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RESUMEN 

Factores biopatológicos presentes en bovinos Holstein expuestos naturalmente a 

aflatoxinas y Neospora caninum. A nivel mundial la contaminación de los alimentos por 

aflatoxinas es un grave problema debido a la pérdida del alimento, disminución es sus 

parámetros 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 países, causando considerables 

pérdidas económicas por la ocurrencia de abortos, atención profesional, diagnóstico de la 

enfermedad y pérdidas en la producción de leche. El objetivo del estudio fue identificar los 

factores inmunitarios y toxicológicos presentes en la exposición natural a la combinación de 

la infección por Neospora caninum y el consumo de aflatoxinas en el alimento de vacas 

Holstein y sus fetos abortados durante la primera y segunda gestación. Los sitios de muestreo 

fueron dos unidades productivas lecheras localizadas en la región 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 

inmunológico ante la infección contra Neospora y de la ración total mezclada que para 

determinar la concentración 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 

gestación o manifestar algún otro problema reproductivo antes o después de gestación; así 

como manifestar diversas alteraciones en la química sanguínea resultado de un proceso 

tóxico. 
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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. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

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 lácteos y el sector destinado a la 

producción lechera generan 1.5 millones de empleos y aportan el 1.3% del producto interno 

bruto del país (García, et al., 2003). Sin embargo a nivel mundial las explotaciones pecuarias 

destinadas a la producción lechera se ven afectas por una amplia variedad de enfermedades 

parasitarias causantes de grandes pérdidas económicas debido a sus efectos colaterales que 

afectan la salud y que se ven reflejadas en las pérdidas económicas ocasionadas por ocasionar 

una disminución en la producción láctea e incrementar los costos de producción al tener que 

invertir en el tratamiento, prevención 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 neurológicas. Neospora caninum es un 

protozoario distribuido de manera mundial el cual posee un ciclo biológico 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 número de hospederos intermediarios como ovinos, equinos, antílopes, roedores 

y bovinos, siendo en estos de mayor importancia debido a las pérdidas económicas 

ocasionadas en la producción a causa de la presencia de abortos, considerándose actualmente 

como uno de los principales agentes etiológicos causantes de abortos en bovinos lecheros 

(Dubey, et al., 2007). 

Las aflatoxinas (AFs) son consideradas una de las micotoxinas más 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 más de 20 diferentes tipos de aflatoxinas destacando 

principalmente las relacionadas con su potencial toxicológico como lo son la AFB1, AFB2, 

AFG1, AFG2 siendo la AFB1 la que posee un mayor efecto tóxico ya que al llegar al hígado 

es biotransformada y convertida en aflatoxina M1 la cual es excretada por el animal a través 

de la leche siendo un peligro desde el punto de vista de la salud pública ya que esta leche es 

destinada para el consumo humano. Actualmente la AFB1 está clasificada dentro del grupo 
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1 de la IACR (Agencia Internacional para la Investigación sobre el Cáncer) por su potencial 

carcinogénico, teratogénico y mutagénico además de ser una sustancia hepatotóxica, 

nefrotóxica e inmunosupresora (Williams, et al., 2004). 

Ambos agentes etiológicos se encuentran presentes de manera habitual en la mayoría de los 

establos lecheros en los cuales se han identificado por separado los efectos adversos que 

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

 

2.1 PRODUCCIÓN LECHERA 

La leche es considerada una de las principales fuentes de alimento y de proteína para el ser 

humano, siendo así uno de los principales productos que conforman la canasta básica. Debido 

al gran número de factores que se ven involucrados a lo largo de toda la cadena productora 

de leche, los cuales comprenden desde la elaboración 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 lácteos; hacen que esta industria tenga una mayor importancia 

socioeconómica debido a la generación de múltiples fuentes de empleo. (Carranza, et al., 

2009). 

A nivel mundial la producción lechera se tiene estimada en 747 millones de toneladas 

producidas principalmente por los países miembros de la Unión Europea, India, Estados 

Unidos y Rusia la que en orden de importancia son los que aportan el 80.7% de la producción 

de leche de bovino en el mundo, mientras que México solo aporta el 2.9% (SAGARPA, 

2015). Tal cantidad de producción de leche es generada por una población estimada a nivel 

mundial de 97.3 millones de cabezas de ganado lechero en donde el 77% de los animales se 

encuentran concentrados en países como India, Unión 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 

países más productivos y un consumo de leche estimado del 3.3 % de la producción 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 está catalogado en el lugar 

número 29 en base a su superficie territorial, pero con un promedio estimado en el 2014 de 

producción lechera de 384 millones de litros es decir el 3.45 % de la producción nacional tan 

solo con una población animal de 169 mil vientres (INEGI, 2007; SAGARPA, 2015).  
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2.2. AFLATOXINAS 
 

2.2.1 Generalidades. 

A nivel mundial la contaminación de los alimentos por aflatoxinas es un grave problema 

debido a la pérdida del alimento, disminución es sus parámetros 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 determinación y cuantificación de 

estos metabolitos (Johnson, et al., 2002). Se estima que el 25 % de los alimentos producidos 

mundialmente se encuentran contaminados con algún tipo de micotoxina, siendo mayor este 

problema en países en vías 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 más de 100,000 pavos tras la ingestión 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 interacción de ciertos 

factores físicos y ambientales (actividad de agua, temperatura, humedad, presencia de 

oxígeno, sustrato, pH, aireación y luz pueden) que generen un medio propicio para la 

producción de estos metabolitos (Oude & Drienhuis, 2001).  

La presencia de estos hongos ha sido reportada en diferentes tipos de alimentos (maíz, 

cebada, trigo, avena, sorgo, ensilados, arroz, centeno y mijo), en cereales se ha estimado que 

entre el 30-45% se encuentran contaminados con algún tipo de micotoxina (Newman, 1998). 

Actualmente se han identificado más de 300 tipos micotoxinas; siendo de mayor relevancia 

por su potencial toxicológico 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 maíz, trigo, avena, 

arroz, algodón, 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, AFB2, AFG1, AFG2; siendo la AFB1 una de las más 

importantes por su potencial toxicológico (Betina, 1994; Figura 3). La IACR tiene clasificada 

actualmente a la AFB1 dentro del grupo I debido a su potencial carcinogénico en seres 

humanos y animales; además de ser consideradas sustancias hepatotóxicas, nefrotóxicas, 

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

 

 
Figura No. 1 Estructura química de la AFB1 (Palumbo & O’keeffe, 2008). 

 

Diferentes estudios indican que la contaminación del maíz 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 proteína en la dieta (Butkeraitis, 2008), además de 

generar manifestaciones clínicas como anorexia, decaimiento, menor ganancia de peso, 

disminución en la producción láctea (Pittet, 1998).  

 

2.2.2 Contaminación del ensilaje 

La industria pecuaria destinada a la producción lechera formula las dietas de los animales 

mediante la utilización de pastos, granos, ensilaje, concentrado y algunos otros aditivos, 

debido a que la formulación de raciones balanceadas y de alto valor nutricional se ve reflejado 

en la producción láctea (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 más 

óptima ya que un mal manejo de este proceso puede generar la contaminación de los 

alimentos y su disminución en su valores nutricionales (Johansson, et al., 2000; Garon, 2006). 

A nivel mundial el ensilaje de maíz forma parte integral de la dieta de los bovinos, por lo 

cual gran parte de los cultivos de maíz en América son destinados para la elaboración de 
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ensilaje de maíz (Reyes-Velazquez, et al., 2008). El proceso de elaboración del ensilaje se 

fundamenta en un almacenamiento anaeróbico de alimento y una disminución de pH por 

medio de una fermentación natural y la producción bacteriana de ácido láctico. (Torres-

Pacheco, 2011).  

Una de las principales causas de contaminación del ensilaje es la presencia de hongos 

toxicogénicos, favorecidos por alteraciones en el proceso de fermentación, siendo factores 

de riesgo la presencia de oxígeno, pH alcalino, almacenamiento deficiente, exceso de 

humedad o sequedad, filtración de agua y plagas (Teimouri, et al., 2004). Cada uno estos 

factores juega un papel importante y su evaluación indica la condición del ensilaje (Driehuis 

& Oude, 2001). Las condiciones óptimas para el crecimiento y desarrollo de hongos del 

genero Aspergillus, así como para la producción 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. Biotransformación 

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

el organismo, más sin embargo al ser ingeridas son absorbidas rápidamente en el tracto 

gastrointestinal y biotransformadas por un grupo de isoenzimas del citocromo CYP-450  en 

el hígado, formando epóxidos altamente reactivos que son distribuidos a diversos tejidos 

(musculo, pulmón y riñón)  como metabolitos tóxicos (Jaramillo, et al., 2009; Marin, et al., 

2013).  

Este proceso de bioactivación se inicia cuando estas enzimas adicionan grupos funcionales a 

la aflatoxina y originan compuestos hidroxilados (AFM1 y AFQ1) o desmetilados (AFP1) que 

al conjugarse con ácido glucorómico 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 biotransformación de las aflatoxinas 

(Elaboración propia con datos de  (Palumbo & O’keeffe, 2008). 

 

Una ruta metabólicas de destoxificación es mediante un proceso oxidativo que da como 

resultado la generación dos diferentes epóxidos (AFB-8,9 endo-epóxido y AFB-8,9 exo-

epóxido), los cuales siguen varias rutas para su eliminación, en donde pueden ser 

transformadas en AFB1 dihidrodiol y para posteriormente ser reducido a AFB1 dialdehido, 

que al entrar en contacto con la lisisna puede formar aductos con este tipo de proteínas o 

reducir parcialmente sus monoalcoholes. Otra de sus vías de eliminación es por su  
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conjugación con glutatión o  ácido mercaptúrico 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 clínicas en una 

aflatoxicosis la presencias de ictericia, diarrea, pérdida de apetito, depresión, adinamia, 

prolapso rectal, edemas, disminución en la producción, abortos, problemas renales e 

inmunosupresión (Upadhaya, et al., 2009). El daño generado por la acción de las aflatoxinas 

en el hígado desencadena la presencia de hemorragias  al incrementarse la fragilidad de los 

capilares, disminución en los factores de coagulación y síntesis de proteínas además de un 

incremento en la actividad enzimática específica hepática (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 inmunosupresión, 

permitiendo la reactivación de agentes patógenos causantes de aborto y desordenes 

reproductivos. En este sentido diferentes autores sugieren que la exposición constante a bajas 

concentraciones ocasiona cambios patológicos en la inmunidad, metabolismo y sistema 

endocrino del animal. (Queiroz, et al., 2012; Marin, et al., 2013).  

Las manifestaciones toxicológicas de la aflatoxicosis se pueden presentar en dos diferentes 

formas dependiendo de su tiempo de exposición. La intoxicación aguda se caracteriza por 

producir daños directos en el hígado y la subsecuente enfermedad o muerte, está 

manifestación relacionada con la ingesta de altas concentraciones de AF y su manifestación 

clínica incluye la necrosis hemorrágica del hígado, edema, decaimiento y cirrosis hepática 

(Steyn, 1995). La forma crónica es originada por la exposición a dosis acumulativas y 

constantes, donde los efectos negativos repercuten principalmente a nivel nutricional, 

inmunológico, productivo y en la síntesis de proteínas (Williams, et al., 2004). 

Gran parte de los efectos tóxicos producidos por las aflatoxinas son derivados de la 

biotransformación en cada uno de sus diferentes metabolitos AFM₁, AFP₁, AFQ₁, al ser 

ingerida la aflatoxina, en ganado destinado a la producción de carne se ha encontrado que la 

ingestión de aflatoxinas en la dieta hace que se incrementen los requerimientos de proteína 



17 

 

en el alimento y el retraso en el crecimiento de los animales (Maragos, et al., 1996; Maragos 

& Busman, 2010).  

La ingestión de aflatoxinas ha sido asociada con la presencia de neoplasias en pulmones, 

riñón, colón e hígado así como inmunodepresión y muerte (Dzidic, et al., 2006).  

 

Figura No. 3 Posible interacción entre la ingestión de aflatoxinas y la infección por Neospora caninum 

en vacas gestantes (Fuente propia) 

 

2.2.5 Detección y cuantificación 

Actualmente las técnicas más utilizadas para  la detección y cuantificación de aflatoxinas son  

la Cromatografía Liquida de Alta Resolución (HPLC) y la Inmunoadsorción ligado a enzimas 

(ELISA), debido a su elevada confiabilidad en los resultados (Maragos & Busman, 2010).  

Para la correcta cuantificación de AF es necesario realizar de manera adecuada el muestreo, 

extracción, purificación, detección y cuantificación de AF; el procedimiento a realizar para 

la obtención y preparación de la muestra depende  del tipo de alimento y técnica a realizar 

(Johansson, et al., 2000). Durante la extracción y purificación 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  extracción en fase sólida o por  técnicas de 
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inmunoafinidad en donde sólo el analito a examinar es retenido en la para su detección 

(AOAC, 2005). 

La HPLC es considerada la técnica más certera para la determinación y cuantificación de 

aflatoxinas debido a su alta sensibilidad. Durante el análisis de las muestras se utilizan dos 

diferentes fases; una fase líquida móvil o disolvente que tiene por objetivo mover la muestra 

a través una columna donde el analito es separado de los demás compuestos (AOAC, 1995).  

La detección se logra mediante el uso de un detector de luz ultra violeta (UV) o de  

fluorescencia (FLD) mediante la detección de la emisión de luz (435 nm) a partir de 

moléculas que han sido excitadas a niveles más altos de energía y que da como resultado un 

cromatograma, en donde en el eje X está representado el tiempo de retención y en el eje de 

las Y los niveles de cuantificación (Johnson, et al., 2002). 

