamato. La concentracion catalitica se determina, empleando la reaccion acoplada del
lactato deshidrogenasa (LDH), a partir de la velocidad de desaparicién del NADH, medido a
340 nm (Gella, et al., 1985) (Garcia, et al., 2003). Ver anexo 8.

4.4.9 Aspartato aminotransferasa
La aspartato aminotransferasa (AST o GOT) cataliza la transferencia del grupo amino del

aspartato al 2-oxoglutarato, formando oxalacetato y glutamato. La concentracion catalitica
se determina, empleando la reaccion acoplada del malato deshidrogenasa (MDH), a partir
de la velocidad de desaparicion del NADH, medido a 340 nm (Gella, et al., 1985). Ver anexo
9.

4.4.10 Glutation Reducido
El glutation reducido es una antioxidante que tiene por funcion principal inhibir la

peroxidacién enzimatica originada de la conjugacion del glutation reducido con xenobidticos
y diversas moléculas que desencadenan un proceso de oxidacion celular, para su
cuantificacion se utiliza o-ftalaldehido como un reactivo; el método tiene unporcentaje de
recuperacion del 90 al 110% (Hissin & Hilf, 1976). Ver anexo 10

4.4.11 Transferasas de glutation
Las transferasas de glutation son un grupo de enzimas que se encargan de iniciar el proceso

de destoxificacion, catalizando los compuestos del grupo —SH del glutation y neutralizando
los sitios electrofilicos para convertirlos posteriormente en compuestos mas solubles (Habig,
etal., 1974). Ver Anexo 11.

4.4.12 Técnica para la deteccion de anticuerpos contra Neospora caninum.
Las muestras de suero sanguineo se analizaron para la deteccién de anticuerpos contra

Neospora caninum mediante ELISA indirecto con un kit comercial (HerdCheck® IDEXX

laboratorios); el fundamento consiste en emplear un antigenos (intracelulares y de
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membrana) fijos en el kit para la deteccidn de anticuerpos especificos en suero (Bjorkman &
Uggla, 1999) (anexo 12).

4.4.13 ELISA NclgG, NclgGi e NclgGo.
Se procedio a la valoracion de la respuesta inmune humoral a lo largo del estudio mediante

la determinacion de NclgG, NclgG: e NclgG», usando un ELISA indirecto con proteinas
solubles de N. caninum como antigeno con la finalidad de mostrar el comportamiento de la
enfermedad mediante el monitoreo de 1gG, y IgG>, los cuales son indicativos de la presencia

de una infeccion cronica o reciente (Aguado-Martinez, et al., 2005) (anexo 13).

4.4.14 ELISA NcSAGs y NcGRA7?
Los diferentes tipos de ELISA recombinantes usados para la deteccion de anticuerpos

especificos contra Neospora caninum han demostrado tener una alta especificidad, utilizando
proteinas de los granulos densos NcCGRA:7 y antigenos de superficie (Aguado-Martinez, et
al., 2008; Alvarez-Garcia, et al., 2013) (anexo 14).

4.4.15. ELISA de avidez
El fundamento de esta técnica consiste en la evaluacion de la maduracion del sistema

inmune posterior a una infeccion por Neospora caninum, lo cual genera un mayor
incremento y reconocimiento por parte de anticuerpos especificos en donde los primeros
anticuerpos producidos tras una primo infeccion tiene una menor afinidad por el antigeno
que los anticuerpos producidos en una infeccién crénica, ver anexo 15 (Alvarez- Garcia,
2003).

4.4.16 Inmunofluorescencia indirecta en suero precalostral.
El estudio de la respuesta humoral en suero precalostral de los terneros se realizd mediante

la deteccion de 1gG especificas frente al parasito utilizando la técnica de inmunofluorescencia
indirecta. Como antigeno se utiliz6 taquizoitos de N. caninum obtenidos en cultivo celular y
fijados con formol tamponado a pH=7 (Alvarez-Garcia, et al., 2013). El conjugado anti IgG
de bovino unido a fluoresceina (Sigma, referencia F-7887) sera utilizado a una dilucién 1:150
en una solucion PBS-azul de Evans (1:10000) ver Anexo 16.
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4.4.17. Pruebas diagndsticas en fetos abortados (histopatologia y PCR).
En caso de que ocurriese un aborto en los animales bajo estudio, se acudira a la mayor rapidez

posible para la recuperacion del feto (>3 horas) para la toma de muestras de 6rganos (higado
pulmon, corazon, cerebro y musculo estriado) los cuales seran conservados en formalina
neutra bufferada al 10% para su conservacion. Las muestras fijadas y embebidas en parafina
se tefiirdn con la técnica hematoxilina y eosina (Prophet, et al., 1994) para la identificacion
de lesiones ocasionadas por Neospora caninum Yy aflatoxinas (anexo 17). Las muestras
conservadas de cerebro se les realizé la prueba de PCR anidado para identificar la presencia
de ADN de Neospora caninum (Ellis, et al., 1999; Medina-Esparza, et al., 2006 ) (anexo 18).

4.5 ANALISIS DE LA INFORMACION
Los resultados de todas las variables obtenidas de los muestreos fueron capturadas y

ordenadas en una base de datos electronica estableciendo, el andlisis estadistico de la primera
y segunda gestacion esta realizado mediante el procedimiento de modelos lineales generales
de SAS (2009, version 9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC), con un arreglo factorial de
tratamientos en donde el factor Secuestrante y el factor Neospora tendran niveles
dicotdmicos que seran establecidos para el caso secuestrante como si 0 no y para Neospora
+ 0 -; quedando establecidos cuatro diferentes grupos en base al uso de secuestrante y la
seropositividad a Neospora caninum de la siguiente manera Control N. caninum positivo,
Control N. caninum negativo, Secuestrante N. caninum positivo y Secuestrante N. caninum
negativo en donde seran analizadas las diferencias entre grupos para cada una de las variables
respuesta (concentracién de Aflatoxinas, tiempo de protombina, proteinas totales, albumina,
fosfatasa alcalina, alanina aminotransferasa, aspartato aminotransferasa, gamma-glutamil,
glutation reducido, transferasas de glutation, NclgG, NclgGi, NclgG2, NcSAGs y NcGRA;,
INF y). La comparacion de medias de cada uno de los grupos se realizd por medio de la
prueba protegida de Fisher (LSD) y las medianas por la prueba de W de Mann-Whitney,
considerando como significativo un nivel de confianza de para las pruebas anteriormente

mencionas p< 0.05.
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5. RESULTADOS

5.1 RESULTADOS CUANTIFICACION DE AFLATOXINAS EN ALIMENTOS 12
GESTACION

Las muestras de alimento (racion total mezclada, ensilaje y concentrado) colectadas de las
UPL 1 (Control) y UPL2 (secuestrante) entre los meses de mayo 2012 a enero 2013 durante
la primera gestacion y cuantificadas mediante ELISA se encontré que la UPL 1 obtuvo la
concentracion mas alta de aflatoxinas en ensilaje y concentrado con concentraciones
promedio de 14.4 y 8.8 nug/kg mientras que en la UPL 2 las fueron de 10.3 y 5.2 pg/kg
respectivamente; sin embargo mediante el uso de un secuestrante de AFs como complemento
de la dieta, la concentracion de AFs presentes en la RTM de la UPL 2 fue de 5.3 pg/kg
mientras que para la UPL1 el promedio general fue de 9.3 pg/kg encontrandose diferencias
estadisticas significativas entre ambos grupos (P<0.01); en ambos grupos el ensilaje obtuvo
las concentraciones mas altas de AFs, presentandose un incremento en la UPL 2 a partir del
cuarto mes de gestacion donde se produce un incremento en la concentracion de AFs hasta

alcanzar su concentracion maxima de 24 pg/kg (figura No. 9).
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Figura No. 6 Concentracién de Aflatoxinas totales en mediante ELISA (ug/kg) a-b Literales diferentes
muestran diferencias significativas entre las medias de ingredientes (Prueba de Tukey, p<0.01).

UPL: unidad productora lechera; NPM: nivel maximo permitido; USA: United States of America; MX:
Meéxico; UE: Unién Europea.
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5.2 RESULTADOS PRUEBAS BIOQUIMICAS 12 GESTACION
Respecto a las pruebas bioquimicas realizadas en plasma el tiempo de protrombina resulto

con diferencias estadisticamente significativos (P<0.01) entre ambos grupos en donde el UPL
1 (Control) presento un incremento en este valor con un promedio entre los 18.7- 19.1 seg

comparado con UPL 2 donde los valores se encontraron entre los 16 seg (figura No. 10).
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Figura No. 7 Tiempo de protrombina (seg) en vacas lecheras (primera gestacion)
Cada valor representa el promedio de la cuantificacién obtenida de procesar cada muestra por
duplicado de las vacas del grupo (n= 45). Vr, Valor de referencia. a-b Literales diferentes muestran
diferencias significativas entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).

Los valores de proteinas totales se encontraron en la UPL 1 (43.0-43.1 g/L) por debajo de los
rangos normales establecidos entre los 50 y 80 g/L, las diferencias entre grupos resultaron
ser estadisticamente significativas (P<0.01) entre La UPL 1y UPL 2 (53.7-55.0 g/L) (figura
No. 11).
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Figura No. 8 Proteinas totales (g/L) en vacas lecheras (primera gestacion)

Cada valor representa el promedio de la cuantificacién obtenida de procesar cada muestra por
duplicado de las vacas del grupo (n= 45). Vr, Valor de referencia. a-b Literales diferentes
muestran diferencias significativas entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).

Los valores de albumina sérica en UPL 1 se encontraron ligeramente disminuidos y cercanos
al limite inferior del valor de referencia (25-37 g/L), con un valor promedio de 28.9 y 29.7
g/L, existiendo diferencias estadisticas altamente significativas (P>0.01) en comparacion con
los valores obtenidos para la UPL 2 donde las concentraciones de albumina sérica se
encontraron entre los 38.1 y 40 g/L (figura No.12).
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Figura No. 9 Albimina (g/L) en vacas lecheras (primera gestacion)
Cada valor representa el promedio de la cuantificacion obtenida de procesar cada muestra por
duplicado de las vacas del grupo (n= 45). Vr, Valor de referencia. a-c Literales diferentes
muestran diferencias significativas entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).
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Asi mismo se cuantifico la actividad enzimatica de diferentes enzimas indicadoras de dafio
hepéatico y de importancia diagnodstica en procesos de intoxicacién aguda o cronica or
aflatoxicosis, estas enzimas forman parte de las herramientas diagnosticas del médico clinico
para la valoracion del funcionamiento hepatico. En este estudio se observaron diferencias

estadisticamente significativas (P<0.5) entre cada una de las UPL.

La actividad enzimatica de fosfatasa alcalina (figura No. 13) mantuvo un promedio en ambos
grupos por debajo del pardmetro normal (35-355 U/L; kaneki, 1980; Cork et al., 2002) con
valores entre las 21.6 y 23.4 U/L para la UPL 1y de 10 y 11 U/L para la UPL 2. Existiendo
diferencias significativas entre los grupos (P<0.05).
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Figura No. 10 Fosfatasa alcalina (U/L) en vacas lecheras (primera gestacién)
Cada valor representa el promedio de la cuantificacién obtenida de procesar cada muestra por
duplicado de las vacas del grupo (n= 45). Vr, Valor de referencia. a-b Literales diferentes muestran
diferencias significativas entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).

La enzima alanina aminotransferasa (figura No. 14) mostro significa estadistica (P<0.05)
entre ambos grupos, en donde la actividad enzimatica para estuvo con valores promedio de
152.3 y 127.9 U/L para la UPL 1y 126.8 y 127. 5 U/L para la UPL 2 siendo estos valores
superiores al valor de referencia (11 - 40 U/L).
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Figura No. 11 Alanina Aminotrasferasa (U/L) en vacas lecheras (primera gestacion)
Cada valor representa el promedio de la cuantificacién obtenida de procesar cada muestra por
duplicado de las vacas del grupo (n= 45). Vr, Valor de referencia. a-b Literales diferentes
muestran diferencias significativas entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).

Los valores promedio de aspartato aminotransferasa para cada una de las UPL se
mantuvieron dentro de los valores de referencia 60-150 U/L (Kaneko, 1980), sin embargo la
UPL 1 tuvo registro valores entre los 109.4 y 122.6 U/L, mientras que para la UPL 2 los
valores fueron de 90.7 - 92.6 U/L respectivamente (figura No. 15).
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Figura No. 12 Aspartato Aminotransferasa (U/L) en vacas lecheras (primera gestacion)
Cada valor representa el promedio de la cuantificacion obtenida de procesar cada muestra por
duplicado de las vacas del grupo (n= 45). Vr, Valor de referencia.a-b Literales diferentes
muestran diferencias significativas entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).
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Los valores promedio obtenidos para Gamma-glutamil transferasa (figura No. 16), para los
animales positivos y negativos a Neospora caninum de la UPL 1 fueron de 31.7 y 35.2 U/L
respectivamente mientras que los valores para los animales de la UPL 2 en esos mismos
grupos en la fueron 23.4 y 20.1 U/L respectivamente, los cuales se encontraron dentro de los
limites del valor de referencia de 20 -27 U/L (Kaneko, 1980).
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Figura No. 13 Gamma-glutamil transferasa (U/L) en vacas lecheras primera gestacion
Cada valor representa el promedio de la cuantificacion obtenida de procesar cada muestra
por duplicado de las vacas del grupo (n=45). Vr, Valor de referencia. a-b Literales diferentes
muestran diferencias significativas entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).

La figura No 17 muestra los valores obtenidos respecto a la concentracion de glutation
reducido en los animales de los grupos UPL1 Nc+ y UPL1 Nc- 1.13-1.09 nmol/gr contra
UPL2 Nc+ y UPL2 Nc- 0.86 y 0.90 nmol/gr respectivamente, encontrandose diferencias
estadisticas entre ambas UPL (P>0.05).
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Figura No. 14 Glutation (U/L) en vacas lecheras primera gestacién
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Cada valor representa el promedio de la cuantificacién obtenida de
procesar cada muestra por duplicado de las vacas del grupo (n= 45).

Vr 2.8-5.6 nmol/gr

En la figura No 18 se muestra la actividad sérica de las transferasas de glutation para todos

los grupos de ambas UPL en los cuales no se encontraron diferencias estadisticas (P>0.05)

entre grupo teniendo valores entre los 4.65 y 4.9 umol/min/g para la UPL 1y de 4.66 7 4.88

pmol/min/g en la UPL 2.

Vr 2.8-5.6 umol/min/g
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Figura No. 15 Transferasas de glutation (umol/min/g) en vacas lechera primera gestacion
Cada valor representa el promedio de la cuantificacidn obtenida de procesar cada muestra por

duplicado de las vacas del grupo (n= 45).
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Con respecto a los pardmetros reproductivos evaluados se encontré que en los animales del
grupo control pertenecientes en a la UPL 1 presentaron algunos abortos durante su primera
gestacion siendo un total de 8 abortos; cuatro para cada uno de los grupos de la UPL 1
negativos y positivos a Neospora caninum mientras que en la UPL 2 no se presenté ningun
aborto durante esta gestacion, siendo significativas (P>0.05) las diferencias en cuestion de la
ocurrencia de abortos, mientras que para el numero de servicios a primer parto no se
presentaron diferencias entre ninguna de las dos unidades productoras lecheras teniendo en

ambas un promedio de dos servicios por concepcion (tabla No. 1).

Tabla 3 Pardmetros reproductivos primera gestacion

UPL1 (Control) UPL 2 (Secuestrante)
Parametro N, caninum  N. caninum N. caninum  N. caninum
negativo positivo negativo positivo
Servicios 2 2 2 3
Abortos 4 4 0 0

Vacas por grupo (n=45).

5.3 RESULTADOS PRUEBAS INMUNOLOGICAS 12 GESTACION
De los 90 animales que se seleccionaron durante la primera gestacion solamente se

procesaron muestras sanguineas para pruebas inmunoldgicas de 53 animales, los cuales
correspondieron a hembras cuya gestaciéon logro llegar a término de manera exitosa (47
animales) y de hembras que abortaron durante su primera gestacion (6 animales), las
muestras de sangre de los animales restantes no se procesaron debido a que el término de su
gestacion fue posterior al cierre de la primer parte del estudio y a la realizacién de las pruebas
inmunoldgicas.