Las técnicas ELISA se fundamentan en métodos inmunológicos 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 

específicos para la aflatoxinas se encentran recubriendo los pozos donde se añadirán cada 

una de las muestras, después de un tiempo de incubación se añade 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 

enzimático no unido mientras que el que quedó unido se convierte en un cromógeno al cual 

se añade una solución de interrupción para detener dicha reacción; finalizado este paso se 

procede a la medición por medio de espectrofotometría a 450 nm en un lector de ELISA 

donde la absorbancia es inversamente proporcional a la concentración 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 estándar, la absorbancia se compara con la 

concentración de aflatoxina para obtener una curva de calibración (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 tóxicos 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 agrícolas e impedir que se lleve a cabo el crecimiento de hongos 

y los efectos colaterales asociados a la producción de micotoxinas (Armando, et al., 2012), 

estos métodos se dividen en tres diferentes categorías según su naturaleza y mecanismo de 

acción: métodos químicos, físicos y biológicos (Charmley & Prelusky, 1994; Marinho, et al., 

2007). 

Los métodos químicos se basan en la destrucción o inactivación de la aflatoxina  mediante la 

alteración de su estructura por medio de solventes orgánicos como el etanol al 95% y acetona 

90% o mediante la utilización de sustancias químicas entre las cuales se encuentran el 

hexano-etanol, peróxido de hidrógeno, hidróxido de amonio, hipoclorito de sodio y ácido 

propiónico que buscan convertir a las micotoxinas en compuestos menos tóxicos o 

inactivarlas (Armando, et al., 2012). 

Entre los métodos físicos se encuentran la inactivación por calor (presión de vapor, 

tratamiento por microondas, la nixtamalización), inactivación por la luz (radiación 

ultravioleta y radiación gamma), la eliminación por adsorbentes (zeolitas, clinoptilolitas y 

aluminosilicatos) la eficacia de estos absorbentes depende de su estructura química y del tipo 

de toxina, debido a que cada absorbente tiene afinidad hacia un tipo o cierto grupo de 

micotoxinas (Scudamore & Livesey, 1998; González, et al., 2008; Takayama, et al., 2005). 

Los adsorbentes pueden ser divididos en dos grupos: las clinoptilolitas y los adsorbentes con 

principio orgánico (adsorbentes con enzimas, productos derivados de levaduras o carbón 

activado), diversos estudios han demostrado su elevado potencial de adsorción de diferentes 

tipos de micotoxinas (Piva, et al., 1995; Ramos & Hernández, 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 expansión de la arcilla, esta 

característica hace que estos materiales posean una importante capacidad de adsorción y una 

escasa selectividad; estas arcillas, contienen en su estructura canales conocidos como tamices 

moleculares, los cuales contienen agua y cationes alcalinos de compensación e intercambio. 

Cuando estos canales están libres de agua, sus propiedades de adsorción aumentan (Phillips, 

et al., 1995; Phillips, et al., 1996; Galvano, et al., 2001). 

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

presencia de ciertos microorganismos que controlen o inhiban el crecimiento del hongo 
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toxicogénico o de sus metabolitos, dentro de estos microorganismos uno de los más utilizados 

es Sacharomyces cerevisiae el cual posee una capacidad de adsorción 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 más comunes para controlar la contaminación por aflatoxinas es 

establecer los niveles máximos de residuos (LRM) o niveles de acción para la AF, que son 

las concentraciones máximas permitidas de aflatoxina en alimentos (FAO, 2004). La 

Comisión Europea ha fijado 5 μg/kg de AF en alimento para vacas lecheras; Sin embargo, 

en muchos países como Estados Unidos y México (FAO, 2004), el LMR se fija en 20 μg/kg 

para AF en los alimentos para ganado lechero. A pesar de que estas regulaciones están 

destinadas a proteger la salud humana y evitar la toxicidad en animales, existen pocas 

evidencias del efecto que una exposición prolongada a bajos niveles de AF podría tener en 

la salud animal; que parece ser el tipo más representativo de exposición en el campo (Reyes-

Velázquez, et al., 2009).  

 

2.2.7 Sacharomyces cerevisiae características 

Es un microorganismo que ha sido añadido de manera funcional como probiótico 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 utilización 

de vitaminas del complejo B, minerales y proteínas. En vacas lecheras se ha reportado que el 

consumo de esta levadura  propicia un incremento en la producción 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 bioactivación (Armando, et al., 2012). El 

mecanismo de acción relacionado a la unión de las micotoxinas con la pared celular de 

Saccharomyces cerevisiae es toda vía escasa, sin embargo se sabe que existe una correlación 

entre la cantidad ß-D-Glucanos contenidos en la pared celular y su eficacia en absorción de 

zearalenona, AFB1, deoxinivalenol y ocratoxina (Armando, et al., 2012) ya ha sido 

demostrada en donde además se ha encontrados que es capaz de biodegradar in vitro a AFB1 
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dicho estudio siguiere la existencia de más de un solo mecanismo involucrado para la 

biodegradación de estas micotoxinas involucrados (Gallo & Masoero, 2010).   

Diferentes estudios señalan que los cambios de pH y la presencia de bilis son condiciones 

que las levaduras encuentran durante su paso a través del tracto gastrointestinal y que 

sobretodo S. cerevisiae debe hacer frente a estas y más características del tracto digestivo 

para poder adsorber aflatoxinas y mantener su capacidad de unión a la micotoxina (Dogi et 

al., 2011). 
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2.3 NEOSPOROSIS 
 

2.3.1 Definición 

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 neurológicas, pero fue hasta el año de 1988 donde se logró 

identificar este protozoario en perros mediante su aislamiento in vitro en tejidos; dándole así 

su clasificación taxonómica actual (Dubey, et al., 2007; Yu, et al., 2009). 

 

2.3.2 Agente etiológico 

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 

biológico 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 número de hospederos intermediarios como lo son 

ovinos, equinos, antílopes, rinocerontes, roedores y bovinos, siendo en estos de mayor 

importancia debido a las pérdidas económicas ocasionadas por una disminución en la 

producción y la presencia de abortos, este protozoario es considerado  actualmente como uno 

de los principales agentes etiológicos 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 interacción y fuente de infección 

con el hombre (Dubey, 2003; Dubey, et al., 2007; Almberg, et al., 2009). 

 

2.3.4 Fases evolutivas y localización 

La localización de este parásito 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 biológico encontrándose dentro de los hospederos 

intermediarios dos diferentes fases extraintestinales y de reproducción asexual de este 
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parásito como lo son taquizoitos (fases de reproducción rápida) de forma ovoide, semilunar 

o globular dependiendo la etapa de división en la que se encuentren y con un tamaño 

promedio de entre 5-7 µm de largo por 1-2 µm de ancho, una membrana plasmática de 3 

capas y un complejo apical compuesto de 22 microtúbulos, 2 anillos apicales, un conoide y 

un anillo polar; además de contener varios organelos existentes en otros protozoarios 

Apicomplexa como son los micronemas, roptrías y gránulos densos entre otros, los 

taquizoitos pueden invadir una gran variedad de células nucleadas del organismo para 

posteriormente envolverse en una vacuola parasitófora donde se reproducen rápidamente por 

endodiogenia; sin embargo al penetrar dentro de la célula a veces son generados bradizoitos 

(Fase de reproducción lenta) que se encuentran contenidos dentro de quistes tisulares que 

pueden llegar alcanzar un tamaño de hasta 100 µm dependiendo del número de bradizoitos 

contenidos en su interior y con un tamaño aproximado de 8 µm de largo por 2 µm ancho 

(Camarillo, et al., 2002). Ambos estadios se encuentran ubicados en diferentes tejidos y 

órganos del animal contenidos en el interior de las células llegando a infectar células 

endoteliales, miocitos, macrófagos, neuronas y hepatocitos entre otros; en órganos como 

riñón, hígado, bazo, pulmón y piel, a consecuencia de la liberación de los taquizoitos después 

de la lisis celular son diseminados a todo el organismo a través de la circulación sanguínea 

logrando invadir más tejidos (Dubey, et al., 2006; Ortega-Mora, et al., 2007; Sohn, et al., 

2011). 
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Figura No. 4 Estructura de un taquizoíto de Neospora caninum (adaptado de Aguado-Martínez, 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 

mayoría de las formas involucradas en la fase intestinal presentes en este hospedero, sin 

embargo se tiene identificado la presencia de ooquistes infectantes con un tamaño promedio 

de 10-15 µm 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 

biológico de otras coccidias, en la fase intestinal de Neospora caninum toda vía no se han 

logrado identificar las etapas de esquizogonia y gametogonia aunque se mantiene la teoría de 

que son las que preceden a la formación 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 Biológico 

El ciclo biológico de Neospora caninum se puede empezar a describir por medio de la 

ingestión tejidos infectados con quistes tisulares por parte de un canino donde por medio de 

diferentes mecanismo bioquímicos presentes en el tracto digestivo son destruidos y dejados 

en libertad los esporozoitos que se establecerán a nivel intestinal de su hospedero definitivo 

el perro, dentro del cual completará ciertas etapas de su fase intraintestinal, de las cuales a 

pesar de que se desconocen ciertas etapas se tiene la teoría que al igual que sucede en el ciclo 

biológico de otras coccidias este parásito también cursa por las etapas de esquizogonia y 

gametogonia, etapas previas y necesarias para dar origen a una nueva generación de estos 

protozoarios mediante la formación del ooquiste infectante de Neospora que será nuevamente 

eliminado con la heces y que contaminarán 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 biológico es necesaria la ingestión de 

ooquistes infectantes por parte de sus hospederos intermediarios, dentro de los cuales se 

localizan dos estadios de reproducción asexual que permiten la diseminación y el 

establecimiento del parásito 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, músculo, cerebro, corazón, hígado, pulmón, riñón, piel, 

placenta, etc. una vez en el interior de una célula se envuelven en una vacuola parasitófora 

donde se reproducen rápidamente por endodiogenia, para producir una nueva generación 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 sanguíneo a todo el organismo e infectar 

otras células y tejidos de organismo, tomando principalmente importancia en vacas gestantes 

debido a que el parásito por vía sanguínea realiza una migración transplacentaria llegando a 

infectar al feto con una tasa de transferencia del 90% que se va incrementando al ir avanzando 

la gestación del animal (Dubey, et al., 2006).  

A pesar de que el sistema inmune del animal lucha activamente para controlar la infección y 

a los taquizoitos circulantes en sangre, algunos taquizoitos alcanzan a penetrar e invadir una 

célula en donde empiezan un fase de reproducción 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 acción 

de sistema inmunológico evitando así su destrucción y ocasionando el establecimiento de la 

enfermedad de manera crónica en los animales infectados; el proceso de la destrucción de los 

quistes tisulares y la liberación de los bradizoitos al organismos se tiene reportado que está 

ligado a diferentes factores inmunodepresores que propician la liberación de estos bradizoitos 

y la reactivación 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 eliminación de ooquistes infectantes 

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

 

 

Figura N° 2.  

Figura No. 5 Ciclo biológico Neospora caninum (elaboración propia con datos de Dubey et al., 2007) 
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2.3.6 Vías de transmisión 

En el ganado se tienen identificadas dos diferentes vías de transmisión de neosporosis a las 

cuales se le atribuye la diseminación de la enfermedad dentro de las explotaciones lecheras. 

La primera de ellas es la transmisión transplacentaria (vertical o endógena) que consiste en 

la transmisión del protozoario en vacas con una infección crónica a sus crías en el útero, 

debido a la migración de bradizoitos reactivados dentro de los quistes tisulares presentes en 

los tejidos de la madre favorecidos o estimulados por una disminución en la protección 

mediada por células del sistema inmunológico lo cual ayuda a la recrudescencia de la 

enfermedad y a su posterior migración e invasión por medio del torrente sanguíneo hacia la 

placenta originando así la infección del feto, este mecanismo es considerado el de mayor 

importancia en bovinos ya que su índice de transmisión Madre-Feto se encuentra en un 

promedio del 90% lo cual garantiza que el parásito 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 vía identificada es la transmisión horizontal en la que el ganado adquiere la 

infección tras la ingestión de ooquistes infectantes esporulados que se encuentran 

contaminando el agua o alimento de los animales, actualmente solo ha sido identificado la 

transmisión de vacas con una infección crónica a su progenie durante varias generaciones, 

sin embargo el contagio vaca a vaca no ha sido comprobado; así mismo se sabe que Neospora 

caninum puede ser excretado por la vía galactogénica , descargas uterinas y semen del ganado 

infectado aunque no se considera que estas vías sean importantes para la diseminación de la 

enfermedad ya que el número de parásitos presentes en estos fluidos es infrecuente (Dubey, 

et al., 2007; Muhammet, et al., 2011).  

Entorno a la neosporosis y su interacción entre hospederos definitivos e intermediarios así 

como factores predisponentes para transmisión 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 contaminación del alimento del 

ganado con materia fecal de caninos infectados, el agua, época del año, el clima, número de 

animales existentes en la explotación, 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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alimentación con calostro a los becerros y la alimentación del ganado a base de ensilaje de 

maíz 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 Clínicos 

La manifestación clínica en los animales es variada y principalmente depende del tipo de 

hospedero que se vea infectado, en caninos la presentación sistémica de la enfermedad se 

manifiesta mediante signos clínicos asociados con problemas neurológicos entre los cuales 

se encuentra una paresia flácida de uno o ambos miembros posteriores y subsecuentemente 

los miembros anteriores también se ven afectados a consecuencia de una parálisis progresiva 

con una posterior atrofia muscular, parálisis de la mandíbula, disfagia y pérdida progresiva 

de los reflejos oculares (Dubey, et al., 2007; Yu, et al., 2009).  

En bovinos el signo clínico principal y más evidente es la presencia de abortos esporádicos 

o endémicos, que se presentan durante los últimos dos tercios de la gestación, siendo durante 

el 5° y 6° mes donde se presentan el mayor índice de abortos con un cierto grado de autolisis 

o momificación; aunque gran parte de los fetos infectados congénitamente llegan a término 

su gestación y nacen clínicamente sanos pero como portadores latentes de la enfermedad, 

existe la probabilidad de que algunos becerros nacidos infectados vía congénita manifiesten 

signos clínicos neurológicos asociados con las lesiones producidas en el sistema nervioso, 

las cuales pueden ir desde una ligera parálisis 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 

reactivación de la enfermedad crónica en las madres e inducida por una pérdida de la 

inmunidad durante la gestación que propicia la reactivación de los bradizoitos enquistados 

en los tejidos (Bartels, et al., 1999). Diversos autores señalan que la ingestión 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 más probabilidades de abortar a comparación de vacas no infectadas (Dubey, 

et al., 2007; Ghanem, et al., 2009; Queiroz, et al., 2012).  

 

2.3.8 Importancia Económica 

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

de carne en muchos países, causando considerables pérdidas económicas por la ocurrencia 

de abortos, atención profesional, diagnóstico de la enfermedad y pérdidas en la producción 

de leche. Dubey, et al., (2007) señala que los costos involucrados por la pérdida del feto son 

muy variables y dependen principalmente de la edad, valor genético de la cría y de la madre, 

así como las pérdidas en la producción de nuevas crías. 

Respeto a la producción láctea se sabe que las pérdidas económicas son de consideración ya 

que diferentes estudios han demostrado esta disminución en la producción en vacas 

seropositivas a Neospora caninum, en un estudio realizado en Estados Unidos en un hato con 

una población de 2000 vacas encontró una diferencia en la producción aproximadamente de 

1 kg de leche menor en vacas seropositivas en relación con vacas no infectadas (Thurmond, 

et al., 1995), datos similares a los obtenidos en otro estudio realizado en un hato con una 

población de 700 vacas donde se reportó neosporosis una disminución en la producción de 

entre el 3 y 4% de la producción láctea, con un costo promedio de 128 dólares por vaca por 

lactancia (Hernández, et al., 2001).  Otros estudios indican que este efecto en la producción 

se mantiene principalmente en vacas seropositivas durante los primeros 100 días en 

producción, en explotaciones donde es común la presencia de abortos y la disminución en la 

producción durante la primera gestación sin que se conozca realmente el verdadero efecto 

fisiopatológico generado en la producción de leche (Bartels, et al., 1999). Las pérdidas 

asociadas a la producción de carne debido a la disminución en la ganancia de peso diario 

equivalen a 15.62 dólares por ternero, sin embargo la verdadera pérdida económica causada 

por neosporosis es debido a la presencia de abortos en donde el costo varía dependiendo el 

valor genético de la cría abortada (Barling, et al., 2000), solamente en el estado de California 

en Estados Unidos se ha estimado que la pérdida económica producida generado en 40 000 

abortos debidos a Neospora caninum equivalen a 35 millones de dólares anuales (Bartels, et 

al., 1999), en Suiza las pérdidas económicas a causa de Neospora están valoradas en 9.7 

millones de euros anuales, lo cual ha generado cambio en la política 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 económicas equivalen a 100 millones de dólares solamente en lo 

que respecta a los abortos (Barr, et al., 1998). 

Se estima que las pérdidas económicas en la industria lechera en diez países de América, 

Europa y Oceanía ocasionadas por neosporosis son equivalentes a más de  $1298 millones 

de dólares 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 economías a nivel mundial solamente a 

casusa de los abortos por $2380 millones de dólares anuales (Reichel, et al., 2013).  En 

México se reporta que las pérdidas anuales en granjas lecheras es de $68.5 millones de 

dólares con un total de 2.7 millones de vacas lecheras en riesgo de infección 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 transmisión endógena al 

activarse este protozoario en el momento en que la hembra entra en gestación y por diversos 

factores que favorecen la disminución de la respuesta inmune, reactivación y migración del 

parásito hacia los tejidos fetales ocasionando la presencia de abortos o el nacimiento de crías 

nazcan como portadores pasivos de la enfermedad, estas lesiones son originadas por la acción 

que realiza el parásito 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 inflamación y necrosis 

(Dubey, et al., 2006; Rosbottom, et al., 2008; Rosbottom, et al., 2011). 

En bovinos que adquieren la infección por primera vez mediante una transmisión horizontal 

todavía no se tiene identificada completamente la forma de cada una de las lesiones presentes 

y los acontecimientos que suceden durante el curso de esta infección, aunque 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 vía oral estos liberan en el intestino los 
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esporozoitos contenidos en su interior, los cuales al ser liberados deberían de invadir el 

epitelio intestinal y convertirse en taquizoitos lo cual se presume sucede al interior de los 

nódulos mesentéricos donde una vez generadas estas nuevas estructuras son liberadas vía 

circulatoria y distribuidas al resto del organismo (Dubey, et al., 2006).  

Actualmente se tiene identificado que la transmisión endógena o transplacentaria es la vía 

más eficiente por la cual el parásito logra infectar al feto, factor que se ha sido demostrado 

en diferentes estudios donde vacas seropositivas a Neospora caninum son más propensas a 

manifestar abortos a comparación de vacas seronegativas, lo cual se relaciona a la posible 

reactivación del parásito debido a la disminución en la respuesta inmune que se genera de 

forma natural en vacas durante el segundo tercio de la gestación (Rosbottom, et al., 2011), 

existiendo evidencias de que el parásito se mantiene en forma latente en el organismo 

huésped en forma de quistes tisulares en sistema nervioso o músculo esquelético evadiendo 

así la acción del sistema inmune hasta su posterior reactivación; tanto en hembras no 

gestantes y durante los primeros meses de gestación el parásito es controlado por células 

inmunitarias como son linfocitos T citotoxicos (CD4+) sin embargo al ir avanzando la 

gestación se produce un reducción en la proliferación de estas células y del interferón gamma 

INF γ permitiendo la reactivación de la neosporosis y la liberación de bradizoitos que 

realizarán una migración hacia el útero de la madre para posteriormente vía transplacentaria 

invadir y colonizar los tejidos del feto donde el parásito se multiplicara, dañara la placenta y 

ocasionara una insuficiente oxigenación y nutrición que desencadenaran la expulsión 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 días que dura la gestación de un bovino, conforme va avanzando la gestación también 

va madurando el sistema inmunológico de feto permitiendo que los animales cuyo desarrollo 

fetal sea más avanzado tengan mayores probabilidades de sobrevivir y de defenderse de la 

enfermedad a comparación de fetos jóvenes cuyo sistema inmunológico toda vía se encuentra 

inmaduro (Regidor-Cerrillo, et al., 2010), debido a que durante el primer tercio de gestación 

órganos como el timo, bazo y los nódulos linfáticos periféricos se encuentran en plena 

formación y son capaces de reconocer microorganismos patógenos ya para el segundo tercio 

de la gestación, siendo ya para el día 100 y 150 de gestación capaz de generar o iniciar una 
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respuesta inmune que posterior a los 150 días es capaz de reconocer y responder de forma 

adecuada contra diversos agentes etiológicos (Ortega-Mora, et al., 2007). 

Al evaluar este mecanismo de maduración 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 gestación y ocasionar así la muerte del producto, sin embargo 

para el segundo tercio de gestación 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 último 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). 

Inmunológicamente el equilibrio materno-fetal es sumamente importante ya que cualquier 

desequilibrio en esta estrecha relación ocasionaría que el feto sea reconocido como un cuerpo 

extraño y las defensas de la madre actúen 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 reabsorción embrionaria, debido al daño ocasionado a los cotiledones y 

su repercusión en el aporte de nutrientes y oxígeno de la madre a la cría, así como una 

reducción en la producción 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, macrófagos, citoquinas reguladoras del 

crecimiento e interleucinas, dicha respuesta mediada por células que se ve alterada por 

parásitos intracelulares como Neospora caninum los cuales inducen respuestas 

inmunológicas nocivas como la producción de citoquinas tipo Th, interferón gamma (IFN-

γ), interleucinas (IL-2) y factor de necrosis tumoral (TNF-α) que propician la inflamación, 

que sumando la infección parasitaria son capaces de inducir por medio de las prostaglandinas 

una luteolisis prematura, contracciones uterinas y la expulsión del feto (Rosbottom, et al., 

2011). Actualmente se desconoce de manera exacta que tan ligados están la respuesta 

inmunológica y la producción de prostaglandinas para que se genere la expulsión del 

producto más sin embargo se tiene la teoría que el insuficiente aporte de oxígeno durante la 

gestación estimula la síntesis de adenocorticotropina (ACTH) fetal, produciendo un 

incremento en el cortisol fetal e induciendo la secreción de estrógenos y prostaglandinas por 
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parte de la placenta lo cual origina una involución lútea y una disminución en la secreción de 

progesterona (Dubey, et al., 2006; Rosbottom, et al., 2011). 

Microscópicamente las lesiones producidas en el feto se empiezan a generar una vez que el 

parásito ha colonizado la placenta y migrado vía sanguínea para invadir diferentes tejidos 

fetales como corazón, hígado, pulmón y músculo 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 aparición de focos de necrosis en los cada uno de los diferentes tejidos debido a la lisis 

celular y liberación del parásito (Rosbottom, et al., 2007; Rosbottom, et al., 2008).  

En fetos de mayor edad el proceso de multiplicación se ve ligeramente más restringido donde 

los focos de necrosis tisular se encuentran en forma localizada a diferencia de fetos jóvenes 

así mismo el grado de necrosis tisular puede estar generalizado y con una importante 

infiltración de monocitos y linfocitos en el proceso inflamatorio; macroscópicamente los 

fetos infectados con neosporosis pueden estar momificados, con un cierto grado de autolisis 

o sin ningún tipo de lesión aparente lo cual depende principalmente del desarrollo fetal, 

debido a este tipo de lesiones y de cada uno de sus diferentes mecanismos de acción la 

neosporosis es considerada a nivel mundial un agente primario de abortos en bovinos con un 

porcentaje del 5% de abortos en una explotación (Dubey, et al., 2006; Rosbottom, et al., 

2011). 

 

2.3.10 Epidemiologia 

A nivel mundial se ha reportado la prevalecía 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 Canadá la prevalencia en el ganado bovino productor de 

leche mediante pruebas ELISA dio como resultado que la infección por N. caninum se puede 

encontrar en la gran mayoría 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 encontró una 

seroprevalencia del 7% en perros infectados con Neospora caninum (Dubey, et al., 2007). En 
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estudios realizados en Japón, Corea y México, el porcentaje de infección en perros rurales 

(88-90%) fue mayor que lo reportado en perros de áreas urbanas (4-10%; Paulo, et al., 2005). 

Diversos autores han reportado la prevalencia de Neospora caninum en diferentes estados de 

la república 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 transmisión congénita y presencia de animales de  

edad mayor (5 años) las explotaciones pecuarias (Garcia-Vazquez, et al., 2005; Romero-

Salas, et al., 2010).  

En Aguascalientes la situación ante Neospora es similar a lo reportado en otros estados de la 

república, ya que se han reportado prevalencias desde el 32-100% en ganado lechero y en 

perros de áreas rurales y urbanas del 40 y 20% respectivamente (García-Vázquez, et al., 2002; 

Cruz-Vázquez, et al., 2008). En un estudio realizado en fetos abortados en vacas de establos 

lecheros de Aguascalientes se encontró 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 infección donde se identificó 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 Diagnóstico 

El diagnóstico de neosporosis se puede llevar a cabo de diferentes maneras, tratando de 

correlacionar la manifestación de signos clínicos como el aborto, la historia clínica, las 

lesiones existentes en el feto complementándolas con diversas pruebas diagnósticas 

serológicas, histológicas y de biología molecular para generar un diagnóstico integral que 

nos ayude a saber con exactitud la presencia de este protozoario como causa de abortos en la 

explotación (Ortega-Mora, et al., 2007).  

2.3.11.1 Diagnóstico clínico 

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

originados por Neospora caninum, se deben de asociar cada uno de los signos clínicos antes 
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mencionados con cada uno de los diferentes cambios pos-mortem que presentan los fetos 

según el mes de gestación en el cual se hubieran generado, en caso de encontrar lesiones 

sugestivas con neosporosis se deberán tomar muestras correspondientes como placenta, 

hígado, pulmón, corazón, músculo esquelético y cerebro para histopatología y muestras de 

suero sanguíneo tanto de la madre como del feto para su análisis serológico y molecular 

(Dubey & Schares, 2006; Ortega-Mora, et al., 2007).  

 

2.3.11.2 Diagnóstico histopatológico 

Microscópicamente las lesiones causadas por Neospora puede encontrarse en una gran 

variedad de tejidos y órganos, 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 hígado en los cuales se aprecia 

cierto grado de necrosis de las células hepáticas y un ligero grado de autolisis en miocardio 

con infiltración 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 inflamación no supurativa y la subsecuente necrosis causada por la penetración, 

multiplicación y liberación del parásito a nivel intracelular (Rosbottom, et al., 2008).  