Los resultados seroldgicos de las muestras procesadas mostraron una mayor seroconversion
de los animales establecidos al inicio del estudio como negativos a la infeccion por N.
caninum; en donde en la UPL Nc- 2 el 21% de los animales seroconvirtieron; mientras que
el grupo UPL1 Nc- el 54% de los animales inicialmente seronegativos resultaron al término
de la primera gestacion positivos a la presencia de este parasito. De manera general el
porcentaje de animales que seroconvirtieron fue del 34% de animales negativos a Neospora

caninum, mientras que en los animales positivos debido a la naturaleza y la cronicidad de la
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infeccion ocasionada por este protozoario los grupos se mantuvieron sin cambio alguno a lo

establecido inicialmente.

Tabla 4 Seroconversion en vacas lecheras primera gestacion

Animales Porcentaje
GRUPO No. animales Seroconvertidos %) L
(ELISA) °
UPL 1 Nec- 13 7 54
UPL 1 Nc¢+ 11 0 0
UPL 2 Nc- 19 4 21
UPL 2 Nc¢+ 10 0 0

Los resultados inmunoldgicos de ELISA para la deteccion de Nc 1gG: y la determinacion del
IRPC (indice relativo por ciento) demostraron diferencias estadisticas significativas (P<0.01)
en relacion a los niveles presentes en animales seropositivos con respecto a los animales
negativos a Neospora en donde el grupo UPL 1 Nc+ y UPL 2 Nc+, obtuvieron un IRPC de
38.8% y 39.2% respectivamente a comparacion con los grupos UPL 1 Nc- y UPL 2 Nc- con
el 18.7% y 19.6% (figura No 19).
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Figura No. 16 Respuesta inmunolégica a Nc 1gG: primera gestacion
Cada valor representa el promedio de la cuantificacién obtenida de procesar cada muestra
por duplicado de las vacas del grupo (n= 45). Valor de referencia. a-b Literales diferentes
muestran diferencias significativas entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).

Con respecto IRPC de Nc IgG: (figura No 20) los animales pertenecientes a los grupos
seropositivos a Neospora caninum de la UPL 1y 2 mostraron niveles entre el 69.2% y 58.9%,
en comparascion con los animales negativos a N. caninum en donde el IRPC para la UPL1
fue de 29.1% y para la UPL2 del 14.7 existiendo diferencias estadisticas significativas entre

cada uno de los cuatro grupos bajo estudio (P<0.01).
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Figura No. 17 Respuesta inmunolégica a Nc 1gG2 primera gestacion
Cada valor representa el promedio de la cuantificacion obtenida de procesar cada muestra por duplicado de
las vacas del grupo (n= 45). Valor de referencia. a-b Literales diferentes muestran diferencias significativas

entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).
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En inmunoglobulinas totales(figura No 21) mostraron valores promedio para el grupo UPL
1 Nc+ de un 38%, mientras que el grupo UPL 2 Nc+ fue del 28% siendo estadisticamente
diferentes (P<0.01) mientras que para los grupos UPL 1 Nc- y UPL2 Nc- los valores fueron
del 6.05% y 1.86% respectivamente (P<0.01).
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Figura No. 18 Respuesta inmunolégica a Nc 1gG primera gestacion
Cada valor representa el promedio de la cuantificacion obtenida de procesar cada muestra por duplicado de
las vacas del grupo (n= 45). Valor de referencia. a-b Literales diferentes muestran diferencias significativas
entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).

El analisis inmunoldgico mediante ELISA para la deteccion de proteinas especificas de N.
caninum como NcGraz dio como resultado que los animales abortados obtuvieron los niveles
mas elevados de esta proteina (P<0.01) principalmente en los meses en los cuales ocurrio el
aborto siendo el tercero y quinto de gestacion los que se obtuvo un IRCP del 22 al 61%
respectivamente y con una media de 35.23%. Para el grupo UPL1 Nc- el valor del IRPC fue
del 15.7 %, mientras que los grupos UPL1 Nc+ y UPL2 Nc+ resultaron ser estadisticamente
diferentes con medias de 21.0 y 25.9% respectivamente, el grupo UPL2 Nc- fue el grupo con

los niveles mas bajos de IRPC con un valor promedio del 7.49% (figura No 22)
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Figura No. 19 Respuesta inmunoldgica a NcGRA7 primera gestacion
Cada valor representa el promedio de la cuantificacion obtenida de procesar cada muestra por duplicado de
las vacas del grupo (n= 45). Valor de referencia. a-b Literales diferentes muestran diferencias significativas
entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).

Los resultados obtenidos de la evaluacion de la respuesta inmune en relacion a los antigenos
de superficie cono NcSAG4 mostro diferencias significativas (P<0.01) donde los grupos
seropositivos de la UPL1 y 2 tuvieron valores promedio de 10.4 y 12% respectivamente,
mientras que los animales de los grupos seronegativos mostraron ser diferentes
estadisticamente entre ellos, en donde el promedio por grupo para el caso fue de 2.6% para
el grupo UPL1 Nc+ y de 4.6% para la UPL2 Nc- (figura No 23).
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Figura No. 20 Respuesta inmunolégica a NcSAG4 primera gestacion
Cada valor representa el promedio de la cuantificacion obtenida de procesar cada muestra por duplicado de
las vacas del grupo (n= 45). Valor de referencia. a-b Literales diferentes muestran diferencias significativas
entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).
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5.4 RESULTADOS HISTOPATOLOGIA Y PCR EN FETOS ABORTADOS
PRIMERA GESTACION

Durante la primera gestacion se logré recuperar cinco de los seis fetos abortados, los cuales
unicamente se presentaron en los animales de la UPL 1, presentandose tres abortos en
hembras seropositivos a N. caninum y 3 en animales seronegativos a esta infeccion.

Las muestras de tejidos obtenidas de los fetos abortados (corazon, encéfalo, higado, pulmén)
se trabajaron por medio de histopatologia para la identificacion de lesiones asociadas a la
infeccion por N. caninum, sin embargo solamente en uno de los fetos se logré identificar en

los tejidos una infiltracion linfocitaria perivascular asociada a neosporosis (figura No 24).

Figura No. 21 (A) Hepatitis linfoplamositaria periportal multifoal, microscopio ocular a 10X, (B).
Misma lesion vista en microscopio con ocular a 100X

Los resultados obtenidos mediante la amplificacién en PCR en tejidos embebidos en parafina
dio como resultado la presencia de genoma de Neospora caninum en el 100% de los fetos y
por lo tanto positivo la presencia de ADN de este protozoario (figura No 25).
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Figura No. 22 Gel de agarosa al 2.5% con marcador molecular, y amplificacion en los 18 pozos, con 3
tejidos de 6 fetos abortados positivos

5.5 RESULTADOS INMUNOFLUORESENCIA INDIRECTA (IFI) EN CRIASDE LA
12 GESTACION

De las 33 crias nacidas durante la primera gestacion solamente se pudieron colectar 29
muestras de suero precalostral, las cuales fueron sometidas a Inmunofluoresencia indirecta
para la deteccidn de anticuerpos especificos de N. caninum obteniendo como resultado el
87.9 % de las crias nacidas congénitamente infectas, los porcentajes de becerros infectados
congénitamente para cada uno de los grupos fue: UPL1 Nc+ 57.1% (4/7), UPL1 Nc- 60%
(3/5), UPL2 Nc+ 70% (7/9), sin embargo para el grupo UPL2 NC- No se detect6 la presencia

del parasito en ninguna de las crias (figura No 26).

Figura No. 23 Resultados IFI en becerros precalostrales (A) control positivo (40X) (B) control
negativo (40X) (C) muestra positiva de suero precalostral (40X).
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5.6. RESULTADOS CUANTIFICACION DE AFLATOXINAS EN ALIMENTOS 22
GESTACION

Para la segunda gestacion se realizd una reorganizacion de los animales de la UPL2
estableciendose dos nuevos grupos en esta

Durante la segunda gestacion la UPL 1 la concentracion media de Afs en la RTM fue de 9.36
Hg/kg, ensilaje y concentrado de 17. Y 6.47 pg/kg respectivamente en donde en el mes
numero 5 se alcanzaron la concentraciones mas altas de estos dos ingredientes con una
concentracion de 35 y 66 pg/kg respectivamente existiendo diferencias estadisticas (P<0.01)
entre la concentracion presente entre el ensilaje y la racion integral de este grupo (Figura No
27).
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Figura No. 24 Concentracion de Aflatoxinas totales mediante ELISA (ug/kg) segunda gestacion (A)
UPL 1 (B) UPL 2

En la UPL 2 el ensilaje fue la parte del alimento en la que se encontro los niveles mas altos
de aflatoxinas 18.2 pg/kg seguido por el concentrado con 17.5 pg/kg mientras que la RTM
tuvo una concentracion de AFs de 11.8 pg/kg en la cual el uso de secuestrante de AFs esta

presente la dieta de los animales (Figura No 27).

5.7. RESULTADOS PRUEBAS BIOQUIMICAS 22 GESTACION
En base a los resultados obtenidos de los muestreos realizados durante la segunda gestacion

ocurrié en la UPL1 una disminucion en los valores de tiempo de protrombina en los animales
del grupo control promedio con valores entre los 16.3 y 16.9 segundos a comparacion con
los del grupo con secuestrante que se mantuvieron entre los 19 segundos, la UPL2 mantuvo

un promedio de 17 segundos (figura No.28).
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Figura No. 25 Tiempo de protrombina (seg) segunda gestacion (A) UPL 1 (B) UPL 2

Cada valor representa el promedio de la cuantificacion obtenida de procesar cada muestra por duplicado de
las vacas del grupo (n=45). Valor de referencia. a-b Literales diferentes muestran diferencias significativas
entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).

La segunda gestacion mostro diferencias estadisticas significativas en la UPL 1 con respecto
a las proteinas totales (P<0.5) en animales de los grupos control donde los valores se
mantuvieron entre los 64 y 65 g/L con respecto a los animales de los grupos con secuestrante
que oscilaron entre los 79.8 y 77.4 g/L. Para la UPL 2 la concentracion media de proteinas
totales de los animales que estuvieron sometidos a la administracion dietética de un
secuestrante (grupos Secuestrante Nc+ y Secuestrante Nc-) fue de 65.2 y 64.7 g/L
respectivamente (figura No. 29).
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Figura No. 26 Proteinas totales (g/L) segunda gestacion (A) UPL 1 (B) UPL 2
Cada valor representa el promedio de la cuantificacion obtenida de procesar cada muestra por duplicado de
las vacas del grupo (n= 45). Valor de referencia. a-b Literales diferentes muestran diferencias significativas
entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).
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Los valores encontrados con respecto a albumina sérica mostraron diferencias entre los
grupos control y Secuestrante de la UPL 1 en donde el grupo control mostro niveles entre los
25y 26 g/L los cuales fueron mas bajos comparados con los grupos con secuestrante que se
encontraron entre los 42 y 36 g/L; mientras que los animales de ambos grupos de la UPL 2

se mantuvieron con valores promedio de 30 g/L (figura No. 30).

Albumina (g/L)

Vr 25-37g/L
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Control Nc+ Control Nc- Secuestrante Nc+ Secuestrante Nc- Secuestrante Nc+ Secuestrante Nc-

UPL 1 UPL 2

Figura No. 27 Albumina (g/L) segunda gestacién (A) UPL 1 (B) UPL 2
Cada valor representa el promedio de la cuantificacion obtenida de procesar cada muestra por duplicado de
las vacas del grupo (n=45). Valor de referencia. a-b Literales diferentes muestran diferencias significativas
entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).

La fosfatasa alcalina se encontré mas elevada en los animales del grupo Control de la UPL 1
en donde los animales Control Nc- tuvieron un promedio de 48.5 U/L y el Control Nc+ de
42 U/L siendo estadisticamente significativos (P<0.05) estos valores con respecto a los
obtenidos a los grupos con secuestrante donde el promedio se encontré entre los 36 y 33 U/L
para los grupos Secuestrante Nc+ y Nc-, mas sin embargo los valores de estos mismos grupos

pero de la UPL 2 se encontraron entre los 42 y 44 U/L respectivamente (figura No. 31).
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Figura No. 28 Fosfatasa alcalina (U/L) segunda gestacién (A) UPL 1 (B) UPL 2
Cada valor representa el promedio de la cuantificacion obtenida de procesar cada muestra por duplicado de
las vacas del grupo (n=45). Valor de referencia. a-b Literales diferentes muestran diferencias significativas
entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).

Para la variable alanina aminotransferasa los resultados obtenidos fueron para la UPL 2 de
los grupos control positivos y negativos a Neospora de 49 y 55 U/L mientras que para los
grupos con Secuestrante fue de entre 37 y 43 U/L mas sin embargo para las UPL 1 el
promedio para los grupos con secuestrante se mantuvo entre los 55 y 66 U/L (figura No.32).
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Figura No. 29 Alanina aminotransferasa (U/L) segunda gestacién (A) UPL 1 (B) UPL 2
Cada valor representa el promedio de la cuantificacion obtenida de procesar cada muestra por duplicado de
las vacas del grupo (n= 45). Valor de referencia. a-b Literales diferentes muestran diferencias significativas
entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).

Los valores enzimaticos de aspartato aminotransferasa en los animales pertenecientes al
grupo Control Nc+ de la UPL1 fueron los mas altos con niveles de 85 U/L los cuales fueron

significativamente diferentes a los de los demas grupos (P<0.05) siendo para el grupo Control
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Nc- de 52.8 U/L mientras que los valores de los grupos Secuestrante Nc+ y Secuestrante Nc-
se mantuvieron entre 57 y 63 U/L; para la UPL2 fue de 57 y 46 U/L de la par los grupos

Secuestrante Nc+ y Secuestrante Nc- respectivamente (figura No.33).
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Figura No. 30 Aspartato aminotransferasa (U/L) segunda gestacion (A) UPL 1 (B) UPL 2
Cada valor representa el promedio de la cuantificacion obtenida de procesar cada muestra por duplicado de
las vacas del grupo (n= 45). Valor de referencia. a-b Literales diferentes muestran diferencias significativas
entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).

Gamma-glutamil tranferasa fue otra de las variables que se present6 elevada en los grupos
control de la UPL1 donde el promedio se estableci6 entre los 38 y 37 U/L superando los
niveles de los grupos con secuestrante de esa misma explotacion donde los valores reportados
fueron 28 y 26 U/L y encontrandose diferencias significativas entre grupos (P<0.05) asi
mismo comparando estos mismos grupos con los grupos con secuestrante de la UPL 2 se

mostraron con valores similares entre los 26 y 23 U/L (figura No.34).
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Figura No. 31 Gamma-glutamil transferasa (U/L) segunda gestacion (A) UPL 1 (B) UPL 2
Cada valor representa el promedio de la cuantificacion obtenida de procesar cada muestra por duplicado de
las vacas del grupo (n= 45). Valor de referencia. a-b Literales diferentes muestran diferencias significativas
entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).

Las Transferasas de glutation solo mostraron que para la UPL1 solamente el grupo Control
Nc+ resulto ser estadisticamente significativo con respecto a los otros grupos teniendo un
promedio de 5.9 (umol/min/g) mientras que para que para el otro grupo Control y

Secuestrante el promedio se mantuvo entre los 5.6 (umol/min/g) (figura No. 35)
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Figura No. 32 Transferasas de glutation (umol/min/g) segunda gestacién (A) UPL 1 (B) UPL 2
Cada valor representa el promedio de la cuantificacion obtenida de procesar cada muestra por duplicado de
las vacas del grupo (n= 45). Valor de referencia. a-b Literales diferentes muestran diferencias significativas
entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).

La figura No. 36 muestra los valores generales obtenidos para glutation reducido en donde
se observa que en la UPL1 los grupos Control Nc+ y Nc- presentaron diferencias (P<0.05)
con respecto a los grupos con secuestrante de esa misma en donde los valores cuantificados
fueron para los grupos control de 4.11 y 4.28 nmol/gr y para los de secuestrante de 3.56 y
3.58 nmol/gr valores similares a los encontrados en la UPL2 en donde el grupo Secuestrante

Nc+ tuvo una media de 3.20 nmol/gr y mientras que el Secuestrante Nc- fue de 3.10 nmol/gr.
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Figura No. 33 Glutation reducido (nmol/gr) segunda gestacion (A) UPL 1 (B) UPL 2
Cada valor representa el promedio de la cuantificacion obtenida de procesar cada muestra por duplicado de
las vacas del grupo (n=45). Valor de referencia. a-b Literales diferentes muestran diferencias significativas
entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).