La inmunohistoquímica es una de las técnicas más 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 específicos contra este protozoario 

sometiendo un corte histológico desparafinado contra un anti suero especifico y se evalúa la 

reacción generada contra el complejo avidina-biotina-peroxidasa, dicha reacción permite 

identificar de manera clara los parásitos teñidos en los tejidos, siendo más fácilmente 

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

 

 

 

2.3.11.3 Diagnóstico serológico. 

Las pruebas serológicas para la detección de anticuerpos contra Neospora caninum se basan 

en la utilización de antígenos de taquizoítos, esporozoitos o bradizoitos (Aguado-Martínez, 
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et al., 2005; Dubey & Schares, 2006; Yu, et al., 2009). Estas brindan información importante 

acerca del transcurso de la enfermedad ya que en infecciones primarias y en los días 

posteriores del primer contagio empiezan a generarse anticuerpos IgM e IgG, 

incrementándose hasta los 6 meses la producción de IgG; en donde de manera inicial a la 

infección las IgG1 se irán incrementando mientras que en forma tardía las IgG2 aumentará su 

concentración (Aguado-Martínez, et al., 2005). Los títulos de anticuerpos específicos en el 

bovino se mantienen a lo largo de su vida sin embargo varían conforme va transcurriendo la 

enfermedad, por lo cual bajos niveles de IgG1 son indicativos de una respuesta a una infección 

reciente y al contrario altos niveles de IgG2 son indicativos de una infección crónica y 

comúnmente observable en animales mayores a 6 meses expuestos naturalmente a la 

infección por Neospora caninum (Aguado-Martínez, et al., 2005; Dubey & Schares, 2006; 

Ortega-Mora, et al., 2007).  

Entre los métodos serológicos utilizados se encuentran la Inmunofluorescencia Indirecta 

(IFI) y ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), estos métodos indirectos solo 

demuestran que los animales han estado expuestos al parásito mediante la detección de 

anticuerpos y debido a las características propias del ciclo biológico de este protozoario son 

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

 

2.3.11.4 Diagnóstico por biología molecular. 

La gran importancia de estas técnicas está principalmente sustentada por la facilidad para 

detectar en forma precisa ADN del parásito en pequeñas 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 líquido cefalorraquídeo, líquido 

amniótico leche, semen y otros tejidos de animales infectados (Dubey & Schares, 2006; 

Ortega-Mora, et al., 2007). 

Recientemente los diferentes protocolos para PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) 

no solo están enfocados a la identificación si no ya también a la cuantificación de ADN de 

N. caninum, la sensibilidad y especificidad del diagnóstico mediante PCR es influenciada por 

la selección de ADN adecuado, protocolos adecuados para colecta y almacenamiento de las 

muestras, extracción y purificación 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 fármacos existentes no son capaces de generar una respuesta 

eficaz contra este protozoario, motivo por el cual las medidas para tratar esta enfermedad van 

más encaminadas hacia la prevención y el control para mantener en niveles bajos la 

prevalencia de la enfermedad dentro de una explotación pecuaria, teniendo en cuenta que 

para establecer un programa de control hay que tener bien establecida la relación costo-

beneficio de las pruebas requeridas así como de los mecanismos para controlar esta 

enfermedad, debido a que estas medidas deben adaptarse a la región y a la explotación, 

debiendo tomar en cuenta factores como: la bioseguridad, prevalencia de la enfermedad en 

el hato, función zootécnica de los animales, repercusiones sobre la actividad reproductiva y 

productiva de los animales, identificar a animales positivos, selección de crías, restringir el 

acceso de perros a cierta áreas de la explotación (bodega de granos y área de alimentación de 

los animales); lo ideal sería realizar pruebas serológicas a los animales existentes e 

introducidos en la explotación sin embargo la relación costo beneficio resulta incosteable 

para gran parte de los productores al igual que la eliminación de las vacas seropositivas a 

Neospora caninum la cual es una medida eficiente para controlar la enfermedad pero 

sumamente costosa de realizar en una explotación (Cruz-Vázquez, 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 

transmisión exógena y control de la transmisión endógena (Reichel, et al., 2014).  

Evitar el contacto entre perros y rebaños, evitar que los perros y otros cánidos silvestres 

contaminen las tierras de pastoreo o los piensos, asegurar un bienestar adecuado de las vacas, 

especialmente durante el segundo trimestre de gestación, eliminar vacas seropositivas con 

registros de dos o más abortos,  inseminar vacas seropositivas con semen de Limosín para 

evitar el nacimiento de animales infectados y reducir las tasas de abortos, verificar que la 

involución uterina sea normal después de un aborto (Almería & López-Gatius, 2013; Reichel, 

et al., 2014). El control de la transmisión endógena incluye medidas como realizar pruebas 

serológicas 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, 

salmonela y leptospira; estas medidas minimizaran los riesgos de reactivación 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 

fármacos anti-coccidianos como el toltrazuril, clindamicina, azitromicina los cuales han 

demostrado tener la capacidad de retrasar la propagación de taquizoítos en el organismo e 

inhibir la síntesis de proteínas ribosomales del protozoario; La vacunación es otra alternativa 

que se ha contemplado controlar la presencia de esta enfermedad, sin embargo la elevada 

persistencia del parásito en animales vacunados, el potencial riesgo de reversión de la 

virulencia y la dificultad en la distribución y conservación  de la cadena fría han impedido el 

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

 

3.1 HIPÓTESIS 

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

Neospora caninum, está relacionado con la reducción de la respuesta inmunológica y con la 

ocurrencia de aborto. 

 

3.2 OBJETIVOS 

 

3.2.1 Objetivo General 

Identificar los factores inmunitarios y toxicológicos presentes en la exposición natural a la 

combinación de la infección por Neospora caninum y el consumo de aflatoxinas en el 

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

 

3.2.2 Objetivos Específicos 

 Identificar y cuantificar la presencia de aflatoxinas existentes en el alimento de vacas 

Holstein durante la primera y segunda gestación. 

 Identificar la respuesta inmune a la infección por Neospora caninum de ganado 

Holstein infectado naturalmente durante la primera y segunda gestación.  

 Detectar los cambios bioquímicos y patológicos presentes durante la primera y 

segunda gestación de ganado Holstein, así como en los fetos abortados. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4.1 LUGAR DE ESTUDIO 

El presente trabajo se llevó a cabo en la región del altiplano central mexicano, en los  estados 

de Aguascalientes y Jalisco, abarcando los municipios de El Llano (Aguascalientes), Lagos 

de Moreno y Encarnación de Díaz (Jalisco). El clima en esta región se clasifica como 

templado seco y semicálido semiseco, con lluvias principalmente en verano, con una 

temperatura promedio que oscila entre los 18.4 ºC y una precipitación anual de 518.4 mm, 

(INEGI 2006).  

 

4.2 DISEÑO DEL ESTUDIO 

 

4.2.1 Selección 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 inclusión: 

 Ubicado en la región lechera de Aguascalientes-Jalisco 

 Animales de mantuvieron sistema de estabulación libre. 

 Brinde las facilidades necesarias para dar el seguimiento necesario a los animales 

seleccionados previamente a lo largo de dos gestaciones. 

 Ambas explotaciones deben contar con animales reactores a Neospora caninum. 

 Uno de los establos deberá de mantener activo un programa de control de problemas 

de contaminación por micotoxinas en el alimento. 

 Estar certificado como libres de brucelosis. 

 Permitir la toma de muestras durante todo el tiempo que dure la investigación (mayo 

2012 a mayo 2014). 

 

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

(secuestrante). 
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4.2.2 Selección de Animales 

En cada uno de los establos se establecerá un grupo de 40 vaquillas a las que se mantendrá 

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

siguientes características: 

 

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 cumplían 50 días posteriores a la inseminación artificial y su diagnóstico de 

gestación resulto positivo. A partir de ese momento se realizó un muestreo mensual durante 

su primera y segunda gestación. 

 

4.3 OBTENCIÓN DE MUESTRAS 

 

4.3.1. Ensilaje de maíz 

Se realizó por medio de técnica de “W” o zig-zag que consiste en dibujar una línea imaginaria 

en el ensilaje sobre la cual se determina la elección de los puntos de muestreo y la distancia 

de los mismos  (Bautista & Santos, 2004). Se tomarán 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 depositarán en una bolsa 

de plástico, haciendo una muestra compuesta de 5 kg, a partir de la cual se obtendrá una 

muestra de 1.0 kg para el análisis y determinación de Aflatoxinas totales, el muestreo se 

llevara 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 depositarán en una bolsa de plástico, haciendo una muestra 

compuesta a partir de la cual se obtendrá una muestra de 1.0 kg para el análisis y 

determinación 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 Ración total mezclada (RTM) 

Se realizará 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 tomarán 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 depositarán en una bolsa de plástico, haciendo una 

muestra compuesta de 5 kg, a partir de la cual se obtendrá una muestra de 1.0 kg para el 

análisis y determinación 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 ración total mezclada (Bautista & Santos, 2004). 

 

4.3.4 Obtención de muestras de los animales 

In vivo se recogerá sangre entera de la vena coccígea en tubos con anticoagulante (citrato de 

sodio y EDTA) para la determinación de la actividad enzimática específica, proteínas totales, 

albumina y tiempo de protrombina, mientras que para la obtención de suero se tomarán 

muestras en tubos sin anticoagulante para valorar la respuesta inmune humoral materna. Al 

nacimiento de los terneros se volverá a tomar sangre de la madre y del ternero, previamente 

a la toma de calostro. Las muestras se colectadas mensualmente serán mantenidas en 

refrigeración (–80 ºC) hasta su uso posterior en el laboratorio (Figura 6).  

Post-mortem en los abortos que se recogieron, se procedió a la necropsia, donde se evalúo la 

presencia de lesiones macroscópicas y el estado general del feto (fresco, momificado o 

autolisado), se colectaron muestras de encéfalo, corazón, pulmón, hígado y músculo 

esquelético para evaluar la producción de anticuerpos. De cada órgano se conservó una 

porción en formalina al 10%, tamponada a pH=7 y estabilizada con metanol y mantenida a 

temperatura ambiente para su posterior análisis histopatológico; Otra porción de los mismos 

órganos mantuvo en  conservación a –80 ºC hasta proceder a la extracción de ADN y ARN, 

para el diagnóstico molecular mediante PCR anidada.  
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Figura No. 6 Diseño general del estudio. 

 

4.4 TÉCNICAS DIAGNOSTICAS 
 

4.4.1 Determinación Aflatoxinas mediante HPLC 

El método de análisis se basa en la separación de componentes mediante cromatografía de 

líquidos de alta resolución con detección por fluorescencia, mediante la extracción de la 

muestra con cloroformo, La separación y determinación final se utilizando una columna de 

fase reversa (inversa) C18, seguida de una reacción de derivatización post-columna con 

solución acuosa de yod se procede a comparar el cromatograma del patrón de aflatoxina y de 

la muestra problema (AOAC, 1995) (Anexo 1). 

 

4.4.2 Cuantificación de aflatoxinas totales mediante ELISA. 

Las muestras de alimento se analizaron para la detección de aflatoxinas totales mediante 

ELISA con un kit comercial (RIDASCREEN®FAST marca Rbiopharm) La base del ensayo 

es la reacción antígeno-anticuerpo. Los pocillos de la microplaca están sensibilizados con 

anticuerpos dirigidos contra anticuerpos anti-aflatoxina. La aflatoxina libre y el conjugado 

aflatoxina-enzima compiten por los sitios de unión de los anticuerpos anti-aflatoxina 

(inmunoensayo enzimático competitivo). Al mismo tiempo, los anticuerpos anti-aflatoxina 

se unen a los anticuerpos de captura inmovilizados. La medición se hace fotométricamente a 
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450 nm. La absorbancia es inversamente proporcional a la concentración de aflatoxina en la 

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

 

4.4.3 Tiempo de protrombina 

El principio de la técnica se basa en que la adición de tromboplastina y calcio en muestras de 

plasma induce la formación del coágulo de fibrina. El método mide el tiempo que tarda en 

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

 

4.4.4 Proteínas totales  

El fundamento de la técnica se basa en que la proteína presente en la muestra reacciona con 

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

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

 

4.4.5 Albúmina 

La metodología de la técnica se sustenta en que la albúmina presente en la muestra reacciona 

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

cuantifica por espectrofotometría (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 concentración catalítica se determina a partir de la velocidad de 

formación 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 (γ -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 

concentración catalítica se determina a partir de la velocidad de formación 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 concentración catalítica se determina, empleando la reacción acoplada del 

lactato deshidrogenasa (LDH), a partir de la velocidad de desaparición del NADH, medido a 

340 nm (Gella, et al., 1985) (García, 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 concentración catalítica 

se determina, empleando la reacción acoplada del  malato deshidrogenasa (MDH), a partir 

de la velocidad de desaparición del NADH, medido a 340 nm (Gella, et al., 1985). Ver anexo 

9. 

 

4.4.10 Glutatión Reducido 

El glutatión reducido es una antioxidante que tiene por función principal inhibir la 

peroxidación enzimática originada de la conjugación del glutatión reducido con xenobióticos 

y diversas moléculas que desencadenan un proceso de oxidación celular, para su 

cuantificación se utiliza o-ftalaldehído como un reactivo; el método tiene unporcentaje de 

recuperación del 90 al 110% (Hissin & Hilf, 1976). Ver anexo 10 

 

4.4.11 Transferasas de glutatión 

Las transferasas de glutatión son un grupo de enzimas que se encargan de iniciar el proceso 

de destoxificación, catalizando los compuestos del grupo –SH del glutatión y neutralizando 

los sitios electrofílicos para convertirlos posteriormente en compuestos más solubles (Habig, 

et al., 1974). Ver Anexo 11. 

 

4.4.12 Técnica para la detección de anticuerpos contra Neospora caninum. 

Las muestras de suero sanguíneo se analizaron para la detección de anticuerpos contra 

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

laboratorios); el fundamento consiste en emplear un antígenos (intracelulares y de 
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membrana) fijos en el kit para la detección de anticuerpos específicos en suero (Björkman & 

Uggla, 1999) (anexo 12). 

 

4.4.13 ELISA NcIgG, NcIgG1 e NcIgG2. 

Se procedió a la valoración de la respuesta inmune humoral a lo largo del estudio mediante 

la determinación de NcIgG, NcIgG1 e NcIgG2, usando un ELISA indirecto con proteínas 

solubles de N. caninum como antígeno con la finalidad de mostrar el comportamiento de la 

enfermedad mediante el monitoreo de IgGl y IgG2, los cuales son indicativos de la presencia 

de una infección crónica o reciente (Aguado-Martínez, et al., 2005) (anexo 13).  

 

4.4.14 ELISA NcSAG4 y NcGRA7 

Los diferentes tipos de ELISA recombinantes usados para la detección de anticuerpos 

específicos contra Neospora caninum han demostrado tener una alta especificidad, utilizando 

proteínas de los gránulos densos NcGRA7 y antígenos de superficie (Aguado-Martínez, et 

al., 2008; Alvarez-García, et al., 2013) (anexo 14). 

 

4.4.15. ELISA de avidez 

El fundamento de esta técnica consiste en la evaluación de la maduración del sistema 

inmune posterior a una infección por Neospora caninum, lo cual genera un mayor 

incremento y reconocimiento por parte de anticuerpos específicos en donde los primeros 

anticuerpos producidos tras una primo infección tiene una menor afinidad por el antígeno 

que los anticuerpos producidos en una infección crónica, ver anexo 15 (Alvarez- García, 

2003). 

 

4.4.16 Inmunofluorescencia indirecta en suero precalostral.  

El estudio de la respuesta humoral en suero precalostral de los terneros se realizó mediante 

la detección de IgG específicas frente al parásito utilizando la técnica de inmunofluorescencia 

indirecta. Como antígeno se utilizó taquizoítos de N. caninum obtenidos en cultivo celular y 

fijados con formol tamponado a pH=7 (Alvarez-García, et al., 2013). El conjugado anti IgG 

de bovino unido a fluoresceína (Sigma, referencia F-7887) será utilizado a una dilución 1:150 

en una solución PBS-azul de Evans (1:10000) ver Anexo 16. 
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4.4.17. Pruebas diagnósticas en fetos abortados (histopatología y PCR). 

En caso de que ocurriese un aborto en los animales bajo estudio, se acudirá a la mayor rapidez 

posible para la recuperación del feto (>3 horas) para la toma de muestras de órganos (hígado 

pulmón, corazón, cerebro y musculo estriado) los cuales serán conservados en formalina 

neutra bufferada al 10% para su conservación. Las muestras fijadas y embebidas en parafina 

se teñirán con la técnica hematoxilina y eosina (Prophet, et al., 1994) para la identificación 

de lesiones ocasionadas por Neospora caninum y aflatoxinas (anexo 17). Las muestras 

conservadas de cerebro se les realizó 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 ANÁLISIS DE LA INFORMACIÓN 

Los resultados de todas las variables obtenidas de los muestreos fueron capturadas y 

ordenadas en una base de datos electrónica estableciendo, el análisis estadístico de la primera 

y segunda gestación 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 tendrán niveles 

dicotómicos que serán establecidos para el caso secuestrante como si o no y para Neospora 

+ o -; 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 serán analizadas las diferencias entre grupos para cada una de las variables 

respuesta (concentración de Aflatoxinas, tiempo de protombina, proteínas totales, albumina, 

fosfatasa alcalina, alanina aminotransferasa, aspartato aminotransferasa, gamma-glutamil, 

glutatión reducido, transferasas de glutatión, NcIgG, NcIgG1, NcIgG2, NcSAG4 y NcGRA7, 

INF γ). La comparación de medias de cada uno de los grupos se realizó 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 CUANTIFICACIÓN DE AFLATOXINAS EN ALIMENTOS 1a 

GESTACIÓN 

Las muestras de alimento (ración 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 gestación y cuantificadas mediante ELISA se encontró que la UPL 1 obtuvo la 

concentración más alta de aflatoxinas en ensilaje y concentrado con concentraciones 

promedio de 14.4 y 8.8 µg/kg mientras que en la UPL 2 las fueron de 10.3 y 5.2 µg/kg 

respectivamente; sin embargo mediante el uso de un secuestrante de AFs como complemento 

de la dieta, la concentración de AFs presentes en la RTM de la UPL 2 fue de 5.3 µg/kg 

mientras que para la UPL1 el promedio general fue de 9.3 µg/kg encontrándose diferencias 

estadísticas significativas entre ambos grupos (P<0.01); en ambos grupos el ensilaje obtuvo 

las concentraciones más altas de AFs, presentándose un incremento en la UPL 2 a partir del 

cuarto mes de gestación donde se produce un incremento en la concentración de AFs hasta 

alcanzar su concentración máxima de 24 µg/kg (figura No. 9). 
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Figura No. 6 Concentración de Aflatoxinas totales en mediante ELISA (µg/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 máximo permitido; USA: United States of America; MX: 

México; UE: Unión Europea. 
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5.2 RESULTADOS PRUEBAS BIOQUÍMICAS 1a GESTACIÓN 

Respecto a las pruebas bioquímicas realizadas en plasma el tiempo de protrombina resulto 

con diferencias estadísticamente 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 gestación) 
Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 proteínas 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 estadísticamente significativas (P<0.01) entre La UPL 1 y UPL 2 (53.7-55.0 g/L) (figura 

No. 11).  
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Figura No. 8 Proteínas totales (g/L) en vacas lecheras (primera gestación) 
Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 albúmina sérica en UPL 1 se encontraron ligeramente disminuidos y cercanos 

al límite inferior del valor de referencia (25-37 g/L), con un valor promedio de 28.9 y 29.7 

g/L, existiendo diferencias estadísticas altamente significativas (P>0.01) en comparación con 

los valores obtenidos para la UPL 2 donde las concentraciones de albúmina sérica se 

encontraron entre los 38.1 y 40 g/L (figura No.12).  
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Figura No. 9 Albúmina (g/L) en vacas lecheras (primera gestación) 
Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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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Así mismo se cuantifico la actividad enzimática de diferentes enzimas indicadoras de daño 

hepático y de importancia diagnóstica en procesos de intoxicación aguda o crónica or 

aflatoxicosis, estas enzimas forman parte de las herramientas diagnosticas del médico clínico 

para la valoración del funcionamiento hepático. En este estudio se observaron diferencias 

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

 

La actividad enzimática de fosfatasa alcalina (figura No. 13) mantuvo un promedio en ambos 

grupos por debajo del parámetro 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 1 y 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 gestación) 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 estadística (P<0.05) 

entre ambos grupos, en donde la actividad enzimática para estuvo con valores promedio de 

152.3 y 127.9 U/L para la UPL 1 y 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 gestación) 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 gestación) 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 

límites 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 gestación 
Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 concentración de glutatión 

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, encontrándose diferencias 

estadísticas entre ambas UPL (P˃0.05). 
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Figura No. 14 Glutatión (U/L) en vacas lecheras primera gestación 
Cada valor representa el promedio de la cuantificación obtenida de 

procesar cada muestra por duplicado de las vacas del grupo (n= 45). 

 

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

los grupos de ambas UPL en los cuales no se encontraron diferencias estadísticas (P˃0.05) 

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

µmol/min/g en la UPL 2. 
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Figura No. 15 Transferasas de glutatión (µmol/min/g) en vacas lechera primera gestación 
Cada valor representa el promedio de la cuantificación obtenida de procesar cada muestra por 

duplicado de las vacas del grupo (n= 45). 
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Con respecto a los parámetros reproductivos evaluados se encontró que en los animales del 

grupo control pertenecientes en a la UPL 1 presentaron algunos abortos durante su primera 

gestación 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 presentó ningún 

aborto durante esta gestación, siendo significativas (P>0.05) las diferencias en cuestión 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 concepción (tabla No. 1). 

 

Tabla 3 Parámetros reproductivos primera gestación 

Parámetro 
UPL1 (Control)  UPL 2 (Secuestrante) 

N. caninum 

negativo 

N. caninum 

positivo 

N. caninum 

negativo 

N. caninum 

positivo 

Servicios 2 2  2 3 

Abortos 4 4  0 0 

      Vacas por grupo (n= 45). 

 

 

5.3 RESULTADOS PRUEBAS INMUNOLÓGICAS 1a GESTACIÓN 

De los 90 animales que se seleccionaron durante la primera gestación solamente se 

procesaron muestras sanguíneas para pruebas inmunológicas de 53 animales, los cuales 

correspondieron a hembras cuya gestación logró llegar a término de manera exitosa (47 

animales) y de hembras que abortaron durante su primera gestación (6 animales), las 

muestras de sangre de los animales restantes no se procesaron debido a que el término de su 

gestación fue posterior al cierre de la primer parte del estudio y a la realización de las pruebas 

inmunológicas.  

Los resultados serológicos de las muestras procesadas mostraron una mayor seroconversión 

de los animales establecidos al inicio del estudio como negativos a la infección 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 gestación positivos a la presencia de este parásito. 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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infección ocasionada por este protozoario los grupos se mantuvieron sin cambio alguno a lo 

establecido inicialmente. 

 

Tabla 4 Seroconversión en vacas lecheras primera gestación 

GRUPO  No. animales  

Animales 

Seroconvertidos 

(ELISA) 

Porcentaje 

(%) 

UPL 1 Nc- 13 7 54 

UPL 1 Nc+ 11 0 0 

UPL 2 Nc- 19 4 21 

UPL 2 Nc+ 10 0 0 

 

Los resultados inmunológicos de ELISA para la detección de Nc IgG1 y la determinación del 

IRPC (índice relativo por ciento) demostraron diferencias estadísticas significativas (P<0.01) 

en relación 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 comparación 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 inmunológica a Nc IgG1 primera gestación 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 IgG2 (figura No 20) los animales pertenecientes a los grupos 

seropositivos a Neospora caninum de la UPL 1 y 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 estadísticas significativas entre 

cada uno de los cuatro grupos bajo estudio (P<0.01). 
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Figura No. 17 Respuesta inmunológica a Nc IgG2 primera gestación 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 estadísticamente 

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 inmunológica a Nc IgG primera gestación 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 análisis inmunológico  mediante ELISA para la detección de proteínas específicas de N. 

caninum como NcGra7 dio como resultado que los animales abortados obtuvieron los niveles 

más elevados de esta proteína (P<0.01) principalmente en los meses en los cuales ocurrió el 

aborto siendo el tercero y quinto de gestación 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 estadísticamente 

diferentes con medias de 21.0 y 25.9% respectivamente, el grupo UPL2 Nc- fue el grupo con 

los niveles más bajos de IRPC con un valor promedio del 7.49% (figura No 22) 
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Figura No. 19 Respuesta inmunológica a NcGRA7 primera gestación 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 evaluación de la respuesta inmune en relación a los antígenos 

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 

estadísticamente 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 inmunológica a NcSAG4 primera gestación 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 HISTOPATOLOGÍA Y PCR EN FETOS ABORTADOS 

PRIMERA GESTACIÓN 

Durante la primera gestación se logró recuperar cinco de los seis fetos abortados, los cuales 

únicamente se presentaron en los animales de la UPL 1, presentándose tres abortos en 

hembras seropositivos a N. caninum y 3 en animales seronegativos a esta infección. 

Las muestras de tejidos obtenidas de los fetos abortados (corazón, encéfalo, hígado, pulmón) 

se trabajaron por medio de histopatología para la identificación de lesiones asociadas a la 

infección por N. caninum, sin embargo solamente en uno de los fetos se logró identificar en 

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

 

 

Figura No. 21 (A) Hepatitis linfoplamositaria periportal multifoal, microscopio ocular a 10X, (B). 

Misma lesión vista en microscopio con ocular a 100X 

 

Los resultados obtenidos mediante la amplificación 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).  