5.6. RESULTADOS PRUEBAS INMUNOLOGICAS 22 GESTACION
Durante la segunda etapa de esta investigacion correspondiente a la segunda gestacion, se le

dio el seguimiento a un total de 44 animales en donde se tuvo una seroconversion general del
80% mientas que por unidad productiva lechera fue UPL1 75% (3/4) y UPL2 70% (7/10) en
los animales seronegativos generandose un incremento el nimero de los animales positivos

a causa de la neosporosis.

Tabla 3 Seroconversion en vacas lecheras segunda gestacion

Animales Porcentaje
Grupo No. animales Seroconvertidos %) L
(ELISA) ’
UPL 1 Nc- 4 3 75%
UPL 2 Nc- 10 7 70%

Los resultados inmunoldgicos con respecto a Nc 1gG: demostraron diferencias estadisticas
significativas (P<0.01) en la UPLL1 en los animales pertenecientes a los grupos seropositivos
con respecto a los animales negativos a Neospora, donde el grupo Control Nc+ y Secuestrante
Nc+ obtuvieron un IRPC de 47.3 y 64.4% respectivamente en comparacion con los grupos
Control Nc- y Secuestrante Nc- donde el promedio fue de 44.4 y 45.9%; en la UPL2 los no
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existieron diferencias entre los grupos Secuestrante Nc+ y Secuestrante Nc- en donde el IRPC

se mantuvo en 28.0 y 25.7% respectivamente (figura No.37).

Nc IgG; (IRPC)

Control Nc+ Control Nc- Secuestrante Nc+ Secuestrante Nc- Secuestrante Nc+ Secuestrante Nc-

UPL 1 UPL 2

Figura No. 34 Respuesta inmunoldgica a Nc 1gG1 segunda gestacion (A) UPL 1 (B) UPL 2
Cada valor representa el promedio de la cuantificacion obtenida de procesar cada muestra por duplicado de
las vacas del grupo (n=45). Valor de referencia. a-b Literales diferentes muestran diferencias significativas
entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).

Con respecto al IRPC de Nc 1gG2 los animales pertenecientes a los grupos seropositivos
(control y secuestrante) a Neospora caninum de la UPL1 mostraron niveles del 68.1y 79.3%,
el grupo Control Nc- 66.2% y Secuestrante Nc- de 53.1% no existiendo diferencias
estadisticas entre los valores de cada grupo (P>0.05).en la UPL2 el IRCP fue de 34.9 y 27.2

% para los grupos secuestrante positivo y negativo a N. caninum (figura No.38).
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Figura No. 35 Respuesta inmunolégica a Nc 19gG2 segunda gestacion (A) UPL 1 (B) UPL 2
Cada valor representa el promedio de la cuantificacidn obtenida de procesar cada muestra por duplicado de
las vacas del grupo (n= 45). Valor de referencia. a-b Literales diferentes muestran diferencias significativas
entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).
Las inmunoglobulinas totales (IgG) en los animales de la UPL1 mostraron valores para el

grupo Control Nc+ y Control Negativo de 30.6 y 2.5% respectivamente, mientras que para

el grupo Secuestrante Nc+ de 42.45 y 23.1 para el grupo Secuestrante Nc-, siendo solo
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estadisticamente diferente (P<0.01) el grupo Control Nc- con respecto a todos los demas
grupos establecidos. En la UPL2 el IRPC fue de 20.6 y 13.0% para los grupos Secuestrante

N. caninum positivo y negativo existiendo diferencias significativas (P<0.05) entre ambos

grupos (figura No.39).
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Figura No. 36 Respuesta inmunoldgica a Nc 1gG segunda gestacién (A) UPL 1 (B) UPL 2
Cada valor representa el promedio de la cuantificacion obtenida de procesar cada muestra por duplicado de
las vacas del grupo (n=45). Valor de referencia. a-b Literales diferentes muestran diferencias significativas
entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).

El analisis inmunologico de proteinas especificas de N. caninum como NcGraz dio como
resultados que los animales de la UPL1 seropositivos obtuvieron los niveles mas elevados de
esta proteina (Control Nc+ 41.5%, Secuestrante Nc+ 46.4%) y estadisticamente
significativos (P<0.01) en comparacion a los animales seronegativos (Control Nc- 17.6%,
Secuestrante  Nc- 19.4%). En los grupos Secuestrante Nc+ y Secuestrante Nc-
correspondientes a la UPL2 el IRPC fue del 20.7 y 19.6% respectivamente y siendo

estadisticamente semejantes ambos grupos (P>0.05; figura No.40).
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Figura No. 37 Respuesta inmunoldgica a Nc GRA7 segunda gestacion (A) UPL 1 (B) UPL 2
Cada valor representa el promedio de la cuantificacion obtenida de procesar cada muestra por duplicado de
las vacas del grupo (n= 45). Valor de referencia. a-b Literales diferentes muestran diferencias significativas
entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).

Los resultados de la evaluacion de la respuesta inmune respecto a la presencia de antigenos
de superficie como NcSAGs mostro diferencias significativas (P<0.01) entre varios de los
grupos de estudio en donde los grupos seropositivos se comportaron diferentes a los
seronegativos siendo los grupos Control Nc+, Control Nc- y Secuestrante Nc+ de la UPL1
estadisticamente semejantes con valores promedio de IRPC de 25.7, 21.8 y 22.3
respectivamente; para la UPL2 los grupos Secuestrante Nc+ y Secuestrante Nc- mostraron
ser diferentes estadisticamente entre ellos, en donde el promedio por grupo para el caso de

fue de 17.5 y 11.6 % respectivamente (figura No.41).
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Figura No. 38 Respuesta inmunolégica a Nc SAG4 segunda gestacion (A) UPL 1 (B) UPL 2
Cada valor representa el promedio de la cuantificacion obtenida de procesar cada muestra por duplicado de
las vacas del grupo (n= 45). Valor de referencia. a-b Literales diferentes muestran diferencias significativas
entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).

73



Durante la segunda gestacion los niveles séricos de INF-y de la UPL1 se encontraron mas elevados
en el grupo Secuestrante Nc- con un concentracion cercana a los 303 pg/ml, en los Grupos control
Nc+ y Control Nc- los valores fueron de 160 y 128 pg/ml, siendo el grupo Secuestrante Nc- el que
obtuvo las concentraciones mas bajas con 50.2 pg/ml, EI comportamiento de los grupos de la UPL2
fue similar entre ellos donde la concentracion de INF-y fue de 195 y 175 pg/ml para los grupos

Secuestrante Nc+ y Secuestrante Nc- (figura No.42).
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Figura No. 39 Respuesta inmunolégica a INF-y segunda gestacién (A) UPL 1 (B) UPL 2

Cada valor representa el promedio de la cuantificacion obtenida de procesar cada muestra por duplicado de
las vacas del grupo (n=45). Valor de referencia. a-b Literales diferentes muestran diferencias significativas
entre las medias del grupo (Prueba de Tukey, p<0.01).
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6. DISCUSION

6.1 NIVELES DE CONTAMINACION POR AFLATOXINAS EN ALIMENTO
Los niveles de aflatoxinas presentes en las muestras de alimento (TMR) analizadas

mostraron que los valores detectados de AF totales se encontraron dentro del rango permitido
por la Norma Oficial Mexicana que establece una concentracion maxima de 20 pg/kg en
alimentos destinados para el consumos de los animales (EUM-SS, 2002) sin embargo estas
mismas concentraciones se encuentra por encima del limite establecido por la Comunidad
Europea de 5 pg/kg (European, 2002).

Los resultados obtenidos de las cuantificacion de AF en ensilaje de maiz son similares a los
obtenidos por otros autores donde identifico en el 100% de sus muestras de ensilaje la
presencia de Aspegillus spp. y una concentracion de aflatoxinas en un rango entre los 12 a
15.7 pg/kg, mostrando la importancia de la presencia de estos hongos productores de
micotoxinas Yy la produccion la posible produccién de AFs como un metabolito secundario
de estos hongos (Reyes-Velazquez, et al., 2008). Asi mismo en muestras de alimento
analizadas (racion total mezclada) de vacas lecheras se encontro que el 92.5% de las muestras
se encontraban contaminadas con concentraciones que fueron desde los 4.88 a 24.89 pg/kg
de AF (Reyes-Velazquez, et al., 2009) rango similar en el cual se encontraron los valores de
las muestras de RTM de nuestro estudio en ambas UPL, con resultados similares a los valores
obtenidos en otros estudios donde se encontré una concentracion por aflatoxinas mediante
HPLC en el 99% de sus muestras con una concentracion promedio de 7.6 pg/kg (Rodrigues,
et al., 2011), otros reportes han encontrado concentraciones superiores (Bansal, et al., 2011)
examinando un total de 2000 muestras durante un periodo de dos afios (2008-2009) donde
los niveles promedio de aflatoxina se mantuvieron entre los 0.19 y 0.77 pg/kg con un total
del 56% de sus muestras positivas durante el 2008 y un 43% para el 2009 donde solo cinco
de sus muestras llegaron a niveles entre los 1.44-7.14 pg/kg, siendo estos valores mas bajos
a los reportados en nuestro estudio.

Otro estudio enfocado a la deteccién de microorganismos fungicos y micotoxinas existentes
en ensilaje de maiz encontré que esta micotoxina (AF) fue la que se presentdé en menores
concentraciones ya que al analizar sus muestras mediante ELISA obtuvo una concentracion

en un rango de 2.47 + 0.21 pg/kg con una concentracion méaxima de 10.18 pg/kg (Biro, et
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al., 2009). En vacas productoras de leche la exposicion constante a micotoxinas puede genera
un factor de riesgo para la salud animal ya que el consumo prolongado de estas micotoxinas
puede llegar a desencadenar diferentes alteraciones tanto metabolicas, inmunoldgicas y
hormonales (Fink-Gremmels, 2008).

Con respecto al efecto del secuestro, derivado de la absorcion de la micotoxina por el agente
secuestrante los resultados obtenidos en nuestro estudio demuestran una eficacia en la
absorcion de AF del 71.5% en el grupo al cual se le adiciono el secuestrante a base de
Saccharomyces cerevisiae estos resultados del efecto del secuestrante fueron mayores a los
encontrados por (Diaz, et al., 2004) el cual evalud in vitro seis diferentes tipos de
secuestrantes en donde los elaborados a base de glucomananos extraidos de la pared celular
de Saccharomyces cerevisiae mostraron tener una eficacia de absorcion del 59% contra AF
totales mientras que el resto de los agentes secuestrante mantuvieron un porcentaje de
absorcion entre el 31 y 65% en alimento destinado para consumo de vacas productoras de
leche, sin embargo otros investigadores evaluaron la eficacia de este mismo tipo de
secuestrante especificamente contra AFB1 en donde el porcentaje de absorcion se incremento
hasta el 96% en su evaluacién en laboratorio (Diaz, et al., 2002), otro estudio evalu6 en un
modelo in vitro a base de fluido ruminal el potencial de secuestro de estas levaduras contra
AFB: encontrando que a mayor tiempo de exposicion del secuestrante con la micotoxina el
efecto del secuestro a las 3 horas de exposicion es de tan solo el 28% pero este mismo se va
incrementando paulatinamente hasta alcanzar a las 12 hr un 92.3% de absorcién (Akkaya &
Bal, 2012). Doggi et al., (2011) obtuvieron un porcentaje de absorcién de entre el 40 y 94%
pero el efecto se mantuvo mas estable cuando se sometia a un pH de 8 en donde se mantenia
entre el 81-86% mientras que las muestras que sometié a un pH 6 el cual es similar al pH
ruminal solo logro absorber entre el 49 y 51% de la micotoxina presente. Gallo et al., (2010)
sefiala que el pH y el tipo de solvente son un factor critico para que se lleve a cabo la
capacidad reduccion de los B-glucanos los cuales son un componente importante de la capa
interna de la pared celular de este tipo de levadura para la absorcion de micotoxinas
complejas Armando et al., (2012), menciona que las diferencias existentes en la evaluacién
del efecto secuestrante es muy variante y que el efecto obtenido in vitro no siempre es

indicativo de las respuestas que se pudieran llevar a cabo en experimentos in vivo.

76



6.2 ALTERACIONES BIOQUIMICAS OCASIONADAS POR LA PRESENCIA DE
AFLATOXINAS EN ALIMENTO

Diverso autores sefialan que entre algunos de los parametros hematoldgicos y bioquimicos
evaluados normalmente para verificar la eficacia de los agentes de desintoxicacion se
encuentran las proteinas totales, albdmina, globulinas, creatinina y la actividad enzimatica
de fosfatasa alcalina, gama-glutamil-transferasa (GGT), aspartato aminotransferasa (AST),
alanina aminotransferasa (ALT), glutation reducido y transferasas de glutation los cuales son
indicadores de los efectos adversos de las micotoxinas y demuestran la accion destoxificante
de los absorbentes (Denli, et al., 2009; Gallo & Masoero, 2010; Armando, et al., 2012).
Algunos autores han sugerido que la alteracion en la concentracion de proteinas séricas en
diferentes especies animales se debe a una disminucion de la sintesis hepatica ocasionada por
el dafio téxico de las AFs en el higado (Denli, et al., 2009). Se ha reportado que la presencia
de AFs disminuye la concentracién de albumina y tiempo de protrombina en terneros con
toxicidad cronica por AF (63 d) (Pierezan, et al., 2012). Denli et al., (2009) sefiala que las
alteraciones en la sintesis de proteinas es ocasionado cuando las AFs forman aductos con el
ADN y RNA produciendo una degranulacion del reticulo endoplasmico rugoso, impidiendo
asi la sintesis de ARN y originando una disminucion en la sintesis de proteinas a nivel de
higado asi como dafios en este 6rgano. Este efecto se vio reflejado en un estudio donde
sometid a varios grupos de animales al consumo de forraje contaminado con AF a niveles
que iban desde los las 15 a 400 pug/kg encontrando que a una mayor concentracion de
aflatoxinas en la dieta la concentracion sérica de proteinas totales y albumina disminuia
paulatinamente en donde en el grupo expuesto a una menor concentracion de AF sus valores
de proteinas totales y albumina fueron de 9.2 y 3.4 g/dL respectivamente mientras que para
el grupo expuesto a la maxima concentracion estos valores fueron de 7.0 y 2.1 g/dL (Bingol,
etal., 2007),.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio para medir el tiempo de protrombina mostraron
que las vaquillas del grupo control tuvieron un incremento en el tiempo de coagulacion a
comparacion del grupo con secuestrante , estos mismos efectos adversos fueron reportados
por otros autores (Runciman, et al.,, 2002) donde se encontr6 en vaquillas Holstein

intoxicadas naturalmente con ensilaje contaminado con dicoumarol un incremento el tiempo

77



de coagulacion en los animales intoxicados, registrando valores comprendidos desde los 71
a 96 segundos y asociandolo al efecto de esta toxina sobre diferentes factores de coagulacion.
Otros estudias reportaron que el aumento en el tiempo de coagulacion depende de la dosis y
tiempo de exposicion a la AF. De la misma manera, el aumento del tiempo de protrombina
se relaciona con el grado de dafio hepatico y la cantidad de AF ingerida; estos autores
obtuvieron un incremento en el tiempo de protrombina en corderos expuestos a 2.5 pg/kg de
AF en el alimento durante un periodo de tres semanas (Fernandez, et al., 1995). Bruchim et
al. (2012) reportaron el mismo dafio hepatico en otras especies, debido a una exposicion
accidental de AF en la dieta (80-300 pg/kg).