 



63 

 

 

Figura No. 22 Gel de agarosa al 2.5% con marcador molecular, y amplificación en los 18 pozos, con 3 

tejidos de 6 fetos abortados positivos 

 

5.5 RESULTADOS INMUNOFLUORESENCIA INDIRECTA (IFI) EN CRÍAS DE LA 

1a GESTACIÓN 

De las 33 crías nacidas durante la primera gestación solamente se pudieron colectar 29 

muestras de suero precalostral, las cuales fueron sometidas a Inmunofluoresencia indirecta 

para la detección de anticuerpos específicos de N. caninum obteniendo como resultado el 

87.9 % de las crías 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 detectó la presencia 

del parásito en ninguna de las crías (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 CUANTIFICACIÓN DE AFLATOXINAS EN ALIMENTOS 2a 

GESTACIÓN 

Para la segunda gestación se realizó una reorganización de los animales de la UPL2 

estableciendose dos nuevos grupos en esta 

Durante la segunda gestación la UPL 1 la concentración media de Afs en la RTM fue de 9.36 

µg/kg, ensilaje y concentrado de 17. Y 6.47 µg/kg respectivamente en donde en el mes 

número 5 se alcanzaron la concentraciones más altas de estos dos ingredientes con una 

concentración de 35 y 66 µg/kg respectivamente existiendo diferencias estadísticas (P<0.01) 

entre la concentración presente entre el ensilaje y la ración integral de este grupo (Figura No 

27).  
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Figura No. 24 Concentración de Aflatoxinas totales mediante ELISA (µg/kg) segunda gestación (A) 

UPL 1 (B) UPL 2 

 

En la UPL 2 el ensilaje fue la parte del alimento en la que se encontró los niveles más altos 

de aflatoxinas 18.2 µg/kg seguido por el concentrado con 17.5 µg/kg mientras que  la RTM 

tuvo una concentración de AFs de 11.8 µg/kg en la cual el uso de secuestrante de AFs está 

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

 

5.7. RESULTADOS PRUEBAS BIOQUÍMICAS 2a GESTACIÓN 

En base a los resultados obtenidos de los muestreos realizados durante la segunda gestación 

ocurrió en la UPL1 una disminución 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 comparación 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 gestación (A) UPL 1 (B) UPL 2 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 gestación  mostró diferencias estadísticas significativas en la UPL 1 con respecto 

a las proteínas 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 concentración media de proteínas 

totales de los animales que estuvieron sometidos a la administración 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 Proteínas totales (g/L) segunda gestación (A) UPL 1 (B) UPL 2 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 

25 y 26 g/L los cuales fueron más 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). 
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Figura No. 27 Albúmina (g/L) segunda gestación (A) UPL 1 (B) UPL 2 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 encontró más 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 estadísticamente significativos (P<0.05) estos valores con respecto a los 

obtenidos a los grupos con secuestrante donde el promedio se encontró 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 gestación (A) UPL 1 (B) UPL 2 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 gestación (A) UPL 1 (B) UPL 2 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 enzimáticos de aspartato aminotransferasa en los animales pertenecientes al 

grupo Control Nc+ de la UPL1 fueron los más altos con niveles de 85 U/L los cuales fueron 

significativamente diferentes a los de los demás grupos (P<0.05) siendo para el grupo Control 



68 

 

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 gestación (A) UPL 1 (B) UPL 2 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 presentó elevada en los grupos 

control de la UPL1 donde el promedio se estableció entre los 38 y 37 U/L superando los 

niveles de los grupos con secuestrante de esa misma explotación donde los valores reportados 

fueron 28 y 26 U/L y encontrándose diferencias significativas entre grupos (P<0.05) así 

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 gestación (A) UPL 1 (B) UPL 2 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 glutatión solo mostraron que para la UPL1 solamente el grupo Control 

Nc+ resulto ser estadísticamente significativo con respecto a los otros grupos teniendo un 

promedio de 5.9 (µmol/min/g) mientras que para que para el otro grupo Control y  

Secuestrante el promedio se mantuvo entre los 5.6 (µmol/min/g) (figura No. 35) 
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Figura No. 32 Transferasas de glutatión (µmol/min/g) segunda gestación (A) UPL 1 (B) UPL 2 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 glutatión 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 Glutatión reducido (nmol/gr) segunda gestación (A) UPL 1 (B) UPL 2 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 INMUNOLÓGICAS 2a GESTACIÓN 

Durante la segunda etapa de esta investigación correspondiente a la segunda gestación, se le 

dio el seguimiento a un total de 44 animales en donde se tuvo una seroconversión general del 

80% mientas que por unidad productiva lechera fue UPL1 75% (3/4) y UPL2 70% (7/10) en 

los animales seronegativos generándose un incremento el número de los animales positivos 

a causa de la neosporosis. 

 

Tabla 3 Seroconversión en vacas lecheras segunda gestación 

Grupo  No. animales  

Animales 

Seroconvertidos 

(ELISA) 

Porcentaje 

(%)  

UPL 1 Nc- 4 3 75% 

UPL 2 Nc- 10 7 70% 

 

Los resultados inmunológicos con respecto a Nc IgG1 demostraron diferencias estadísticas 

significativas (P<0.01) en la UPL1 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 comparación 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).  
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Figura No. 34 Respuesta inmunológica a Nc IgG1 segunda gestación (A) UPL 1 (B) UPL 2 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 IgG2 los animales pertenecientes a los grupos seropositivos 

(control y secuestrante) a Neospora caninum de la UPL1 mostraron niveles del 68.1 y 79.3%, 

el grupo Control Nc- 66.2% y Secuestrante Nc- de 53.1% no existiendo diferencias 

estadísticas 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 inmunológica a Nc IgG2 segunda gestación (A) UPL 1 (B) UPL 2 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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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estadísticamente diferente (P<0.01) el grupo Control Nc- con respecto a todos los demás 

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 inmunológica a Nc IgG segunda gestación (A) UPL 1 (B) UPL 2 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 análisis inmunológico de proteínas específicas de N. caninum como NcGra7 dio como 

resultados que los animales de la UPL1 seropositivos obtuvieron los niveles más elevados de 

esta proteína (Control Nc+ 41.5%, Secuestrante Nc+ 46.4%) y estadísticamente 

significativos (P<0.01) en comparación 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 

estadísticamente semejantes ambos grupos (P>0.05; figura No.40). 
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Figura No. 37 Respuesta inmunológica a Nc GRA7 segunda gestación (A) UPL 1 (B) UPL 2 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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 evaluación de la respuesta inmune respecto a la presencia de antígenos 

de superficie como NcSAG4 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 

estadísticamente 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 estadísticamente 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 inmunológica a Nc SAG4 segunda gestación (A) UPL 1 (B) UPL 2 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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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Durante la segunda gestación los niveles séricos de INF-γ de la UPL1 se encontraron más elevados 

en el grupo Secuestrante Nc- con un concentración 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 más bajas con 50.2 pg/ml, El comportamiento de los grupos de la UPL2 

fue similar entre ellos donde la concentración de INF-γ 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 inmunológica a INF-γ segunda gestación (A) UPL 1 (B) UPL 2 

Cada valor representa el promedio de la cuantificación 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. DISCUSIÓN 
 

6.1 NIVELES DE CONTAMINACIÓN 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 concentración máxima de  20 µg/kg  en 

alimentos destinados  para el consumos de los animales (EUM-SS, 2002) sin embargo estas 

mismas concentraciones se encuentra por encima del límite establecido por la Comunidad 

Europea de 5 µg/kg (European, 2002).  

Los resultados obtenidos de las cuantificación de AF en ensilaje de maíz 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 concentración de aflatoxinas  en un rango entre los 12 a 

15.7 µg/kg, mostrando la importancia de la presencia de estos hongos productores de 

micotoxinas  y la producción la posible producción de AFs como un metabolito secundario 

de estos hongos (Reyes-Velazquez, et al., 2008). Así mismo en muestras de alimento 

analizadas (ración total mezclada) de vacas lecheras se encontró que el 92.5% de las muestras 

se encontraban contaminadas con concentraciones que fueron desde los 4.88 a 24.89 µg/kg 

de AF (Reyes-Velázquez, 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 encontró una concentración por aflatoxinas mediante 

HPLC en el 99% de sus muestras con una concentración promedio de 7.6 µg/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 años (2008-2009) donde 

los niveles promedio de aflatoxina se mantuvieron entre los 0.19 y 0.77 µg/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 µg/kg, siendo estos valores más bajos 

a los reportados en nuestro estudio.  

Otro estudio enfocado a la detección de microorganismos fúngicos y micotoxinas existentes 

en ensilaje de maíz encontró que esta micotoxina (AF) fue la que se presentó en menores 

concentraciones ya que al analizar sus muestras mediante ELISA obtuvo una concentración 

en un rango de 2.47 ± 0.21 µg/kg con una concentración máxima de 10.18 µg/kg (Biro, et 
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al., 2009). En vacas productoras de leche la exposición 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 metabólicas, inmunológicas y 

hormonales (Fink-Gremmels, 2008). 

Con respecto al efecto del secuestro, derivado de la absorción de la micotoxina por el agente 

secuestrante los resultados obtenidos en nuestro estudio demuestran una eficacia en la 

absorción 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 evaluó in vitro seis diferentes tipos de 

secuestrantes en donde los elaborados a base de glucomananos extraídos de la pared celular 

de Saccharomyces cerevisiae mostraron tener una eficacia de absorción  del 59% contra AF 

totales mientras que el resto de los agentes secuestrante mantuvieron un porcentaje de 

absorción 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 específicamente contra AFB1 en donde el porcentaje de absorción se incrementó 

hasta el 96% en su evaluación en laboratorio (Diaz, et al., 2002), otro estudio evaluó en un 

modelo in vitro a base de fluido ruminal el potencial de secuestro de estas levaduras contra 

AFB2 encontrando que a mayor tiempo de exposición del secuestrante con la micotoxina el 

efecto del secuestro a las 3 horas de exposición es de tan solo el 28% pero este mismo se va 

incrementando paulatinamente hasta alcanzar a las 12 hr un 92.3% de absorción (Akkaya & 

Bal, 2012). Doggi et al., (2011) obtuvieron un porcentaje de absorción de entre el 40 y 94% 

pero el  efecto se mantuvo más estable cuando se sometía a un pH de 8 en donde se mantenía 

entre el 81-86% mientras que las muestras que sometió 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) 

señala que el pH y el tipo de solvente son un factor crítico para que se lleve a cabo la 

capacidad reducción de los  β-glucanos los cuales son un componente importante de la capa 

interna de la pared celular de este tipo de levadura para la absorción de micotoxinas 

complejas   Armando et al., (2012), menciona que las diferencias existentes en la evaluación 

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. 
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6.2 ALTERACIONES BIOQUÍMICAS OCASIONADAS POR LA PRESENCIA DE  

AFLATOXINAS EN ALIMENTO 

Diverso autores señalan que entre algunos de los parámetros hematológicos y bioquímicos 

evaluados normalmente para verificar la eficacia de los agentes de desintoxicación se 

encuentran las proteínas totales, albúmina, globulinas, creatinina y la actividad enzimática 

de fosfatasa alcalina, gama-glutamil-transferasa (GGT), aspartato aminotransferasa (AST), 

alanina aminotransferasa (ALT), glutatión reducido y transferasas de glutatión los cuales son 

indicadores de los efectos adversos de las micotoxinas y demuestran la acción destoxificante 

de los absorbentes (Denli, et al., 2009; Gallo & Masoero, 2010; Armando, et al., 2012). 

 Algunos autores han sugerido que la alteración en la concentración de proteínas séricas en 

diferentes especies animales se debe a una disminución de la síntesis hepática ocasionada por 

el daño tóxico de las AFs en el hígado (Denli, et al., 2009). Se ha reportado que la presencia 

de AFs disminuye la concentración de albumina y tiempo de protrombina en terneros con 

toxicidad crónica por AF (63 d) (Pierezan, et al., 2012). Denli et al., (2009) señala que las 

alteraciones en la síntesis de proteínas es ocasionado cuando las AFs forman aductos con el 

ADN y RNA produciendo una degranulación del retículo endoplásmico rugoso, impidiendo 

así la síntesis de ARN y originando una disminución en la síntesis de proteínas a nivel de 

hígado así como daños en este órgano. Este efecto se vio reflejado en un estudio donde 

sometió a varios grupos de animales al consumo de forraje contaminado  con AF a niveles 

que iban desde los las 15 a 400 µg/kg  encontrando que a una mayor concentración de 

aflatoxinas en la dieta la concentración sérica de proteínas totales y albumina disminuía 

paulatinamente en donde en el grupo expuesto a una menor concentración de AF sus valores 

de proteínas totales y albumina fueron de 9.2 y 3.4 g/dL respectivamente mientras que para 

el grupo expuesto a la máxima concentración estos valores fueron de 7.0 y 2.1 g/dL  (Bingol, 

et al., 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 coagulación a 

comparación del grupo con secuestrante , estos mismos efectos adversos fueron reportados 

por otros autores (Runciman, et al., 2002) donde se encontró en vaquillas Holstein 

intoxicadas naturalmente con ensilaje contaminado con dicoumarol un incremento el tiempo 
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de coagulación en los animales intoxicados, registrando valores comprendidos desde los 71 

a 96 segundos y asociándolo al efecto de esta toxina sobre diferentes factores de coagulación.  

Otros estudias reportaron que el aumento en el tiempo de coagulación depende de la dosis y 

tiempo de exposición a la AF. De la misma manera, el aumento del tiempo de protrombina 

se relaciona con el grado de daño hepático y la cantidad de AF ingerida; estos autores 

obtuvieron un incremento en el tiempo de protrombina en corderos expuestos a 2.5 µg/kg de 

AF en el alimento durante un periodo de tres semanas (Fernández, et al., 1995). Bruchim et 

al. (2012) reportaron el mismo daño hepático en otras especies, debido a una exposición 

accidental de AF en la dieta (80-300 µg/kg). 

Las alteraciones causadas en el tiempo de coagulación por aflatoxicosis son generadas por a 

una reducción en el tiempo de protrombina debido que se ven afectados los factores II, VII, 

IX y X de coagulación (Upcott, 1970). En cabras, Bingol et al. (2007) mostraron una 

correlación 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 AFB1 purificada. La disminución en la concentración sérica de 

tiempo de protrombina y albumina en nuestro estudio, sugieren que el incremento en el 

consumo de AF es capaz de inducir daño hepático y una reducción en la síntesis de proteínas. 

En un estudio realizado en vacas lecheras durante dos diferentes gestaciones se evaluaron 

diferentes parámetros bioquímicos (TP, ALB, AST, GGT y ALP) para su capacidad como 

indicadores séricos del algún desequilibrio en la homeostasis del animal, encontrando que 

estas variables respondían de manera eficaz  cuando los animales se encontraban sometidos 

a un estrés calórico, en donde los valores de proteínas totales y albumina tienden a disminuir, 

mientras que la actividad de cada una de las diferentes enzimas se ve incrementada (Abeni, 

et al., 2007). Los resultados obtenidos por cada uno de estos diferentes autores son similares 

a los obtenidos en nuestro estudio en donde la concentración sérica de Albumina y de las 

proteínas totales se mayormente disminuida en los animales del grupo Control  los cuales 

estuvieron expuestos de forma crónica a una mayor concentración de aflatoxinas en el 

alimento,  mientras que los animales del grupo Secuestrante de ambas UPL sufrieron un 

menor daño por las AF. 
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La actividad enzimática especifica (AEE) en suero mostro diferencias significativas (P< 

0.05) entre todos grupos de estudio; donde los animales del grupo Control tuvieron una 

actividad específica más 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 comparación 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 comparación con los animales de control. Estudios en humanos reportan 

alteraciones en la función hepática en personas expuestas a AF en las observando un 

incremento proporcional de estos valores a medida que se incrementa la concentración de AF 

sérica (Mohajeri, et al., 2014). Aunque, algunos investigadores no ha encontraron diferencias 

significativas en los niveles plasmáticos de enzimas hepáticas en vacas lecheras expuestas 

experimentalmente a AFB1 en un desafío a corto plazo (7 d) (Xiong, et al., 2015). En general, 

se ha declarado que el aumento de actividad enzimática especifica de ALP, AST, ALT y 

GGT en suero puede considerarse como un indicador general de los daños causados por 

diferentes procesos patológicos en vacas lecheras (Liu, et al., 2012). Otros autores señalan 

que el aumento de AEE podría considerarse un biomarcador para la función hepática 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 exposición crónica AF, en donde a 

mayor concentración de AF se presenta un incremento en la actividad enzimática especifica 

de vacas lecheras. 

La concentración de glutatión reducido detectado en suero mostro tener diferencias 

estadísticas 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 hepatotóxico que durante su biotransformación genera un compuesto 

llamado AF-epóxido; este compuesto es altamente reactivo y se une a proteínas y ácidos 

nucleicos (Essigmann, et al., 1982; Eaton & Gallagher, 1994; Kuilman, et al., 2000). El 

mecanismo más importante para prevenir la unión del epóxido a las macromoléculas es la 

conjugación del GSH con el epóxido de AF (Eaton & Gallagher, 1994); esta reacción es 
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catalizada por el epóxido hidrolasa y GST. Se ha demostrado que GST y otras enzimas 

involucradas en la síntesis de GSH se produjeron como resultado de la inducción de la 

actividad enzimática especifica (Shepherd, et al., 2000). Por lo tanto, el equilibrio en la 

concentración final de GSH se encuentra regulado por la inducción de su síntesis y los 

procesos de desintoxicación; el fenómeno 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 exposición a AFs es capaz de inducir una reducción dependiente de la dosis de GSH 

la cual podría ser causada debido a una disminución en la síntesis de proteínas 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 exposición constante a la AF; como resultado del proceso de desintoxicación de la 

aflatoxina a través de la conjugación mediada por GST con GSH. 

La diferencia en la reportada en nuestro estudio en cuanto a la valoración de la función 

hepática mediante la cuantificación de la actividad enzimática  entre ambos grupos, en donde 

se observó 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 exposición crónica 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 bioactivación por parte del 

animal (Armando, et al., 2012). 

 

6.3 ALTERACIONES INMUNOLÓGICAS OCASIONADAS POR LA INFECCIÓN 

DE Neospora caninum. 

Dubey et al. (2007) reportan a nivel mundial una alta prevalencia de neosporosis en ganado 

lechero (10-65%) manifestándose 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 país, ya que se han reportado prevalencias 

desde el 32-100% en ganado lechero (García-Vázquez, et al., 2002; Cruz-Vázquez, et al., 

2008). 

Diverso autores reportan un incremento en los niveles de IgG total en vacas naturalmente 

infectadas con N. caninum en comparación con animales seronegativos, siendo más 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 IgG en vacas Holstein 

gestantes infectadas experimentalmente al confirmarse el diagnostico de gestación en donde 

a partir del día  21 de inoculación se incrementaron las IgG y se mantuvieron así durante el 

resto de la gestación y con la ocurrencia de abortos en estos animales los animales 

seronegativos mantuvieron bajos niveles de IgG durante todo el estudio y llevaron su 

gestación a termino (Bartley, et al., 2013). Resultados similares fueron reportados en vacas 

Holstein (Regidor-Cerrillo, et al., 2014) inoculadas a 70 días de gestación mostrando un 

incremento en los niveles de IgG (36% IRPC) 21 días después del inoculo. Datos similares 

fueron encontrados en nuestro estudio, donde los animales seropositivos a Neospora 

mostraron valores de IgG totales más altos que los animales seronegativos en los grupos de 

ambas UPL. En este sentido Bartley et al. (2013) menciona que posterior a la infección con 

N. caninum, tanto las vacas como los fetos desencadenan respuestas inmunes mediadas por 

células humorales e innatas específicas.  

Se ha asociado la protección del feto contra la infección por N. caninum mediante la 

producción de IgG1, IgG2 e IFN-γ durante la gestación en vacas lecheras (Almería, et al., 

2009). Andrianarivo et al. (2005) indican que en vacas gestantes la respuesta inmune eta 

mediada principalmente por la producción de IgG2. Otros estudios llevados a cabo en bovinos 

infectados han demostrado la evolución  de la respuesta inmune humoral ante esta infección, 

reportando que la producción de IgM específicas se genera rápidamente (12 p.i.) mientras 

que la producción de IgG1 e IgG2 se producen de forma más tardía (Lunden, et al., 1998). La 

avidez de las inmunoglobulinas específicas para N. caninum refleja la duración de la 

infección  aumentando durante el transcurso de la infección y permaneciendo constantemente 

alta en un estado crónico de la enfermedad (Björkman, et al., 2003). Otros estudios indican 

una correlación entre el incremento en los niveles de anticuerpos específicos (IgG1 e IgG2) 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 IgG1 e IgG2 

los cuales fueron más altos en los animales positivos a Neospora y siendo IgG2 la más elevada 

debido a la cronicidad de la infección en vacas gestantes; se ha reportado que el conocimiento 

de esta relación en el incremento de inmunoglobulinas como IgG1 e IgG2 especificas contra 

Neospora podría ayudar como indicador en la predicción del aborto en animales infectados 

naturalmente (Almería, et al., 2009). 
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Estudios realizados muestran una correlación positiva entre la respuesta inmune específica 

mediante IgG2 y el incremento en la producción de INF-γ contra N. caninum observada en 

los toros con infección crónica lo cual sugiere una respuesta inmunológica predominante tipo 

Th1 (Ferre, et al., 2005). Resultado similares fueron reportados en vaquillas gestantes por 

otros autores, donde se observó una respuesta IgG2 predominante y niveles altos de INF-γ 

séricos (Hecker, et al., 2013). Otros estudios han demostrado que la inmunidad mediada por 

células y en particular el IFN-γ tiene un papel importante en la protección materno-fetal 

contra la fase  intracelular (taquizoíto) del parásito que se multiplica rápidamente, donde las 

vacas bajo estudio durante su gestación y positivas a N. caninum tuvieron  altos niveles de 

IFN-γ (Bartley, et al., 2012). Resultado similares se encontraron en nuestro estudio, donde 

los animales seropositivos a N. caninum tuvieron altos niveles de IgG2 e IFN-γ al igual que 

los animales que cambiaron su estatus serológico a lo largo del estudio, mostrando así el 

efecto inmunológico ante la reinfección o primo infestación ocasionada por este protozoario 

en donde la respuesta inmune es indicativa de una infección crónica. 

La evaluación de los antígenos específicos 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 antígenos de taquizoíto (NcSAG4; antígenos de superficie) se 

encuentran relacionados con la fase aguda de la enfermedad, mientras que los antígenos del 

bradizoíto (NcGRA7; antígenos de los gránulos densos) asociados con infecciones crónicas, 

los cuales son capaces de generar una respuesta inmune adecuada debido a su alta capacidad 

inmunogénica (Fuchs, et al., 1998; Alvarez- García, 2003; Aguado-Martínez, et al., 2009). 

Jiménez-Ruiz et al (2013) reportan una correlación positiva entre altas concentraciones de 

anticuerpos NcGRA7 con una elevada virulencia por parte del parásito, debido a que es una 

proteína que juega un papel importante en el proceso de invasión celular del protozoario 

(Aguado-Martínez, et al., 2009). Otros autores encontraron en vacas infectadas 

experimentalmente y con ocurrencia de abortos niveles séricos elevados de IgG2 y NcGRA7, 

reportando que altos niveles de estas moléculas podrían ser indicativos de una infección 

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 INTERACCIÓN EXPOSICIÓN CRÓNICA A AFLATOXINAS EN LA DIETA Y 

EXPOSICIÓN NATURAL A Neospora caninum. 

Este estudio describió cambios en los parámetros hematológicos, inmunológicos y 

reproductivos relacionados con la ingestión a largo plazo de alimentos naturalmente 

contaminados con aflatoxinas en concentraciones por debajo de los niveles de establecidos a 

nivel nacional (20.0 µgAF/kg); en interacción con la infección natural por Neospora caninum 

y el seguimiento de esta infección crónica durante 2 gestaciones. En las vacas lecheras que 

ingirieron el nivel más alto de AF se observaron cambios significativos en la incidencia de 

aborto, alteraciones en el proceso de coagulación, hipoproteinemia y aumento de la actividad 

específica de las enzimas de desintoxicación contra aflatoxinas. Por otro lado, las vacas 

lecheras que ingirieron el nivel más bajo difirieron ligeramente de los valores de referencia 

bioquímicos. 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 subclínica. 

Con respecto a la infección natural crónica de Neospora caninum se observaron que las vacas 

seropositivas tuvieron un mayor incremento en los parámetros inmunológicos evaluados 

durante el estudio (IgG, IgG1, IgG2, NcSAG4, NcGRA7) en comparación con las vacas 

seronegativas durante la primera gestación; sin embargo se encontró una seroconversión en 

estos animales del 21 y 54%, demostrando alta capacidad del parasito para infectas animales 

en una explotación y disminuyendo el número de animales negativos a esta enfermedad. 

Durante la segunda gestación el comportamiento en los parámetros inmunológicos evaluados 

fue similar a la gestación anterior, siendo más elevados en animales seropositivos que en los 

seronegativos, viéndose incrementando el porcentaje de seroconversión al término de esta 

segunda gestación con una prevalencia del 70 al 75 % en los animales clasificados sanos ante 

esta enfermedad; Mostrando además que la transmisión congénita endógena es un factor 

esencial para el establecimiento de la enfermedad en una explotación lechera. 

Aunque todos estos resultados obtenidos muestran un verdadero efecto en relación a la 

ingesta de aflatoxinas en la dieta y sus repercusiones en la alteración de parámetros 

bioquímicos; efecto similar observado en las alteraciones inmunológicas 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 reactivación e 

infección por Neospora caninum los resultados no son concluyentes debido a que la 

evaluación de esta interacción de forma natural puede verse alterada por una serie de diversos 

factores tanto extrínsecos como intrínsecos que deberían de tomarse en cuenta para la 

realización 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 señalar que este tipo de estudio experimental es prácticamente 

difícil de llevarse a cabo, por lo costoso del estudio y lo fácilmente que se puede contaminar 

el alimento con AF e infectarse el animal con este parásito. 

Alunizando cauda una de las variables estudiadas y su efecto esperado para la observación  

de los efectos toxicogénicos en una exposición crónica a aflatoxinas y la infección 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 estadísticos 

confirman la interacción de la exposición a aflatoxinas y la infección y reactivación de 

Neospora durante la gestación de vacas Holstein. Por tal motivo esta investigación es de gran 

importancia ya que nos brinda una observación aproximada a la situación natural de estos 

dos factores tan comunes en la industria pecuaria destinada a la producción láctea y que 

ocasiona pérdidas económicas elevadas por la presencia de estos dos problemas. Los 

resultados de este estudio permiten proporcionar al productor pecuario información necesaria 

para el diagnóstico, prevención y control de ambos problemas, permitiéndole minimizar los 

riesgos y obtener así mejores ganancias. Efecto que fue observado en este estudio y aunque 

no se tenía contemplado dentro de la metodología establecida para esta investigación, una de 

las explotaciones decidió implementar el uso de secuestrante de micotoxinas en la dieta de 

las vacas productoras debido a las pérdidas económicas registradas y obteniendo a mediano 

plazo una mejora económica y en la salud de los animales, lo cual se registró en nuestro 

estudio a partir de las segunda gestación. 
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7. CONCLUSIONES  

 

Los efectos toxicológicos a la exposición crónica a aflatoxinas en vacas Holstein ocasionaron 

alteraciones bioquímicas en el tiempo de protrombina, proteínas totales, albumina y en la 

actividad enzimática especifica (ALT, AST, ALP, GGT, GST y  GSH), siendo más 

significativos en los animales que consumieron una mayor concentración de AF en la dieta 

durante ambas gestaciones, estas alteraciones surgen como resultado del daño ocasionado 

por las aflatoxinas a nivel hepático. 

La infección natural a Neospora caninum en animales seropositivos y seronegativos a esta 

enfermedad reporto una seroconversión elevada de los animales negativitos durante el 

desarrollo de este estudio, donde el más del 75% de los animales clínicamente sanos, 

terminaron afectados con la presencia de este parásito.  