Las alteraciones causadas en el tiempo de coagulacion por aflatoxicosis son generadas por a
una reduccion en el tiempo de protrombina debido que se ven afectados los factores 11, VI,
IX y X de coagulacién (Upcott, 1970). En cabras, Bingol et al. (2007) mostraron una
correlacion negativa entre las concentraciones de albumina y tiempo de protrombina y el
consumo de forrajes naturalmente contaminados con AF. Efectos similares se han reportado
en pollos de engorda (Denli, et al., 2009) y ratas (Abdel-Wahhab, et al., 2002) que ingirieron
alimento contaminado con AFB; purificada. La disminucion en la concentracion sérica de
tiempo de protrombina y albumina en nuestro estudio, sugieren que el incremento en el
consumo de AF es capaz de inducir dafio hepatico y una reduccién en la sintesis de proteinas.
En un estudio realizado en vacas lecheras durante dos diferentes gestaciones se evaluaron
diferentes parametros bioquimicos (TP, ALB, AST, GGT y ALP) para su capacidad como
indicadores séricos del algun desequilibrio en la homeostasis del animal, encontrando que
estas variables respondian de manera eficaz cuando los animales se encontraban sometidos
a un estrés calorico, en donde los valores de proteinas totales y aloumina tienden a disminuir,
mientras que la actividad de cada una de las diferentes enzimas se ve incrementada (Abeni,
etal., 2007). Los resultados obtenidos por cada uno de estos diferentes autores son similares
a los obtenidos en nuestro estudio en donde la concentracion sérica de Albumina y de las
proteinas totales se mayormente disminuida en los animales del grupo Control los cuales
estuvieron expuestos de forma crénica a una mayor concentracién de aflatoxinas en el
alimento, mientras que los animales del grupo Secuestrante de ambas UPL sufrieron un

menor dafio por las AF.
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La actividad enzimatica especifica (AEE) en suero mostro diferencias significativas (P<
0.05) entre todos grupos de estudio; donde los animales del grupo Control tuvieron una
actividad especifica mas alta para ALP, AST, ALT y superaron los valores de referencia de
la AEE establecidos para bovinos (Kaneko, 1980; Dubreuil & Lapierre, 1997). Efectos
similares se han mostrado en otros estudios; reportaron un aumento significativo de GGT
(p<0.05) en vacas Holstein intoxicadas con AFB1 en comparacion con los valores registrados
inicialmente (26.5 vs 29.5 U/L) (Masoero, et al., 2007). Abdel-Wahhab et al. (2002)
reportaron diferencias significativas (P<0.05) en ratas expuestas a AF (2.5 mg/kg de peso
corporal) en comparacién con los animales de control. Estudios en humanos reportan
alteraciones en la funcion hepatica en personas expuestas a AF en las observando un
incremento proporcional de estos valores a medida que se incrementa la concentracion de AF
sérica (Mohajeri, et al., 2014). Aunqgue, algunos investigadores no ha encontraron diferencias
significativas en los niveles plasmaticos de enzimas hepaticas en vacas lecheras expuestas
experimentalmente a AFB: en un desafio a corto plazo (7 d) (Xiong, et al., 2015). En general,
se ha declarado que el aumento de actividad enzimatica especifica de ALP, AST, ALT y
GGT en suero puede considerarse como un indicador general de los dafios causados por
diferentes procesos patolégicos en vacas lecheras (Liu, et al., 2012). Otros autores sefialan
que el aumento de AEE podria considerarse un biomarcador para la funcion hepatica en vacas
lecheras (Stojevic, et al., 2005). En nuestro estudio, el aumento de la AEE observado en
bovinos de ambas UPL sugiere un efecto adverso de la exposicion cronica AF, en donde a
mayor concentracion de AF se presenta un incremento en la actividad enzimatica especifica
de vacas lecheras.

La concentracion de glutation reducido detectado en suero mostro tener diferencias
estadisticas entre animales de los grupos Control y Secuestrante en donde los niveles
registrados para los animales del grupo control fueron tres veces superior al valor promedio
de los animales del grupo Secuestrante. En este sentido, se ha demostrado que la aflatoxina
es un potente agente hepatotoxico que durante su biotransformacion genera un compuesto
Ilamado AF-epo6xido; este compuesto es altamente reactivo y se une a proteinas y acidos
nucleicos (Essigmann, et al., 1982; Eaton & Gallagher, 1994; Kuilman, et al., 2000). El
mecanismo mas importante para prevenir la union del epdxido a las macromoléculas es la

conjugacion del GSH con el epoxido de AF (Eaton & Gallagher, 1994); esta reaccion es
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catalizada por el epdxido hidrolasa y GST. Se ha demostrado que GST y otras enzimas
involucradas en la sintesis de GSH se produjeron como resultado de la induccion de la
actividad enzimatica especifica (Shepherd, et al., 2000). Por lo tanto, el equilibrio en la
concentracion final de GSH se encuentra regulado por la induccién de su sintesis y los
procesos de desintoxicacion; el fendmeno anterior se ha demostrado en células de ganado
vacuno expuestas in vitro a AFs (Bernabucci, et al., 2011). Bernabucci et al. (2011) suponen
que la exposicion a AFs es capaz de inducir una reduccion dependiente de la dosis de GSH
la cual podria ser causada debido a una disminucidn en la sintesis de proteinas y un aumento
de la actividad GST. Por lo tanto, los resultados de nuestro estudio sugieren que el aumento
de los niveles de GSH y GST en animales de ambas UPL, fue una respuesta de emergencia
a la exposicion constante a la AF; como resultado del proceso de desintoxicacion de la
aflatoxina a través de la conjugacién mediada por GST con GSH.

La diferencia en la reportada en nuestro estudio en cuanto a la valoracion de la funcion
hepatica mediante la cuantificacion de la actividad enzimatica entre ambos grupos, en donde
se observé un mayor incremento en los animales del grupo control, mientras que en el grupo
Secuestrante de las dos UPL el efecto adverso causado por la exposicion cronica a AF fue
menor, siendo atribuible al efecto quimioprotector de esta levadura debido a la capacidad
que tienen de unirse a la aflatoxina impidiendo de esta manera su bioactivacion por parte del
animal (Armando, et al., 2012).

6.3 ALTERACIONES INMUNOLOGICAS OCASIONADAS POR LA INFECCION
DE Neospora caninum.

Dubey et al. (2007) reportan a nivel mundial una alta prevalencia de neosporosis en ganado
lechero (10-65%) manifestandose mediante problemas reproductivos y presencia de abortos
en explotaciones lecheras. A nivel local la prevalencia ante Neospora caninum es similar a
lo reportado a nivel mundial y en otros estados del pais, ya que se han reportado prevalencias
desde el 32-100% en ganado lechero (Garcia-Vazquez, et al., 2002; Cruz-Vazquez, et al.,
2008).

Diverso autores reportan un incremento en los niveles de 1gG total en vacas naturalmente
infectadas con N. caninum en comparacion con animales seronegativos, siendo mas altos

estos niveles en vacas con abortos ocasionados por este protozoario (Andrianarivo, et al.,
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2005 ). Otros estudios muestran un incremento en los niveles de 19G en vacas Holstein
gestantes infectadas experimentalmente al confirmarse el diagnostico de gestacion en donde
a partir del dia 21 de inoculacion se incrementaron las 1gG y se mantuvieron asi durante el
resto de la gestacion y con la ocurrencia de abortos en estos animales los animales
seronegativos mantuvieron bajos niveles de 1gG durante todo el estudio y llevaron su
gestacion a termino (Bartley, et al., 2013). Resultados similares fueron reportados en vacas
Holstein (Regidor-Cerrillo, et al., 2014) inoculadas a 70 dias de gestacion mostrando un
incremento en los niveles de IgG (36% IRPC) 21 dias después del inoculo. Datos similares
fueron encontrados en nuestro estudio, donde los animales seropositivos a Neospora
mostraron valores de IgG totales mas altos que los animales seronegativos en los grupos de
ambas UPL. En este sentido Bartley et al. (2013) menciona que posterior a la infeccion con
N. caninum, tanto las vacas como los fetos desencadenan respuestas inmunes mediadas por
celulas humorales e innatas especificas.

Se ha asociado la proteccion del feto contra la infeccion por N. caninum mediante la
produccion de 1gGs, 1gG2 e IFN-y durante la gestacion en vacas lecheras (Almeria, et al.,
2009). Andrianarivo et al. (2005) indican que en vacas gestantes la respuesta inmune eta
mediada principalmente por la produccion de 1gG.. Otros estudios llevados a cabo en bovinos
infectados han demostrado la evolucion de la respuesta inmune humoral ante esta infeccion,
reportando que la produccion de IgM especificas se genera rapidamente (12 p.i.) mientras
que la produccion de 1gG1 e 1gG2 se producen de forma maés tardia (Lunden, et al., 1998). La
avidez de las inmunoglobulinas especificas para N. caninum refleja la duraciéon de la
infeccion aumentando durante el transcurso de la infeccion y permaneciendo constantemente
alta en un estado cronico de la enfermedad (Bjorkman, et al., 2003). Otros estudios indican
una correlacion entre el incremento en los niveles de anticuerpos especificos (IgGi e 19G2) y
virulencia (baja, moderada y alta) de aislados de N. caninum (Jiménez-Ruiz, et al., 2013).
Nuestro estudio reporto resultados similares en el incremento de los niveles de IgG: e 19gG2
los cuales fueron mas altos en los animales positivos a Neospora y siendo IgG2 la mas elevada
debido a la cronicidad de la infeccion en vacas gestantes; se ha reportado que el conocimiento
de esta relacion en el incremento de inmunoglobulinas como 1gG: e 1gG2 especificas contra
Neospora podria ayudar como indicador en la prediccion del aborto en animales infectados
naturalmente (Almeria, et al., 2009).
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Estudios realizados muestran una correlacion positiva entre la respuesta inmune especifica
mediante 1gG2 y el incremento en la produccion de INF-y contra N. caninum observada en
los toros con infeccion cronica lo cual sugiere una respuesta inmunoldgica predominante tipo
Thl (Ferre, et al., 2005). Resultado similares fueron reportados en vaquillas gestantes por
otros autores, donde se observd una respuesta 1gG> predominante y niveles altos de INF-y
séricos (Hecker, et al., 2013). Otros estudios han demostrado que la inmunidad mediada por
células y en particular el IFN-y tiene un papel importante en la protecciéon materno-fetal
contra la fase intracelular (taquizoito) del parasito que se multiplica rapidamente, donde las
vacas bajo estudio durante su gestacion y positivas a N. caninum tuvieron altos niveles de
IFN-y (Bartley, et al., 2012). Resultado similares se encontraron en nuestro estudio, donde
los animales seropositivos a N. caninum tuvieron altos niveles de 1gG2 e IFN-y al igual que
los animales que cambiaron su estatus serolégico a lo largo del estudio, mostrando asi el
efecto inmunoldgico ante la reinfeccion o primo infestacion ocasionada por este protozoario
en donde la respuesta inmune es indicativa de una infeccion crénica.

La evaluacion de los antigenos especificos de las fases infectantes de Neospora caninum es
suma mente importe debido a que sus resultados nos expresan el desarrollo de la enfermedad.
Estudios han revelado que los antigenos de taquizoito (NcCSAGa4; antigenos de superficie) se
encuentran relacionados con la fase aguda de la enfermedad, mientras que los antigenos del
bradizoito (NcGRA?7; antigenos de los granulos densos) asociados con infecciones cronicas,
los cuales son capaces de generar una respuesta inmune adecuada debido a su alta capacidad
inmunogénica (Fuchs, et al., 1998; Alvarez- Garcia, 2003; Aguado-Martinez, et al., 2009).
Jiménez-Ruiz et al (2013) reportan una correlacion positiva entre altas concentraciones de
anticuerpos NcGRA7 con una elevada virulencia por parte del paréasito, debido a que es una
proteina que juega un papel importante en el proceso de invasion celular del protozoario
(Aguado-Martinez, et al., 2009). Otros autores encontraron en vacas infectadas
experimentalmente y con ocurrencia de abortos niveles séricos elevados de 1gG2 y NcGRAy,
reportando que altos niveles de estas moléculas podrian ser indicativos de una infeccion
activa, pudiendo llegar a utilizarse como biomarcadores ante posibles recurrencias de abortos
(Hiasa, et al., 2012; Jiménez-Ruiz, et al., 2013).
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6.4 INTERACCION EXPOSICION CRONICA A AFLATOXINAS EN LADIETAY
EXPOSICION NATURAL A Neospora caninum.

Este estudio describio cambios en los parametros hematoldgicos, inmunoldgicos vy
reproductivos relacionados con la ingestion a largo plazo de alimentos naturalmente
contaminados con aflatoxinas en concentraciones por debajo de los niveles de establecidos a
nivel nacional (20.0 pgAF/kg); en interaccion con la infeccion natural por Neospora caninum
y el seguimiento de esta infeccion cronica durante 2 gestaciones. En las vacas lecheras que
ingirieron el nivel més alto de AF se observaron cambios significativos en la incidencia de
aborto, alteraciones en el proceso de coagulacion, hipoproteinemia y aumento de la actividad
especifica de las enzimas de desintoxicacion contra aflatoxinas. Por otro lado, las vacas
lecheras que ingirieron el nivel mas bajo difirieron ligeramente de los valores de referencia
bioquimicos. Estos resultados sugieren que el consumo a largo plazo de alimentos que
contienen bajas concentraciones de aflatoxinas también puede producir efectos adversos en
el rendimiento y la salud animal, lo que es consistente con una aflatoxicosis subclinica.

Con respecto a la infeccion natural cronica de Neospora caninum se observaron que las vacas
seropositivas tuvieron un mayor incremento en los parametros inmunologicos evaluados
durante el estudio (IgG, 1gG1, 1gG2, NcSAG4, NcGRA?) en comparacion con las vacas
seronegativas durante la primera gestacion; sin embargo se encontré una seroconversion en
estos animales del 21 y 54%, demostrando alta capacidad del parasito para infectas animales
en una explotacion y disminuyendo el nimero de animales negativos a esta enfermedad.
Durante la segunda gestacion el comportamiento en los parametros inmunolégicos evaluados
fue similar a la gestacion anterior, siendo méas elevados en animales seropositivos que en los
seronegativos, viéndose incrementando el porcentaje de seroconversion al término de esta
segunda gestacion con una prevalencia del 70 al 75 % en los animales clasificados sanos ante
esta enfermedad; Mostrando ademas que la transmision congénita endégena es un factor
esencial para el establecimiento de la enfermedad en una explotacion lechera.

Aunque todos estos resultados obtenidos muestran un verdadero efecto en relacion a la
ingesta de aflatoxinas en la dieta y sus repercusiones en la alteracion de parametros
bioquimicos; efecto similar observado en las alteraciones inmunoldgicas y las presencias de
Neospora caninum. De manera independiente cada uno de ellos demuestra cada uno de los

efectos adversos que han sido demostrados en diferentes estudios, sin embargo al tratar de
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relacionar el consumo de alimentos contaminados con aflatoxinas y la reactivacion e
infeccion por Neospora caninum los resultados no son concluyentes debido a que la
evaluacion de esta interaccion de forma natural puede verse alterada por una serie de diversos
factores tanto extrinsecos como intrinsecos que deberian de tomarse en cuenta para la
realizacion de estudios posteriores, siendo de suma importancia el establecer un grupo
Control el cual no consuma ninguna cantidad de aflatoxinas en la dieta y que sean
seronegativos a Neospora durante todo el estudio, para poder validar los resultados
obtenidos. Es importante sefialar que este tipo de estudio experimental es practicamente
dificil de llevarse a cabo, por lo costoso del estudio y lo facilmente que se puede contaminar
el alimento con AF e infectarse el animal con este parésito.

Alunizando cauda una de las variables estudiadas y su efecto esperado para la observacion
de los efectos toxicogénicos en una exposicion cronica a aflatoxinas y la infeccién natural a
Neospora caninum todos los resultados muestran un efecto adverso ocasionado ante estos
dos problemas, los cuales al ser analizados de manera conjunta mediante modelos estadisticos
confirman la interaccion de la exposicion a aflatoxinas y la infeccion y reactivacion de
Neospora durante la gestacion de vacas Holstein. Por tal motivo esta investigacion es de gran
importancia ya que nos brinda una observacion aproximada a la situacion natural de estos
dos factores tan comunes en la industria pecuaria destinada a la produccién lactea y que
ocasiona pérdidas economicas elevadas por la presencia de estos dos problemas. Los
resultados de este estudio permiten proporcionar al productor pecuario informacién necesaria
para el diagnostico, prevencion y control de ambos problemas, permitiéndole minimizar los
riesgos y obtener asi mejores ganancias. Efecto que fue observado en este estudio y aunque
no se tenia contemplado dentro de la metodologia establecida para esta investigacion, una de
las explotaciones decidié implementar el uso de secuestrante de micotoxinas en la dieta de
las vacas productoras debido a las pérdidas econdmicas registradas y obteniendo a mediano
plazo una mejora econdmica y en la salud de los animales, lo cual se registro en nuestro

estudio a partir de las segunda gestacion.
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7. CONCLUSIONES

Los efectos toxicoldgicos a la exposicion cronica a aflatoxinas en vacas Holstein ocasionaron
alteraciones bioguimicas en el tiempo de protrombina, proteinas totales, albumina y en la
actividad enzimética especifica (ALT, AST, ALP, GGT, GST y GSH), siendo mas
significativos en los animales que consumieron una mayor concentracion de AF en la dieta
durante ambas gestaciones, estas alteraciones surgen como resultado del dafio ocasionado
por las aflatoxinas a nivel hepatico.

La infeccion natural a Neospora caninum en animales seropositivos y seronegativos a esta
enfermedad reporto una seroconversion elevada de los animales negativitos durante el
desarrollo de este estudio, donde el mas del 75% de los animales clinicamente sanos,
terminaron afectados con la presencia de este parasito.

Las pruebas inmunoldgicas realizadas en los animales para evaluar la respuesta inmune ante
la infeccion de Neospora caninum mostro diferencias significativas en los animales
seropositivos donde se observo un incremento en los niveles de IgG, 19gG1, 1gG2, NCSAG4,
NcGRA:- con respecto al grupo seronegativo como resultado de la reactivacion en animales
parasitados y la respuesta inmune de una animal sano al contacto, exposicién vy
establecimiento de esta enfermedad.

Los resultados en conjunto muestran que las vacas infectadas con Neospora caninum y
expuestas a mores concentraciones de aflatoxinas en la dieta, tienen mayores probabilidades
de presentar abortos durante la gestacion o manifestar algin otro problema reproductivo antes
o0 después de gestacion; asi como manifestar diversas alteraciones en la quimica sanguinea
resultado de un proceso téxico. Ocasionando pérdidas econdémicas a los productores
pecuarios debidos a una disminucion en la produccion lechera y el incremento en dias
abiertos, intervalo entre partos, servicios por concepcion y abortos.

Debido a lo extenso de estos problemas y a repercusiones en el hato lechero, se sugiere seguir
realizado investigaciones de campo y experimental con la finalidad de poder determinar la
relacion existente entre el consumo de aflatoxinas, la reactivacion de este protozoario y su

posterior diseminacion.
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We have reached a decision regarding your submission to Veterinaria México OA,
"Reproductive and biochemical changes in long-term exposure to low-level

aflatoxins in feed and transfer to milk of dairy cows".
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Introduction

Anatoxing (AF) are toxic secondary metaboltes workdwide produced by the fungl of
Asperglius section Fiavus; they are potent mycotoxins, which contaminate 3 variety of
agricuttural commodiies.' The AF have widely demonstrated thelr carcinogenic,
teratogenic and mutagenic potentiai * In addition, e AF develop synergistic effacls with
dmerent pathogenic agents >

Ingested AF are quickly 3bsored from the gastrointestinal fract and bio-fransformed
by the hepatic mixec-funclion ciddase system, forming highly reactive epoxides.® The
£poxides bing the nucizophilic cef stes forming adoucts” they have been found 1o be
the cause of Impalred protein formation, and aiterations of biood coagulation
{prothrombin time, PT) and Immune funcbion.™ The piasma enzymes specific aciivity
(ESA) are Increased when cai-bound enzymes e refeased Info the Dioodstream.
Therafore, changes In ESA of y-giutamyl transfarase (GGT), alkaine phosphatase
(ALP), aspariate aminovansferase (AST), and alanine aminobansferase (ALT) are
suggesiive of Iiver disease Induced Dy afatowin.*® Afatoxdn M: (AFMy) Is the main
denvative of AF formad In ;e iiver® It has been estabishad that e AFB, present in the
o=t of Iactating cows can be excreted through milk 3s AFM: at 3 one to six percent rate.*®

The detoxification of AF epoxiies occurs through ts conjugation with reduced
ghuitathione (GSH) madiatad by the ESA of glutathlone-S-transferase (GST)." AF-GSH
conjugates are then excreted 35 3 less-oxic form of marcapturic acid in bile. 2 Inducton
of GST aciivity and ennhancament of GSH levels by de novo GSH synthesis resuft from
AF exposurs £0

The clinical Aflatoxcosis Torms cepena on the Ingasted dose and exposure tima. ™
Field outbreaks of acute Afiatoxicosis occur In Dovines exposed to high amounts {1.1-
33.5 mgkg) of AF.**'® Even though ciinical manifestations of chronic Alatocosts are
less ewdent, they have been characienzed In episodes 3ssociated with an intake of
moderate levels (0.1-D.8 mgikg) of AF; however, dlagnosis Is problematic because the
clinical manifestations and laslons are unspecfic and the dalayed onset of hiem pravents
thelr associaton with AF exposure. '™ In aodition, it has bean assumead that subclinical
anatoxdcosis may be the rasult of Ingestion of the lowest ievels of AF In contaminated
food in the jong term: aihough this toxicosis oftan ooours without overt clnica signs and
Its exislence Is only identified by Instumental techniguas such as HPLC of the FA
content in the diet 180

One of the most common strategles to controi AF contamination Is 10 set the
maxdmum reskiue levels (MRL) or the action levels for AF, which are the maxdimum
concentrations permitted of AF In food or feed ' The European Commission (EC) has
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introduction

Afiatoxing (AF) are toxdc secondary metaboltes workdwide produced by the fungl of
Asperglius section Flavus; they are polent mycotoxins, which contaminae 3 vanety of
agricultural commodities.! The AF have widsly demonstrated thelr carcinogenic,
teratogenic ang mutagenic potential ? In aodition, e AF develop synergistic emacts with
aifierent pathogenic agents =

Ingested AF are quickly absored from the gastrointastingl tract and blo-transformed
by the nepatic mixed-function cidaase sysiem, forming hignly reactive epoxides.® The
epoxiges bind the nucicophilic c2il sites forming adducts.® they have been found to be
the cause of Impaired profeln formation, and alerations of biood coaguistion
(prothrombin time, PT) and Immun2 function.™ The plasma enzymes specific activity
(ESA) are Increased when cal-bound enzymes are refeased Into ihe Dioodsiraam.
Therefore, changes In ESA of y-giutamyl transferase (GGT), alkaidne phosphatase
(ALP), aspartate aminofransferase (AST), and alanne aminotransfarase (ALT) are
suggestive of Iiver disease Induced by afiatoxin.®® Afiatoxin My (AFM:) Is the main
denvative of AF formad In e liver ® It has baen estabishad that e AFS, present in the
diet of Iact3ting cows can be excreted through milk 3s AFM: at 3 one to six percent rate.*®

The cetoadfication of AF epoxides occurs through s conjugation with reduced
glutathione (GSH) maciatad by the ESA of glutathione-S-transferase (GST)."* AF-GSH
conjugates are then excretsd 35 3 Iess-t0)ic form of mercapturic 3did in bike. 2 Induction
of GST acivity and enhancament of GSH levels Dy de niovo GSH synihesis result from
AF exposurs &9

The ciinical Afatoxicosis forms depend on the Ingasted dose and exposure time. '
Fielo outbreaks of acute ANSONCOS!S OCour In Dovines 2xposed to high amounts (1.1-
33.5 mgkg) of AF.'*'® Even though clinical manifestations of chwonic Alatondcosis are
less evident, they have been charactenzed In episodes associated with an intake of
moderate leves (0.1-0.8 mgkg) of AF; however, diagnosis |5 protiematic because the
clinical mantfestations and l2sions are unspeclic and the dalayed onset of iem pravents
their associaton with AF exposure. ™ * In agdition, 1t has been assumad that subciinical
SNatoocoslis may dbe the result of Ingestion of the lowest levals of AF In contaminated
food in the jong term; although this toxicosis often occurs without overt cinic signs and
s existence s only lgeniified by instumenta lechnigues such as HPLC of the FA
content In the diet '+

One of the most common sirategies to contral AF contaminaton Is to sat the
maximum residue leveis (MRL) of the action levels for AF, which are the maomum
concentrations pamitted of AF In food of feed.” The European Commission (EC) has
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fixed It 3t 5.0 Po/kg of AF In dalry cow feed and 50 ng'kg of AFM, In milk; however, In
many countries such 3s Me United States of America (USA), Mexico and Brazs, the MRL
are set at 20 pgkg for AF In cary feed and 500 ng/kg for AFM, In mik. China, Japan
ana Korea apply an Intermediate level {10.0 po/kg), but india, Nepal and Sanegal have
higher MRL for AF In the aary fead (> 20.0 pgikag). *32** Even though thase reguiations
are Inended fo protect human heath and 3vold toocity In anfmails, there Is lack of
evigence of the efect thal an extendad exposure to low ievals of AF couid have on animal
haaith, which seams 10 De the most representative type of exposwre In the Nelg. 23
The cbjectve was 10 assess the changes In biochemislry vaues and reproguciive
performance over 3 long-tem natural exposure 10 sevaral low AF concentTations.

Materigls and methods

Ethics staremsnt

The conditions of animal accommadation and general care agreed to the Federation of
Anima Science Socleties recommendations. * The research protocol of the study and
derved activities wane reviewed, approvad and supervised by the Bloethics Commitiee
of the Universkiad Auonoma de Aguascalienies.

Survey design

The obsenational and mon-experimentsl study was accompishad In 3 dalry fam
selected In the central Mexico highliands (21°43°N, 102°03' W; 1585-2008 mamst semi-
temperate climate). The herd had 339 halfers and 2,753 cows with an average of 269
{kgd) of the daly yield of raw milk per milking cow. Ninety Hoistein helfers were randomly
seiected at the tme of thelr first successiu artificial insemination; ey were aged
between 14 and 15 months (335 = 10 kg BW). Helfers sampie size was caicuiated for 3
finfs popuiation without replacements to estmata the proportion of cows with a change
In reproduciive or blochemical values (5% confidence internva; 10% accuracy; n= 57 +
5.0% Dy unexpacted cuting). During the first and second pregnancies (26 months), the
selfected helfers were folowed In successive pens, which were allocated according to
pregnancy advancement and milk production Jevel.

Herd management and feading

The farm had cows In mechanic miking Ine, with non-nducad estrus and artficial
Insemination. Data on gastation, caling, dally mik producton, abortions and culing by
the reproductve Tallure of the sefected animals were registanag, and conception rate for

3
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first artiNcial inseminabion and Inter-pregnancy Intenval wene estimated. The cow housing
was I open yards with metalic fences and shaded rest areas with free access to feeders.
The pasal diet was servad twice 3 day with 3 mechanized mixer-distribution cart as a
tolal mixed raton (TMR). The TMR was formutated to satisfy the recommendad nutrient
requirements according 10 the Natona Research Councl (NRC 2001).

The aaly dry matter intake (DMI), metabolzabie ensrgy and crude protein was
gradualy Increased accorming 1o wedight gain I halfers and the Increment of milk
produczon 11 cows (Tabie 1). Even though ingredients and proportions vared, the fypical
administered diet was made with concenirate and com silage as weil 35 three different
types of hay (afalfa, inticale and oaUmalze). The concantrates were locally acquinad In
the feed factory of the locE Mik Producars Asscciation feed factory, whereas the com
gllage and hay were harvested In the same fam. The concentrated feed was prepared
through the integration of diverse ingregients such 3s sorghum, dry com grain, rolled
com, cotionseed, sall, mineral and Witamins.

Feed, milk and biood sampling

The samples were obtained ana analyzed 3t monthly intervals. The TMR samples were
obtained directly from 2ach feeder by the techniques indicated by Mexican standards; &
five representative sampies (1.0 kg 23ch) were selected In 2 2igzag pattem Insice the
feeder, with 3 2.0 m distance between each sampiing point to cbialn the tota sample (5
Kg). Feed sampies were Onad (oven wih foroed air circulation OF - 22G Jeoi-Tech Lab
Companion, Korea), homogenized and ground (continuous operation universal mill FM
serles 10 Basic, IKA -Weme, Genmany). The samples were kept undar refrigeration (4-
5°C) until processed (< 3 weeks).

MIk samples {300 miL) were coliected from the fwo dally milking of each cow. The
sampies wers thoroughly mixad In proportion 0 e amount of mik yield Som each
miking, aliquoted and stored &t -20°C untl AFM, analysls (< 3 days). Cow's Diood
sampies were collected monthly Dy puncture of the medial coccygea vein using
Vacutainer tubss without or with anticoaguiant (sodium citrate) Samples were

centrifugad {2500 rpm for S min) 20 odtain s2rum or piasma and stored N polypropyiene
vials (2 mL} 3t -20°C until analysls (< 43 h).

Aflaroxins analysis
The faed samples weane processed In solid phase extraction fubes (Supeiciean LC-CN,
Supeico, Bellefonie, PA, USA), and extracted AF were dertvatized with trifluoroacetic

4
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acid and Injected into an HPLC system (ProStar binary pump and FP-2020 fuorescence
detector, Varian Associates inc., Austrails; Supelcosl LC-18 column, S-um particie size,
250 x 45 mm L 4 and LC-18 guard column, Sigma-Aldrich, St Lous, MO, USA)
according to the 950.33 AQAC method ® HPLC was pesformed under the fotowing
condlions: 350 nm exciistion and 440 nm emission for fluorescence detection;
acatoniirie: methanot: water {1:1:2, vol'volvol) for modie phase; 1.0 mLimin of fiow rate;
20 yL of Injected sampie on methanol: acatic acld 0.5% (1:1), and 25 = 2 °C of
temperatire.

The defated mik samples were processad viz immunoainity chromatograpny
columns (AfaTes!, Vicam, Milford, MA, USA) and the AFMy concentration was quantified
by HPLC (Perxin-Eimer 200 sefies, Shekion CT, USA, with 200 LC Isocratic pump and
2003 fluorescence detactor; reverse-phase C-18 column, S-um particle size, 250 x 4.6
mm . &, Thermo-Scientfic, Waltham, MA, USA) according to the ACAC method 2000.03
{ACAC 2000). The AFM, concentrafion was fulfiied under the folowing HPLC
condltions: 366 nm excitation and 416 nm emission for fluorescence detection; methanol:
water (initial 12100 fo fina¥ 50:10, voivol, 20 min) for moble phase; 0.6 mL/min of fiow
rate; 20 pL of Infected sample In methancl-water (S0:50, volvol), and 25 2 2 *C of
temperature.

In HPLC assay, AF quantitation was pesformed using a calibration curve of purified
AF (B, B; G, G;and M,; Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA). This curve was used 10
compute the AF content In sampie exiracts. The recovery parcent of AF content was
estimaiad at = 86% and the cosfMcient of vanation was = 73%. The lowsr getaction Imits
(LDL) were of 0.3 and 0.05 pg/kg for AF and AFM,, respeciively. AFB, had the highest
concentration (78 + 14 %) In feed, whie B;, G+ and G: presented only resicual
concentrations (5, 6 and 12 %, raspectivaly) in ai studied sampies.

Otther mycotoxins anaiysis

The TMR was sampled and analyzed for mycoioxing zearalenone (ZEN), ochratoxn
{OTA), fumanisins {FBs) and decxynivalenol (DON) va compestve ELISA kits (COKAQ
100, 2000, 3000 and 4000; AgraQuant, Romer Labs, Union, MO, USA), according to
the manufacturer's instructions. The LOL were 25.0, 2.0, 250 and 250 pgig feed,

respactively.

Biochemical 18515

Reduced guiathione was quantfied by fuorometry (Perkin Smer Luminsscence
Spectrometer LS-508, Wathman, MA, USA) accordng to 3 standard method =
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Prothrombin time (PT) was performed using 3 commercial kit (Tcoag, TrnICLOT-PT
Exel, ¥eland). The specific acthvity of GST was quaniffed by specirophotometric
methods™ GST was exwessad 35 uymol of i-chior-2, &-dinitrobenzens (CONS,
minimg/proteln).

The determinations of total protein (TP) and albumin (ALS) concentration In serum
were camled out according o standard methods; ** and ESA of ALT, GGT, AST, and
ALA wers gelenmined by IFCC methods. ™ * ¥ Using appropriate diagnostic kits, these
compounds were tested according 10 the manufaciurars’ Instructions (Siosystems,
Spaln: Total Protein, ADumin'ALS, ALP-AMP, AST/GOT, ALT/GPT, y-GT, Cod. 11509,
11547, 11598, 11567, 11568, 11520, respactively). These parameters were determined
In 3 UV-Vis spectrophotometer (Varian DMS-80, Australa).

Sransncal analysis
E3sed on the qguantfication of the natural AF i2vel Ingested Into the diel, the cows were
monthly assigned 10 group A, B, C or D (<5.0, 5.0-2.9, 10.0-19.9 and 220.0 yg%g AF,
respactively). accordng to the usual MRL set In many countries.’ Allowing these AF
groups, the on2-way ANOVA procecure was used to detenmine If there were any
statisticaly signficant diferances between the means of following data AFM, In mik,
AFM: transter, caving, abortions, culling by reproductive faluse, concaption rate to first
artmicial Inseminaton, inter-pregnancy Intenval, aaly milk production, DM, and serum of
piasma diochemistry. Bonfestoni multipie comparison test for agjusting the unaqual
sampie 5zes was used 10 determine significant differences betwean means of AF
EXDOSUre groups.

The cacuiation of AFM, transfer 1o mik was performed as folows:*®

Transfer (%) = AFM, excration (Ugldy/ AF consumpaon (gt} » 100

Reproductive and blochemical data were analyzed by Inear regression procedurs
to associate he vanabllly of these dependent varabiss 3s 3 single funczon of the AF
concentration In TMR. In addition, mixed effecs were analyzed via general linear mode|
procagure. The statistical modal Inciudes the changas in raproductive and biochemical
variables In funcion of AF conceniration In TMR, date of samping, and month of
pregnancy agvance nested with numbes of pregnancy. e data were sorted accoraing
to these two 1351 1actors % ensure sampie homogenaity in these noteworthy varadies *™
* All statements of statistical significanca were basad on 3 prodability of p < 0.05.
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Results and discussion
In this study, deletanous changes were cbservad In dalry cows naturaly exposad to low
levels of aflatoxins in thelr dist; biood biochemistry and reproductive pedformance had
evigent Jterations basides the prasence of AFM+ In mik. These changes were consistent
Wiih 2 subCInica Afaioxicosis. To our knowtedge, the long term (=2 yr.) of natural
EXPOSUTE 10 low AF concantrations represents the first report of this appeoach in aary
cows. The presance of AF In feed Is highly reievant in the dalry industry 1o decrease the

large and negative Impact that this mycotoxin produces on pesfomance, animal haatn
and on milk contamination with AFM,.

Mycoroxins In feed

Durng !e sudy, 99 % of samples (303312) of the dalry diets were naturally
contaminated with ceteclabie AF levels (Figure 1). The frequancy and AF concentration
of contaminaied TMR samples among the groups A, B, C and D (25, 35, 23 and 17 %;
3.5, 7.1, 13.5 and 50.7 pgsg) showad statisticaly significant differences (P <0.01) In
this non-expenimeants sudy, the natural AF contamination levels were variables In each
month and feader. The dedacted differences wene atTibuled o the natural varation of AF
contamination In feedsiufTs, Ikestse the environmental conaitions In that each fead batch
W3S producad, stored and utilized 0 prepare e cow diets.

The frae-quariers of TMR samples (75 %; 2347312) showad detectadie AF levels.
Wit the exception of D Group, the detected AF concentrabions were within the range
Jlowed by the local Mexican OMicial Standards, which establishes a maxdmum pemmitted
AF concentration of 20 pg/kg In feed for dalry cows Ingestion; these ievels are pamitied
In several countries 350, In our study, AF concentrations In the dalry cows' dist were
comparable o those cbiained In other field studies In TMR (4.3 10 24.2 pgikg) of dary
cows in the Cenra Mexican Highiands® Simiar resuts were ootained In Surope,
America, the Middle East ang A%ica =94 |n 3 meta-anaysis, it has been proposed that
AF levels less than 300 pgkg as realstic or representative of fied conditons.™ This
Indicates that the AF concentrations quantified In feadshufs durng this study are similar
to values cbtained by other authors and represantative of Nield conations; therefore, the
resuts of tis study agree with the fact that low AF concantrations In feed consumead by
dairy cows s fequent.

Concentrations of OTA, FBs and DON were delow the LDL (data not shown), whie
the ZEA concantration was oateciad sporadicaly only during months 12, 1S, 20, 23 and
26 of the study (S6.3 4 38.22 igikg). In other studles™© on the natural contamination by
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mycotoxins of the feeds of dairy cows, concentrations balow the action levels for OTA,
FBs, DON ana ZEA were found. Simiady In our study, the AF were lower D the
appicable acton levels. In another extended study was concuded Mat the mycotoxing
occurence pattem is highly depandent on the geographical provenance of fesg ™
Therefore, e acton levels established for OTA, FBs, DON and ZEA In the complete
diet for dakry cows vanes grealy. For Instance, e European Union sats maximum imits
In 250, 50,000, 5,000 and 500 pg/kg (FAO 2004}, whie USA-permitied maximum ievels
of FBs and DON are 30,000 and 10,000 pg/kg, respactively, but the Food and Drug
Administraton has not esiablished maximum Imits for OTA and ZEA "

Exposure to high dosas of ZEA (10,000-20,000 pokg) causes low reproduciive
performance In cattie. Sporadically, smal amounts of ZEA were found In this study;
thersfore, #t Is unikely that Mie changss In serum blochemistry and reproguctive
performance couid be associaiad o the ZEA In e fead. These facts suggest that the
changes were orignated by another situation, such 3s long-term exposure to AF.

Reproducuve performance

Significant diferences (P <0.05) were detected In the raproductive parametars of CoWs
exposed to higher concentrations of afiatoxdns (Group C and D) affecting paricuiaty the
conception rate to frst senice, culling rate due to raproductive falures, Intendal between
successive pragnancies and the rate of abortions (Tadble 2). It has previously been
suggesied Mat the presence of AF In dalry cattie fead Is a riek facior for reproducve
falure since these compounss cCause anima Immune suppression, which aliows the
reactivation of the pathogenic agents that, cause aboriions and reprocucive disorders
in cattie.? In this regand, some authors has baen suggest that constant exposure of aary
coas to low AF concentrations can trigger pathological changes In Immunity,
metabailsm, and endocrine system.® These resulis suggasted that the Inorease of AF
intake In the fead |s relatad to Aterations In the raproductive parameaters.

Btochamical changss

The groups In our study showed evidence of changes In the selecied blochemical
parameters in comparison to the referance values for catie (Tabie 3). This study showed
3 gradual decrease In the serum concentratons of TP 3s e concentraton of AF was
Increasad in the fead consumed Dy the cows. A TP reduction (2.7 giL per AF pgikg) In
the feed ana a signiftcant difference (P <0.00) between groups A, B, C and D were
odserved. A similar decrease in ALS serum concentration was obsenved.
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Some authors have suggested that the ateration In serum proteins In different
animal species Is due 1o 3 decreased hapatc synthasis causad by AF toxc camage In
e fivar. *® It &iso reported that AF decreases e concentration of TP and ALB In calves
with chronic (63 d) AF tocity. '* It was showed 3 nagatve comedation between TP - ALB
ana AF concentraions in goats that faeding naturally AF-contaminated forages.” Similar
effects have baen reported In drollers and rats that ingested feed contaminaied with
purfied AFE,. **" The dacrease In PT and ALB serum concentration detectad In our
study suggests that the chranic AF consumption is capabie of Inducing hepatic damage
and a reduction in protain synthesls.

During thés study, a significant Increase (P <0.001) was reporiad In the PT batween
Groupe A, B, C and D, with an increase from 17.7 10 12.7 5, Increasing by 0.05 & per pg
of AF consumed In the feed. Groups C and D cattie had PT values above the referance
range reported for boving (11-17 §),“ while In Groups A and B, animals remained within
these referance values during the study (Table 3). The alteration of PT In calves has
been 3ssociated wih AF Infoxdcation due o s celeterious effect In the synthesls of
coaguiation factors VI, IX and X, resuting i an Increased blood coaguiation time * Also,
an Increase n PT has been reported In Hoisieln calves experimentaly intoxicatad with
AFB, (1.0 mgkg BW). <

The Increase of the PT is refaled © the oegree of Iiver 0amage and Ingested AF
amount In 3 dose-time-depandant pattemn In hans and broter exposed 1 2.5 Pgikg of
AF In f2ed during three wesks @ Also, It has been reponied that e ver was camaged
In other spedies due 1o accidentsl exposure 10 AF In fead (80-300 pg/g).?

The change of PT is evident In other dlood coaguiation disorders producad by potent
anticoaguiants Bke dicumarc; %or Instance, i has been reponed an increase of PT (71.5—
95.4 5) In Hoistain hatlers that consumed contaminatad feed with dicumarol. * Ateration
of the ciotting mechanism by AF exposure may expiain the hamomhagic post-mortem
findings usualy cetected In leid outbraaks In Intoxicated cattie with large amounts of AF
(1.1-33.5 mgRg)."="* Therafore, the Increase In the TP of owr study suggests that the
consumption of AF In the feed Increases the hazards of suffering Jterations in the
coaguiation.

This study showed that the serum GSH concentration was signficantly afserent (P
«0.03) betwean the groups, presenting a gradual Increase 3s the AF concantraton in the
el was Increased (2.0 = 0.04 - 2.6 £ 0.03 nmal / mL). The specific activity of GST
ENZyme SErUM Was 3iso oifferent (p <0.001) between each of the groups, an Increase of
1.5 pmol CONB/min/img protesn per mg of AF In diel. GST In groups B, C and D exceeded
the GST reference valuss during the study (Table 3).€
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In Tis sense, It Nas Deen shown that AF are 3 polent hapatotoxic agant that aurng
lls blotransformation generates an intermeciate compound calied AF-epaxdde; this
compound Is highty reactve and binds tself o proteins and nucielc acios.® The most
Important mechanism 1o prevent the binding of the epoxide 10 13rget macromolecules Is
the conjugation of GSH to the AF-epoxice; this reaction is catalysed by the epoxice
hydrolase and GST.* Moreover, It has been cemonstrated that GST and ofher enzymes
Invoived In GSH synthesis were produced 35 3 r2sut of the Induction of enzymatic
aciivity.”® Therefore, the balance In the GSH fina concentration 's reguiated by Tis
synesls inducton and he detoxdfication processes; the previous phenomenon has
been demonstrated In catte calis exposed in WIDD 10 AF; ™ In this assay It Is assumed
that the GSH Inducament by AF exposise could be caused by 3 decressad probein
synMesis 3nd an Increased GST activity. Therefore, the rasults of our study suggest that
Increasing levels of GSH and GST among A-D groups was gensrated 3s a response to
chvonic AF exposure and activation of the GST-mediated detoxification process witn
GSH conjugation.

The ESA In serum showed significant dferances (p < 0.05) among al study groups;
the animais in group D had 3 higher specific activty for ALP, AST and ALT and exceeded
the ESA reference values established for caitle ™ Simiiar effects has been reportad 3
signitcant GGT Incraase (p « 0.05) in Hoistein cows Intoxicated with AFS: In comparnson
to the values recordad Inltially (25,5 v5 29.5 UWL) ™ As well 3s, In rats exposed to AF (2.5
mg/kg BW) compared to control animas, It has been reportad significant diferances (p
< 0.05).+ However, other authors'? found ro significant dferances in the piasma ievels
of fiver enzymes, In dairy Cows expenmentaly exposed 10 AFB, In 3 short-femm challengs
(7 d). Overal, It has bean siaed that the ESA increase of ALP, AST, ALT and GGT In
serum may be related 35 a general Indicator of daMages Ca3usad by dafferent liver
pathologcal procasses in aary cows.™ In our study, the Increase In ESA observed In
cattie of ail groups suggests an adversa effact of ChoNiC AF exposure, where the higher
concentration of AF is an Increase In the ESA of daky cows.

AFMT m milk

Tha cows from D Group were expasad naturally 10 3 higher dose of AF In the TRM and
showad 3 highear concantration of AFM, in milk, comparad 0 fose from Group A (33.7
= 2.4 vs 15.6 £ 1.3 ng/L, respectively; p < 0.00). Ukewtse, cows from Group A had 3
greater rate of AFM, transfer to mik (0.74 vs 0.25 %; Tabie 4). Comparabie results have
S0 been demonsirated In an expanmental study™ In this iast study it was estimated
the percentage of transfer AFM, In milk at 0.75-2.5% Ingested AFB, In the fead (55
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Pgkg) AlsD, It has been reported that the consumption of AFS, In the fead (3.4 gkg)
produces 3 contaminaton of 155 £ 25 nglL of AFM: In mik. In Holstein cows
experimentaly Intoxdcated with AFS, mixed In the TMR (75 pg / kg 7 9 d) the transfer and
excretion of AFM: 1o mik has been quamiifed at 0.51% of AFM« / AFBs and S7TO ng /L.*
In other study n dairy cows consuming contaminated faed naturally with AF, It has been
stated a concentration of AFM- excrated In e mikk of 10 - 420 ngiL. Als0, In S3ry cows
experimentaily exposed fo different doses of AFB, In feed (20 and 40 pgkg) It has been
reported an Increase of excretion and Fansfer of AFM: Into the mik {105 and 208 ngiL;
0.56 and 0.59%, respectively). ™ In our study, AFM, levels Into the mik of 3il groups (156
- 20.7 nglL) dki not exceed MRL set by Mexican or US legisiation (500 ng/L). However,
the AFM, In the milk of Groups C and D (589 and 92.7 ngll) exceeded the MRL
estabished by the Ewropean Commission (50 ng/L).!

In this study, there was 2 significant dose-Tesponse reationship batwaen the AF
concentration In feed (pg/kg) and the AFM, concantration In milk {(ng'L) (p < 0.001; R*
62 %; Y-nercept: 19.2 £ 0.10 3 slope: 2.70 = 0.83). Other studies stated a significant
linear comeiation between AFM, comient In milk and AF intake In d3iry cows ™ these
authors estadlish hat the camy-over of AF into the miik as AFM: s Influenced by feeding
regmens, cow health, hepatic biotransformation capactty, milk yiele amount ang other
physioiogica factors.

The deleterious effects on reproducive parfomance, sera blochemistry, and AFM,
In milk detectad In this study suggest Mat dary cows had 3 subciinical ANaloXcosls
Induced by the AF Ingastion during Tie long tamm aven though AF concentrations wers
baiow the action levels. In this sense, some authors have stressad that the setting of
requiatory guideines for aflatoxin contamination has baen prmarty based on legal
considerations rater han experimenta or epidemiologica Information.’ Thess
discrepancies causing the maximum parmissibée level for the AF controf feed for dary
Ccows diTers significantly between countries (0.0-50 mg/sg In faed). Each country seeks
to estabilsh s own balance batween the economic cost of AF control with the banefits
to public heaith and productity In the dairy industry.'

Reproduciive and biochemical changas whean cows consumed the highest level of
AF differ signficantly from the lowest level (45.6 + 1.9 and 3.5 + 1.4 yg AF / &g feed)
evan in the latter leved, the biochemica reference vaiues diferad siightly. Besldes, thers
was the presence of AFM, In mik. The foregoing Is added 1o the assertion of that no
leves of afatoxins is completedy safe and that Increasing of AF ievals J2ads 0 Increased
risks. In this study, therefore, the critera of the minimum effective dose (S PgXg In feed),
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which nave been established for other animals, courd be appiled In dalry catte based on
economic losses %

Conclusion

This study cescribes changas In reproductive and hematological parameters ratated to
the long-tem Ingestion of AF naturaity contaminated feed at four different concentrations
levess. In dalry cows Mat ingested the higher AF levels owing 26 months, significant
changes on incidence of abortion, culing by reproductive fallure, and Increasing of the
iner-pregnancy  ntenal  were  observed.  Aleration of coaguiation  procass,

nypoproteinemia and Increased achvity of AF cetoxficaton enzymes, were 3iso
cetected. Moreover, transfer and excrefion of AFM, I mik In 3 coss-response

relatonship with AF concantration In feed ware observed. On e other hand, the adry
cows that Ingested the loweast ievels difered signtly from the dlochamical referance
vaues and showed the presence of AFM. In mik, albest at 3 level lolerated by the
appilcable reguiation. These resulis suggest Mat long-term consumpticn of feed
containing low concemtrations of AF can Jso resut In adverse effects on performance
and animal health, which Is consistent with subciinical Alatoxicosis.
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Table 4. Dry matter intake (DMI), milk yield total aflatoxins (AF), concentration in total mixed ration (TMR), and linear regression parameters of
transfer of aflatoxin M1 (AFM1) in milk as effect of AF in TMR

Afiatoxin group (ughkg) (::,:e: g‘m (....sa'..“l'sm ('}:)
item
@) 589 (ofesm ey SEM Pl
TMR samples (No.) 78 108 72 54 - 0.00° - - -
Milk sampies (Ne.) 57 68 45 34 - 0.00¢ - - -
DMI (TMR kg/d) 18.3* 166* 166" 168" 0.08 0.60 - - -
AF in TMR (pgikg) 35¢ 71¢ 1258 507+ 041 000 - . -
AF in TMR (pg/d) 58.0° 120¢ 228% 813+ 65 0.00 - - -
Milk (kg/cow/d) 289 280+ 282 268" 0.0t 080 - - -
AFM,; in milk (nglL) 1584 248¢ L3 80.1* 11 0.00 1722121 2120080 586
AFM, in milk {ng/d) 420¢ 036« 1527 2148* 318 0.00 452+328 568z241 587
AFM: transfer (%)' 0.80* 074 0878 0.36¢ 0.02 0.00 083810033 -0.012 £0.002 80
TMR = total mixad ration

*AFM, transfer = excretion of AFM, (ng/d)/ AF consumption (ug'd) X 100

? Pearson chi square tests (p < 0.05)

*<Means In the same rows with diffizrent letters are statistically differsnt.
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9.3. ANEXO 3. Técnica para cromatografia liquida de alta presion para AF en maiz
9.4 ANEXO 4. Técnica para ensayo inmunoenzimatico para AF en alimento.

Informacién general:
El RIDASCREEN®FAST Aflatoxin (Art. No.: R5202) es un inmunoensayo enzimatico

(ELISA) competitivo para el analisis cuantitativo de aflatoxina en cereales y piensos, con un
limite de deteccion de < 1,7 pg/kg (ppb).

Fundamento:
La base del ensayo es la reaccidn antigeno-anticuerpo. Los pocillos de la microplaca estan
sensibilizados con anticuerpos de captura dirigidos contra anticuerpos anti-aflatoxina. Se
agregan los estdndares de aflatoxina o la solucion de las muestras, el conjugado aflatoxina-
enzima y los anticuerpos anti-aflatoxina a los pocillos. El aflatoxina libre y el conjugado
aflatoxina-enzima compiten por los sitios de unién de los anticuerpos anti-aflatoxina
(inmunoensayo enzimatico competitivo). Al mismo tiempo, los anticuerpos anti-aflatoxina
se unen a los anticuerpos de captura inmovilizados. Cualquier conjugado enzimatico no unido
se remueve en el paso de lavado. Se agrega substrato/cromogeno a los pocillos. El conjugado
enzimatico unido convierte al cromogeno en un producto azul. La adicién de la solucion stop
Ileva a un cambio de color del azul al amarillo. La medicion se hace fotométricamente a 450
nm. La absorbancia es inversamente proporcional a la concentracion de aflatoxina en la
muestra.
Equipamiento:

e Espectrofotometro para placas portapocillos (450 nm).

e Probeta graduada de 100 ml de plastico o de vidrio para la preparacion de las

muestras: Embudo de filtrado y un vaso de precipitados de vidrio de 50 ml.

e Molino para desmenuzar las muestras.

e Agitador.

e Papel de filtro: Whatman No. 1 o equivalente.

e Micropipetas de 50 pl, 100 pl y 1000 pl.

Reactivos:
e Solucion de metanol al 70 %: mezclar 70 ml de metanol (100 %) con 30 ml de agua
destilada.
e Agua destilada o deionizada
Muestras:
Las muestras deben ser almacenadas en un lugar fresco, protegidas de la luz. Una muestra
representativa (de acuerdo con la técnica de muestreo aceptada) debe ser molida y mezclada.
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Pesar 5 g de la muestra molida en un contenedor apropiado y agréguele 25 ml de metanol al

70 %).

Agitar vigorosamente durante 3 minutos (a mano o utilizando el agitador)
Filtrar el extracto a través de un papel de filtro Whatman n. 1

Diluir 1 ml del filtrado con 1 ml de agua destilada o deionizada

Utilizar 50 pl del filtrado diluido por pocillo en el test.

Procedimiento:

1.

Coloque suficientes pocillos en el soporte de la microplaca para los estandares y para
las muestras a analizar. Marque la posicion de los estandares y de las muestras.
Agregue 50 pl de los estandares y de las muestras a analizar a los pocillos
correspondientes. Utilice una punta de pipeta nueva para cada estandar y para cada
muestra.

Agregue 50 pl del conjugado aflatoxina-enzima (tap6n rojo) a los pocillos
correspondientes.

Agregue 50 pl del anticuerpo anti-aflatoxina (tapdén negro) a los pocillos
correspondientes, mezcle el contenido de la microplaca suavemente e incube durante
10 minutos (+/- 1) a temperatura ambiente (20 - 25 °C).

Vacie los pocillos y golpee luego enérgicamente (tres veces consecutivas) el marco
portapocillos sobre un papel absorbente limpio para asegurar la eliminacién completa
de restos liquidos. Lave los pocillos (250 pl por pocillo) con tampén de lavado (vea
10.1.) utilizando una pipeta-multicanal o una botella de lavado y vacie nuevamente
los pocillos de la forma ya indicada.

Repita este paso dos veces mas.

Agregue 100 pl de substrato/cromogeno (tapdn marron) a cada pocillo. Mezcle el
contenido de la microplaca suavemente e incube 5 minutos (+/- 0,5) en la oscuridad
a temperatura ambiente (20 - 25 °C /68 - 77 °F).

Agregue 100 ul de la solucion stop (tapén amarillo) a cada pocillo. Mezcle el
contenido de la microplaca suavemente y mida la absorcion a 450 nm en el transcurso

de los siguientes 10 min.
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9.5. ANEXO 5. Técnica para la medicidn del tiempo de tiempo de protrombina.

Fundamento:
La adicion de tromboplastina y calcio en muestras de plasma induce la formacién del coagulo
de fibrina. EI método mide el tiempo que tarda en formarse el cogulo.

Reactivos:
a) Tromboplastina tisular de cerebro de conejo con estabilizantes. Liofilizado
(Biosystems S. A.).
b) Tampon con iones de calcio y sodio azida como conservante (Biosystems S. A).

Muestras:

Sangre venosa obtenida mediante venopuncion. Mezclar nueve partes de sangre con una parte
de trisodio citrato dihidrato 0,109 mol/L. Mezclar suavemente la sangre y centrifugar a 1500
X g durante 15 minutos para obtener el plasma.

Procedimiento:

Precalentar el Reactivo de Trabajo a 37°C.

Pipetear 50 pLL de muestra (plasma de paciente o control) en el tubo de ensayo..

Incubar la muestra a 37°C durante 2 minutos.

Pipetear 100 uL de Reactivo de Trabajo y simultaneamente poner el crondmetro en marcha.
Determinar el tiempo de coagulacion.

CALCULOS:

El PT generalmente se expresa en segundos, anotando el tiempo en que tardé en formarse el
coagulo.
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9.6. ANEXO 6. Técnica para la cuantificacion de proteinas totales.

Fundamento:
La proteina presente en la muestra reacciona con los iones cobre (I1) en medio alcalino,
originando un complejo coloreado que se cuantifica por espectrofotometria.

Reactivos:
c) Acetato de cobre (11) 6 mmol/L, ioduro de potasio 12 mmol/L, hidréxido sédico 1,15
mol/L, detergente (Biosystems S. A.).
d) Patron de Proteina. Albdmina bovina (Biosystems S. A).

Muestras:
Suero y plasma heparinizado recogido mediante procedimientos estandar.. Estable 8 dias a
2-8°C.

Procedimiento:
1. Pipetear en tubos de ensayo de la siguiente manera:

Blanco Patrén Muestra

Agua destilada 20 pL

Patron Proteina (S) 20 pL

Muestra 20 pL
Reactivo (A) 10mL 10mL 1.0mL

2. Agitar bien y dejar los tubos durante 10 minutos a temperatura ambiente.
3. Leer la absorbancia (A) del Patron y de la Muestra frente al Blanco a 545 nm. El color es
estable durante al menos 2 horas (espectrofotometro; Varian DMS-80, Australia).

CALCULOS:
La concentracion de proteina en la muestra se calcula a partir de la siguiente férmula general:

A Muestra

(C Patrén) = C Muestra

A Patron
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9.7. ANEXO 7. Técnica para la cuantificacion de albumina.

Fundamento:
La albumina presente en la muestra reacciona con el verde de bromocresol en medio acido,
originando un complejo coloreado que se cuantifica por espectrofotometria.

Reactivos:
a) Tampodn acetato 100 mmol/L, verde de bromocresol 0,27 mmol/L, detergente, pH 4,1.
(Biosystems S. A.).
b) Patrén de Proteina. Albumina bovina (Biosystems S. A).

Muestras:
Suero o plasma (EDTA, heparina o citrato) recogido mediante procedimientos estandar. La
albumina en suero es estable durante 3 dias a 2-8°C.

Procedimiento:
1. Pipetear en tubos de ensayo de la siguiente manera:

Blanco Patrén Muestra

Patrén albumina (S) 10 pL
Muestra 10 pL
Reactivo (A) 1.0mL 10mL 1.0mL

2. Agitar bien y dejar los tubos durante 1 minuto a temperatura ambiente.
3. Leer la absorbancia (A) del Patron y de la Muestra a 630 nm frente al Blanco. El color es
estable durante al menos 30 minutos (espectrofotometro; Varian DMS-80, Australia).

CALCULOS:
La concentracién de albdmina en la muestra se calcula a partir de la siguiente formula
general:

A Muestra

1 Patron (C Patron) = C Muestra
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9.8. ANEXO 8. Técnica para la cuantificacion de la actividad enzimatica especifica de
fostatasa alcalina.

Fundamento:

La fosfatasa alcalina (FAL) cataliza en medio alcalino la transferencia del grupo fosfato del
4-nitrofenilfosfato al 2-amino-2-metil-1-propanol (AMP), liberando 4-nitrofenol. La
concentracion catalitica se determina a partir de la velocidad de formacion del 4-nitrofenol,
medido a 405 nm.

Reactivos:
a) Reactivo: 2-Amino-2-metil-1-propanol 0,4 mol/L, sulfato de zinc 1,2 mmol/L, acido
N-hidroxietil-etilenodiaminotriacético 2,5 mmol/L, acetato de magnesio 2,5 mmol/L,
pH 10,4 (Biosystems S. A.).
b) Reactivo: 4-Nitrofenilfosfato 60 mmol/L (Biosystems S. A).

Muestras:
Suero o plasma recogido mediante procedimientos estandar. La fosfatasa alcalina en suero o

plasma es estable 7 dias a 2-8°C. Puede utilizarse heparina como anticoagulante.

Procedimiento:
1. Precalentar el Reactivo de Trabajo y el instrumento a la temperatura de reaccion.

2. Pipetear en tubos de ensayo de la siguiente manera:

Cantidad
Reactivo de trabajo 1.0 mL
Muestra 20 L

Mezclar e insertar la cubeta en el fotometro. Poner el cronémetro en marcha.

4. Anotar la absorbancia inicial y efectuar nuevas lecturas cada minuto durante 3
minutos.

5. Calcular el incremento de absorbancia (espectrofotometro; Varian DMS-80,

Australia) por minuto promedio (AA/min).

w

CALCULOS:
La concentracion de Fosfatasa alcalina en la muestra se calcula a partir de la siguiente

férmula general:

tx10°

LV _
(AA/min) S —

U/L

El coeficiente de absorcién molar (e) del 4-nitrofenol a 405 nm es 18.450, el paso de luz (I)
es 1 cm, el volumen total de reaccion (Vt) es 1,02, el volumen de muestra (Vs) es 0,02,y 1
U/L equivale a 0,0166 pkat/L. Se deducen los siguientes factores para calcular la

concentracion catalitica; AA/min es 2764 = U/L
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9.9. ANEXO 9. Técnica para la cuantificacion de la actividad enzimatica especifica de
Gamma-glutamiltranspeptidasa.

Fundamento:

La gamma-glutamiltransferasa (y -GT) cataliza la transferencia del grupo g-glutamilo de la

g-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida a la glicilglicina, liberando 3-carboxi-4-nitroanilina. La

concentracion catalitica se determina a partir de la velocidad de formacién de la 3-carboxi-

4-nitroanilina.

Reactivos:
¢) Reactivo: Glicilglicina 206,25 mmol/L, hidroxido sodico 130 mmol/L, pH 7,9.

(Biosystems S. A.).
d) Reactivo: y-Glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida 32,5 mmol/L. (Biosystems S. A).

Muestras:
Suero y plasma recogidos mediante procedimientos estandar. La gamma-glutamiltransferasa
en suero y plasma es estable 5 dias a 2-8°C. Debe utilizarse la heparina 0 EDTA como

anticoagulante.

Procedimiento:
1. Precalentar el Reactivo de Trabajo y el instrumento a la temperatura de reaccion.

2. Pipetear en tubos de ensayo de la siguiente manera:

Cantidad
Reactivo de trabajo 1.0 mL
Muestra 100 pL

Mezclar e insertar la cubeta en el fotdbmetro. Poner el crondémetro en marcha.
4. Anotar la absorbancia inicial y efectuar nuevas lecturas cada minuto durante 3

minutos.
5. Calcular el incremento de absorbancia (espectrofotometro; Varian DMS-80,

Australia) por minuto promedio (AA/min).

w

CALCULOS:
La concentracion de y -GT en la muestra se calcula a partir de la siguiente férmula general:
(AA/min) Vtx10° U/L
mm)-————-<=
&N (Vs)

El coeficiente de absorcion molar (e) de la 3-carboxi-4-nitroanilina es 7.908 a 410 nm y 9.900
a 405 nm, el paso de luz (I) es 1 cm, el volumen total de reaccion (Vt) es 1,1, el volumen de
muestra (Vs) es 0,1, y 1 U/L equivale a 16,67 pkat/L. Se deducen los siguientes factores para

calcular la concentracion catalitica: AA/min es 1391 = U/L
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9.10. ANEXO 10. Técnica para la cuantificacion de la actividad enzimatica especifica
de alanina aminotransferasa.

Fundamento:

La alanina aminotransferasa (ALT o GPT) cataliza la transferencia del grupo amino de la
alanina al 2-oxoglutarato, formando piruvato y glutamato. La concentracion catalitica se
determina, empleando la reaccion acoplada del lactato deshidrogenasa (LDH), a partir de la
velocidad de desaparicion del NADH, medido a 340 nm.

Reactivos:
e) Reactivo: Fosfato de piridoxal 10 mmol/L. 5 mL. (Biosystems S. A.).
f) Reactivo: 4-Nitrofenilfosfato 60 mmol/L (Biosystems S. A).

Muestras:
Suero recogido mediante procedimientos estandar. La alanina aminotransferasa en suero es

estable 7 dias a 2-8°C.

Procedimiento:
1. Precalentar el Reactivo de Trabajo y el instrumento a la temperatura de reaccion.
2. Pipetear en tubos de ensayo de la siguiente manera:

Temperatura de

reaccion 37°C
Reactivo de trabajo 1.0 mL
Muestra 50 pL

3. Mezclar e insertar la cubeta en el fotometro. Poner el cronémetro en marcha.

4. Pasado 1 minuto, anotar la absorbancia inicial y efectuar nuevas lecturas cada minuto
durante 3 minutos.

5. Calcular el incremento de absorbancia por minuto promedio (AA/min).

CALCULOS:
La concentracion de alanina aminotransferasa en la muestra se calcula a partir de la siguiente

férmula general:

Vtx10°

(BA/min) S DTs)

U/L

El coeficiente de absorcion molar (e) del NADH a 340 nm es 6.300, el paso de luz (I) es 1
cm, el volumen total de reaccién (Vt) es 1,05 a 37°C y 1,1 a 30°C, el volumen de muestra
(Vs)es 0,05a37°Cy 0,1 a30°C,y 1 U/L equivale a 0,0166 pkat/L. Se deducen los siguientes

factores para calcular la concentracion catalitica: AA/min es 3333 = U/L.
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9.11. ANEXO 11. Técnica para la cuantificacion de la actividad enzimatica especifica
de aspartato aminotransferasa.

Fundamento:

La aspartato aminotransferasa (AST o GOT) cataliza la transferencia del grupo amino del
aspartato al 2-oxoglutarato, formando oxalacetato y glutamato. La concentracion catalitica
se determina, empleando la reaccion acoplada del malato deshidrogenasa (MDH), a partir
de la velocidad de desaparicion del NADH, medido a 340 nm.

Reactivos:

g) Reactivo: Tris 121 mmol/L, L-aspartato 362 mmol/L, malato deshidrogenasa > 460
U/L, lactato deshidrogenasa > 660 U/L, hidréxido sodico 255 mmol/L, pH 7,8
(Biosystems S. A.).

h) Reactivo: NADH 1,3 mmol/L, 2-oxoglutarato 75 mmol/L, hidréxido sédico 148
mmol/L, sodio azida 9,5 g/L (Biosystems S. A).

Muestras:
Suero recogido mediante procedimientos estandar. La aspartato aminotransferasa en suero es

estable 7 dias a 2-8°C.

Procedimiento:
1. Precalentar el Reactivo de Trabajo y el instrumento a la temperatura de reaccion.
2. Pipetear en tubos de ensayo de la siguiente manera:

Temperatura de

reaccion 37°C
Reactivo de trabajo 1.0 mL
Muestra 50 pL

Mezclar e insertar la cubeta en el fotometro. Poner el crondmetro en marcha.

Pasado 1 minuto, anotar la absorbancia inicial y efectuar nuevas lecturas cada minuto
durante 3 minutos.

5. Calcular el incremento de absorbancia (espectrofotometro; Varian DMS-80,
Australia) por minuto promedio (AA/min).

»ow

CALCULOS:
La concentracion de aspartato aminotransferasa en la muestra se calcula a partir de la
siguiente formula general:

tx10°

) |74
(AA/min) S D Ws)

=U/L

El coeficiente de absorcion molar (e) del NADH a 340 nm es 6.300, el paso de luz (I) es 1
cm, el volumen total de reaccion (Vt) es 1,05 a 37°C y 1,1 a 30°C, el volumen de muestra

132



(Vs)es 0,05a37°Cy0,1a30°C,y1U/L equivale a0,0166 pkat/L. Se deducen los siguientes
factores para calcular la concentracion catalitica: AA/min es 3333 = U/L
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9.12 ANEXO 12. Técnica para la cuantificacion de glutation reducido.

Procedimiento:

1.

N o a s~ WD

Pipeteas en un tubo de ensaye 250 pL de muestra + 1.0 ml 25% HPO3 + 3.7 ml Buffer
EDTA.

Centrifugar durante 30 minutos.

Pipetear en otro tubo de ensaye 0.5 ml del sobrenadante + 4.5 ml Buffer EDTA.
Mezclar

Pipetear en otro tubo de ensaye 100 uL + 1.0 ml Buffer EDTA +100 pL de OPT
Mezclar e incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos

Determinar la fluorescencia a 420 nm.
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9.13. ANEXO 13. Técnica para la cuantificacion de transferasas de glutation.

Procedimiento:

1. Pipetear en un tubo de ensaye 2.3 ml Na2HPO4 al 1.0 molar + 100 pL de muestra.

2. Homogenizar.

3. Afadir 500 pL GSH al 1.0 molar.

4. Afadir 100 pL CDNB al 1.0 molar.

5. Leer en un espectrofotometro la absorbancia de la muestra a 340 nm (Varian DMS-80,

Australia).
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9.14. ANEXO 14. Técnica para la deteccion de anticuerpos contra Neospora caninum.

Las muestras de suero sanguineo se analizaron para la deteccion de anticuerpos contra

Neospora caninum mediante ELISA (inmunoanélisis enzimatico) con un kit comercial

(HerdCheck® IDEXX laboratorios) diluyéndose cada muestra de suero a una razoén 1:100 con

un diluyente para muestra (5 pL de muestra con 500 pL de diluyente). Una vez preparada la

muestra el procedimiento para la deteccion de Anticuerpos contra Neospora caninum es el

siguiente:

e g kr w0 N =

10.
11.
12.
13.

14.
15.

Verter 100 pL de control negativo sin diluir en los pozos Al y A2.

Verter 100 pL de control positivo sin diluir en los pozos A3y A4

Verter 100 pL de muestra diluida en cada uno de los pozos correspondientes.
Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Aspirar el liquido de todos los pozos y desecharlo en un recipiente.

Lavar cada uno de los pozos 4 veces con 300 pL de solucién de lavado tamponada
con fosfato, aspirar el contenido entre cada lavado evitando que se sequen los
pozos, después de la aspiracion del lavado final golpear las placas suavemente
para eliminar el liquido residual.

Verter 100 pL de conjugado antibovino:HRPO en cada pozo.

Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Repetir los pasos 5y 6.

Verter 100 pL de solucién de substrato TMB en cada pozo de la placa.

Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Verter 100 pL de solucidn de interrupcion en cada pozo para detener la reaccion.
La lectura de las placas se llevard a cabo mediante un espectofotdbmetro marca
Cary 100 Bio&ACB UV-visible.

Medir y registrar la absorbancia.

Calcular los resultados en base a una curva de calibracion y puntos de corte

establecidos para la deteccion de animales positivos.
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9.15. ANEXO 15. ELISA NclgG, NclgGi e NclgGa.

Se procedio a la valoracién de la respuesta inmune humoral en las novillas a lo largo del

estudio mediante la determinacion de la NclgG, NclgG: y NclgG: avidez mediante el uso de

un ELISA in house indirecto con proteinas solubles de N. caninum como antigeno con la

finalidad de mostrar el comportamiento de la enfermedad mediante el monitoreo de 1gG, y

1G>, los cuales son indicativos de la presencia de una infeccion crénica o reciente.

Procedimiento ELISA in house NclgG, NclgG: e NclgGa:

1.

10.
11.
12.
13.
14.
15.

Sensibilizar la placa afiadiendo 100 pl a cada pocillo de proteina Ncsp7 previamente
diluida en buffer tamponado (carbonato/bicarbonato 1M) posteriormente dejar reposar
toda una noche en refrigeracion.

Realizar 3 lavados a la placa con PBS Tween 5%.

Bloqueo de la placa se realiza para evitar reacciones cruzadas previo a la sensibilizacion,
mediante el uso de suero de equino inactivado (SHI), agregando 300 ul a cada pocillo
de SHI posteriormente se deja reposar durante 2 horas a temperatura ambiente.
Realizar 3 lavados a la placa con PBS Tween 5%.

Diluir las muestras de suero 1:100 (5 pl de muestra en 495 pl de diluyente PBS Tween-
SHI 5%).

Agregar 100 pl de la muestra diluida a cada pocillo de la placa de trabajo, asi como los
controles positivos y negativos.

Incubar 1 hora a 37°C.

Realizar 3 lavados a la placa con PBS Tween 5%.

Agregar 100 pl de conjugado anti bovino a cada pocillo.

Incubar 1 hora a 37°C.

Realizar 3 lavados a la placa con PBS Tween 5%.

Agregar 100 pl de substrato ABTS a cada pocillo.

Incubar 15 minutos a temperatura ambiente.

Agregar 100 pl de solucién de interrupcién (acido oxalico 0.3M) a cada pocillo.

Leer la placa a 450 nm cada cinco minutos hasta alcanzar una lectura de absorbancia

entre 0.9y 1.
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16. Medir y registrar la absorbancia.
17. Calcular el IRPC.

18. Puntos de corte establecidos para animales positivos >8.2, negativo <6 y dudoso entre

6-8.2.
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9.16. ANEXO 16. ELISA SAG4, GRA.

Se procedio a la valoracién de la respuesta inmune humoral en las novillas a lo largo del

estudio mediante la determinacion de NcSAGs y NcGRA7 mediante el uso de un ELISA in

house indirecto con proteinas solubles de N. caninum como antigeno con la finalidad de

mostrar el comportamiento de la enfermedad mediante el monitoreo de NcSAGs y NcGRAz,

los cuales son indicativos de la presencia de una infeccion cronica o reciente.

Procedimiento:

1.

10.
11.
12.
13.
14.
15.

Sensibilizar la placa afiadiendo 100 pl a cada pocillo de proteina recombinante a emplear
ya sea SAG4 0 GRA; previamente diluida en buffer tamponado (carbonato/bicarbonato
1M) posteriormente dejar reposar toda una noche en refrigeracion.

Realizar 3 lavados a la placa con PBS Tween 5%.

Bloqueo de la placa se realiza para evitar reacciones cruzadas previo a la sensibilizacion,
mediante el uso de suero de equino inactivado (SHI), agregando 300 pl a cada pocillo
de SHI posteriormente se deja reposar durante 1 horas a temperatura ambiente.
Realizar 3 lavados a la placa con PBS Tween 5%.

Diluir las muestras de suero 1:50 (1 pl de muestra en 50 pl de diluyente PBS Tween-
SHI 5%) diluir de igual manera los sueros controles positivos y negativos.

Agregar 100 pl de la muestra diluida a cada pocillo de la placa de trabajo, asi como los
controles positivos y negativos.

Incubar 1 hora a 37°C.

Realizar 3 lavados a la placa con PBS Tween 5%.

Agregar 50 pl de conjugado anti bovino SAG4 0 GRA7? a cada pozo segUn corresponda.
Incubar 1 hora a 37°C.

Realizar 3 lavados a la placa con PBS Tween 5%.

Agregar 50 pl de substrato ABTS a cada pozo.

Incubar 15 minutos a temperatura ambiente.

Agregar 50 ul de solucion de interrupcion (acido oxalico 0.3M) a cada pozo

Leer la placa a 450 nm cada cinco minutos hasta alcanzar una lectura de absorbancia

entre 0.9y 1.
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16. Medir y registrar la absorbancia.

17. Calcular el IRPC.

18. Los puntos de corte establecidos para NcGRA7 son positivos >18, negativo <9,
sospechoso entre 9-18 y para NcSAG4 son positivos >14, negativo <6, sospechoso entre

6-14.
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9.17. ANEXO 17. ELISA de avidez.

Se procedio a la valoracién de la respuesta inmune humoral en las novillas a lo largo del

estudio mediante la determinacion de avidez mediante el uso de un ELISA in house indirecto

con proteinas solubles de N. caninum como antigeno con la finalidad de mostrar el

comportamiento de la enfermedad mediante el monitoreo de IgG; y 1gG2, los cuales son

indicativos de la presencia de una infeccion crdnica o reciente.

Procedimiento:

1.

10.
11.
12.
13.
14.
15.

Sensibilizar la placa afiadiendo 100 pl a cada pocillo de proteina Ncsp7 previamente
diluida en buffer tamponado (carbonato/bicarbonato 1M) posteriormente dejar reposar
toda una noche en refrigeracion.

Realizar 3 lavados a la placa con PBS Tween 5%.

Bloqueo de la placa se realiza para evitar reacciones cruzadas previo a la sensibilizacion,
mediante el uso de suero de equino inactivado (SHI), agregando 300 ul a cada pocillo
de SHI posteriormente se deja reposar durante 2 horas a temperatura ambiente.
Realizar 3 lavados a la placa con PBS Tween 5%.

Diluir las muestras de suero a una razon de 1:25, 1:100, 1:400, 1:1600, 1:6400, 1:25600
por pocillo con el diluyente PBS Tween-SHI 5%.

Agregar 100 pl de la muestra diluida a cada pocillo de la placa de trabajo, asi como los
controles positivos y negativos y los controles de alta y baja avidez.

Incubar 1 hora a 37°C.

Realizar 3 lavados a la placa con PBS Tween 5%.

Agregar 100 pl de urea 6M en uno de los pocillos de duplicado de cada suero mientras
que para el duplicado se le coloca solo PBS Tween.

Incubar 10 minutos a 37°C.

Agregar 100 pl de conjugado anti bovino a cada pocillo.

Incubar 1 hora a 37°C.

Realizar 3 lavados a la placa con PBS Tween 5%.

Agregar 100 pl de substrato ABTS a cada pocillo.

Incubar 15 minutos a temperatura ambiente.
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16. Agregar 100 pl de solucion de interrupcion (acido oxalico 0.3M) a cada pocillo.

17. Leer la placa a 450 nm cada cinco minutos hasta alcanzar una lectura de absorbancia
entre 0.9y 1.

18. Medir y registrar la absorbancia.
19. Calcular el IRPC y realizar curvas patron para determinar avidez.

20. Célculo para la avidez baja avidez <25, intermedia avidez 26-39 y alta avidez >4.
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9.18. ANEXO 18. Técnica de Inmunofluoresencia indirecta (IFI)

El fundamento de la técnica se basa en el uso e inmunomarcadores (anticuerpos) unidos a

una sustancia fluorescente para la deteccion de antigenos especificos. El estudio de la

respuesta humoral en suero precalostral de los terneros se realiz6 mediante la deteccion de

IgG especificas frente al parasito y como antigeno se utilizo taquizoitos de N. caninum

obtenidos en cultivo celular y fijados con formol tamponado a pH=7

Material:

Laminillas antigenadas con Neospora caninum.

Conjugado anti-bovino diluido previamente en azul de Evans al 0.2%.
Control positivo a Neospora caninum.

Control negativo a Neospora caninum.

Diluyente para las muestras (PBS 1X).

Solucién de lavado (PBS 1X).

Preparacion de las muestras:

Procedimiento:

N oo g s~ WD

8.
9.

Colocar 9 ul de la muestra diluida en la laminilla.

Incubar las laminillas durante 30 minutos a 37 °C.

Realizar dos lavados de diez minutos cada uno con PBS 1X.

Secar las laminillas a temperatura ambiente.

Colocar 9 ul de conjugado anti-bovino.

Incubar las laminillas durante 30 minutos a 37 °C.

Realizar tres lavados de diez minutos cada uno con PBS 1X y realizar el altimo lavado
con agua destilada.

Secar las laminillas a temperatura ambiente, evitando la presencia de luz directa.

Montar las laminillas.

10. Observar en el microscopio de fluorescencia.
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11. Registrar los resultados.

144

TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS



9.19. ANEXO 19. Pruebas diagnosticas en fetos abortados histopatologia.

Las muestras de tejido colectadas y conservadas en formalina neutra bufferada al 10% para
su preservacion, se procesaron mediante histopatologia para la observacion microscopica de
lesiones sugestivas con la presencia de Neospora caninum o lesiones sugestivas de
aflatoxicosis en los tejidos, mediante la observacion con la tincion de Hematoxilina eosina

siguiendo el siguiente procedimiento:

Conservar las muestreas de tejido en formalina neutra bufferada al 10%.
Lavar las muestras en agua destilada.
Realizar cortes de tejido con un tamario aproximado de 1 a 1.5 cm®.

> w p e

Deshidratar el tejido mediante seis pases continuos en etanol a diferentes gradientes

de concentracion (uno al 80%, tres al 96%, dos al 100%) con inmersiones de 1 hora

por pase.

5. Aclarar el tejido sumergiendo las muestras en xilol puro en dos tiempos de una hora
cada uno.

6. Inclusion en parafina.

7. Infiltracion rapida en parafina liquida por 15 minutos a 52° C (Histoquinet, Leica TP
1020).

8. Elaboracién de blogues de parafina mediante el embebido de las muestras (Leica EG
1150 H) y su posterior enfriado (Leica EG 1150 C).

9. Realizar costes histoldgicos en el micrétomo (Leica RM 2125 RT).

10. Tincion y montaje del tejido.

11. Visualizacién al microscopio 100x (Leica DM LS2).
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9.20. ANEXO 20. Pruebas diagnosticas en fetos abortados PCR.

Las muestras de tejidos colectadas de los fetos abortados fueron analizadas mediante la
técnica de PCR anidada descrita por Ellis et al. (1999) y con modificaciones establecidas por
Medina-Esparza, et al. (2006), utilizando primers NF1, NS2, NR1 y SR1; con la siguiente

metodologia:

1. Las muestras destinadas para su amplificacion de ADN, fueron fijadas con formol,
embebidas en parafina y se elaboraron cortes histologicos del tejido (5 um).

2. Las muestras fueron resuspendidas en 100 ml de agua destilada estéril, superpuestas
con 50 pl de aceite mineral y calentados en un termociclador durante 15 minutos a
99.9°C.

3. El tubo se dejo enfriar a temperatura ambiente hasta que se obtuvieron las muestras
para PCR.

4. Las concentraciones de ADN en cada muestra fueron verificadas mediante
espectrofotometria, utilizando 5 pl de la muestra que contenia 2 ng de ADN para
PCR.

5. Las muestras fijadas en formalina e incorporadas en parafina de tejidos cerebrales de
fetos bovinos abortados con neosporosis congénita (confirmada por HP y IHC) fueron
utilizadas como un control positivo; Mientras que secciones cerebro de una vaca, sin
signos clinicos y negativos a neosporosis (confirmada por HP e IHC), se usaron como
control negativo.

6. Los productos de amplificacién por PCR fueron analizados por electroforesis en geles
de agarosa al 2% con un marcador de tamafio estdndar (Phix 174 DNA, Gibco, BRL).

7. Unresultado positivo fue registrado si se detecté un producto de 146 bp por lo menos

en una de las tres o cinco secciones.
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