Las pruebas inmunológicas realizadas en los animales para evaluar la respuesta inmune ante 

la infección de Neospora caninum mostro diferencias significativas en los animales 

seropositivos donde se observó un incremento en los niveles de IgG, IgG1, IgG2, NcSAG4, 

NcGRA7 con respecto al grupo seronegativo como resultado de la reactivación en animales 

parasitados y la respuesta inmune de una animal sano al contacto, exposición y 

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 gestación o manifestar algún otro problema reproductivo antes 

o después de gestación; así como manifestar diversas alteraciones en la química sanguínea 

resultado de un proceso tóxico. Ocasionando pérdidas económicas a los productores 

pecuarios debidos a una disminución en la producción lechera y el incremento en días 

abiertos, intervalo entre partos, servicios por concepción 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 

relación existente entre el consumo de aflatoxinas, la reactivación de este protozoario y su 

posterior diseminación. 
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9.1. ANEXO 1. Carta de aceptación de artículo científico. 

 

Prof. Carlos G. Gutiérrez <vetmexicooa@gmail.com> 

Para: Dr Arturo Gerardo Valdivia-Fores 

CC: Emmanuel Hernandez-Valdivia, Carlos Cruz-Vazquez, Ma. Consolacion 

Martinez-Saldaña, Teodulo Quezada-Tristan, Raul Ortiz-Martinez y 2 más... 

 

13 feb a las 14:17 

 

Dr Arturo Gerardo Valdivia-Fores: 

 

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". 

 

Our decision is to: 

 

Thank you for submitting your discoveries to Veterinaria Mexico OA. We find that 

your article suggests an interesting advance in Veterinary Science.  

Nevertheless, major changes must be made to it before it can be considered for 

publication by the Editorial Board.  

 

Please, read carefully the suggestions and comments in the review attached to this 

email. Within one month, send us (1) an amended manuscript, and (2) a thorough 

answer to each of the comments in the review. 

 

Let us know, if you cannot send us your answers and amended manuscript by 

[FECHA] 

 

Dr Juan Carlos Ku Vera 

kvera@uady.mx 

mailto:kvera@uady.mx
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9.2. ANEXO 2. Artículo científico. 
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9.3. ANEXO 3. Técnica para cromatografía líquida de alta presión para AF en maíz 

9.4 ANEXO 4. Técnica para ensayo inmunoenzimático para AF en alimento. 

 

Información general: 

El RIDASCREEN®FAST Aflatoxin (Art. No.: R5202) es un inmunoensayo enzimático 

(ELISA) competitivo para el análisis cuantitativo de aflatoxina en cereales y piensos, con un 

límite de detección de < 1,7 µg/kg (ppb). 

Fundamento: 

La base del ensayo es la reacción antígeno-anticuerpo. Los pocillos de la microplaca están 

sensibilizados con anticuerpos de captura dirigidos contra anticuerpos anti-aflatoxina. Se 

agregan los estándares de aflatoxina o la solución 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 unión de los anticuerpos anti-aflatoxina 

(inmunoensayo enzimático competitivo). Al mismo tiempo, los anticuerpos anti-aflatoxina 

se unen a los anticuerpos de captura inmovilizados. Cualquier conjugado enzimático no unido 

se remueve en el paso de lavado. Se agrega substrato/cromógeno a los pocillos. El conjugado 

enzimático unido convierte al cromógeno en un producto azul. La adición de la solución stop 

lleva a un cambio de color del azul al amarillo. La medición se hace fotométricamente a 450 

nm. La absorbancia es inversamente proporcional a la concentración de aflatoxina en la 

muestra. 

Equipamiento: 

 Espectrofotómetro para placas portapocillos (450 nm). 

 Probeta graduada de 100 ml de plástico o de vidrio para la preparación de las 

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

 Molino para desmenuzar las muestras. 

 Agitador. 

 Papel de filtro: Whatman No. 1 o equivalente. 

 Micropipetas de 50 µl, 100 µl y 1000 µl. 

 

Reactivos: 

 Solución de metanol al 70 %: mezclar 70 ml de metanol (100 %) con 30 ml de agua 

destilada. 

 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 µl del filtrado diluido por pocillo en el test. 

 

Procedimiento: 

1. Coloque suficientes pocillos en el soporte de la microplaca para los estándares y para 

las muestras a analizar. Marque la posición de los estándares y de las muestras. 

2. Agregue 50 µl de los estándares y de las muestras a analizar a los pocillos 

correspondientes. Utilice una punta de pipeta nueva para cada estándar y para cada 

muestra. 

3. Agregue 50 µl del conjugado aflatoxina-enzima (tapón rojo) a los pocillos 

correspondientes. 

4. Agregue 50 µl del anticuerpo anti-aflatoxina (tapón negro) a los pocillos 

correspondientes, mezcle el contenido de la microplaca suavemente e incube durante 

10 minutos (+/- 1) a temperatura ambiente (20 - 25 °C). 

5. Vacíe los pocillos y golpee luego enérgicamente (tres veces consecutivas) el marco 

portapocillos sobre un papel absorbente limpio para asegurar la eliminación completa 

de restos líquidos. Lave los pocillos (250 µl por pocillo) con tampón de lavado (vea 

10.1.) utilizando una pipeta-multicanal o una botella de lavado y vacíe nuevamente 

los pocillos de la forma ya indicada.  

6. Repita este paso dos veces más. 

7. Agregue 100 µl de substrato/cromógeno (tapón marrón) 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).  

8. Agregue 100 µl de la solución stop (tapón amarillo) a cada pocillo. Mezcle el 

contenido de la microplaca suavemente y mida la absorción a 450 nm en el transcurso 

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

 

Fundamento: 

La adición de tromboplastina y calcio en muestras de plasma induce la formación del coágulo 

de fibrina. El método mide el tiempo que tarda en formarse el coágulo. 

 

Reactivos: 

a) Tromboplastina tisular de cerebro de conejo con estabilizantes. Liofilizado 

(Biosystems S. A.). 

b) Tampón con iones de calcio y sodio azida como conservante (Biosystems S. A). 

 

Muestras: 

Sangre venosa obtenida mediante venopunción. 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 37ºC. 

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

Incubar la muestra a 37ºC durante 2 minutos. 

Pipetear 100 μL de Reactivo de Trabajo y simultáneamente poner el cronómetro en marcha. 

Determinar el tiempo de coagulación. 

 

CÁLCULOS:  

El PT generalmente se expresa en segundos, anotando el tiempo en que tardó en formarse el 

coagulo. 
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9.6. ANEXO 6. Técnica para la cuantificación de proteínas totales. 

 

Fundamento: 

La proteína presente en la muestra reacciona con los iones cobre (II) en medio alcalino, 

originando un complejo coloreado que se cuantifica por espectrofotometría.  

 

Reactivos: 

c) Acetato de cobre (II) 6 mmol/L, ioduro de potasio 12 mmol/L, hidróxido sódico 1,15 

mol/L, detergente (Biosystems S. A.). 

d) Patrón de Proteína. Albúmina bovina (Biosystems S. A). 

 

Muestras: 

Suero y plasma heparinizado recogido mediante procedimientos estándar.. Estable 8 días a 

2-8ºC. 

 

Procedimiento: 

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

 

 Blanco Patrón Muestra 

Agua destilada 20 µL   

Patrón Proteína (S)  20 µL  

Muestra   20 µL 

Reactivo (A) 1.0 mL 1.0 mL 1.0 mL 

 

2. Agitar bien y dejar los tubos durante 10 minutos a temperatura ambiente. 

3. Leer la absorbancia (A) del Patrón y de la Muestra frente al Blanco a 545 nm. El color es 

estable durante al menos 2 horas (espectrofotómetro; Varian DMS-80, Australia). 

 

CÁLCULOS:  

La concentración de proteína en la muestra se calcula a partir de la siguiente fórmula general: 

 
𝐴 𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴 𝑃𝑎𝑡𝑟𝑜𝑛 
(𝐶 𝑃𝑎𝑡𝑟ó𝑛) = 𝐶 𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎  
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9.7. ANEXO 7. Técnica para la cuantificación de albúmina. 

 

Fundamento: 

La albúmina presente en la muestra reacciona con el verde de bromocresol en medio ácido, 

originando un complejo coloreado que se cuantifica por espectrofotometría. 

 

Reactivos: 

a) Tampón acetato 100 mmol/L, verde de bromocresol 0,27 mmol/L, detergente, pH 4,1. 

(Biosystems S. A.). 

b) Patrón de Proteína. Albúmina bovina (Biosystems S. A). 

 

Muestras: 

Suero o plasma (EDTA, heparina o citrato) recogido mediante procedimientos estándar. La 

albúmina en suero es estable durante 3 días a 2-8ºC. 

 

Procedimiento: 

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

 

 Blanco Patrón Muestra 

Patrón albúmina (S)  10 µL  

Muestra   10 µL 

Reactivo (A) 1.0 mL 1.0 mL 1.0 mL 

 

2. Agitar bien y dejar los tubos durante 1 minuto a temperatura ambiente. 

3. Leer la absorbancia (A) del Patrón y de la Muestra a 630 nm frente al Blanco. El color es 

estable durante al menos 30 minutos (espectrofotómetro; Varian DMS-80, Australia). 

 

CÁLCULOS:  

La concentración de albúmina en la muestra se calcula a partir de la siguiente fórmula 

general: 

 
𝐴 𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴 𝑃𝑎𝑡𝑟𝑜𝑛 
(𝐶 𝑃𝑎𝑡𝑟ó𝑛) = 𝐶 𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 
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9.8. ANEXO 8. Técnica para la cuantificación de la actividad enzimática específica 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 

concentración catalítica se determina a partir de la velocidad de formación 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, ácido 

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 estándar. La fosfatasa alcalina en suero o 

plasma es estable 7 días a 2-8ºC. Puede utilizarse heparina como anticoagulante. 

 

Procedimiento: 

1. Precalentar el Reactivo de Trabajo y el instrumento a la temperatura de reacción. 

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

 

 Cantidad 

Reactivo de trabajo  1.0 mL 

Muestra 20 µL 

 

3. Mezclar e insertar la cubeta en el fotómetro. Poner el cronómetro en marcha. 

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

minutos. 

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

Australia) por minuto promedio (ΔA/min). 

 

CÁLCULOS:  

La concentración de Fosfatasa alcalina en la muestra se calcula a partir de la siguiente 

fórmula general: 

 

(ΔA/min)
𝑉𝑡𝑥106

(𝜀)(𝐼)(𝑉𝑠)
= 𝑈/𝐿 

 

El coeficiente de absorción molar (e) del 4-nitrofenol a 405 nm es 18.450, el paso de luz (I) 

es 1 cm, el volumen total de reacción (Vt) es 1,02, el volumen de muestra (Vs) es 0,02, y 1 

U/L equivale a 0,0166 μkat/L. Se deducen los siguientes factores para calcular la 

concentración catalítica: ΔA/min es 2764 = U/L  
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9.9. ANEXO 9. Técnica para la cuantificación de la actividad enzimática específica de 

Gamma-glutamiltranspeptidasa. 

Fundamento: 

La gamma-glutamiltransferasa (γ -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 

concentración catalítica se determina a partir de la velocidad de formación de la 3-carboxi-

4-nitroanilina. 

 

Reactivos: 

c) Reactivo: Glicilglicina 206,25 mmol/L, hidróxido sódico 130 mmol/L, pH 7,9. 

(Biosystems S. A.). 

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

 

Muestras: 

Suero y plasma recogidos mediante procedimientos estándar. La gamma-glutamiltransferasa 

en suero y plasma es estable 5 días a 2-8ºC. Debe utilizarse la heparina o EDTA como 

anticoagulante. 

 

Procedimiento: 

1. Precalentar el Reactivo de Trabajo y el instrumento a la temperatura de reacción. 

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

 

 Cantidad 

Reactivo de trabajo  1.0 mL 

Muestra 100 µL 

 

3. Mezclar e insertar la cubeta en el fotómetro. Poner el cronómetro en marcha. 

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

minutos. 

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

Australia) por minuto promedio (ΔA/min). 

 

CÁLCULOS:  

La concentración de γ -GT en la muestra se calcula a partir de la siguiente fórmula general: 

 

(ΔA/min)
𝑉𝑡𝑥106

(𝜀)(𝐼)(𝑉𝑠)
= 𝑈/𝐿 

 

El coeficiente de absorción molar (e) de la 3-carboxi-4-nitroanilina es 7.908 a 410 nm y 9.900 

a 405 nm, el paso de luz (l) es 1 cm, el volumen total de reacción (Vt) es 1,1, el volumen de 

muestra (Vs) es 0,1, y 1 U/L equivale a 16,67 µkat/L. Se deducen los siguientes factores para 

calcular la concentración catalítica: ΔA/min es 1391 = U/L  
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9.10. ANEXO 10. Técnica para la cuantificación de la actividad enzimática específica 

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 concentración catalítica se 

determina, empleando la reacción acoplada del lactato deshidrogenasa (LDH), a partir de la 

velocidad de desaparición 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 estándar. La alanina aminotransferasa en suero es 

estable 7 días a 2-8ºC. 

 

Procedimiento: 

1. Precalentar el Reactivo de Trabajo y el instrumento a la temperatura de reacción. 

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

 

 Temperatura de 

reacción 37°C 

Reactivo de trabajo  1.0 mL 

Muestra 50 µL 

 

 

3. Mezclar e insertar la cubeta en el fotómetro. Poner el cronómetro 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 (ΔA/min). 

 

CÁLCULOS:  

La concentración de alanina aminotransferasa en la muestra se calcula a partir de la siguiente 

fórmula general: 

 

(ΔA/min)
𝑉𝑡𝑥106

(𝜀)(𝐼)(𝑉𝑠)
= 𝑈/𝐿 

 

El coeficiente de absorción molar (e) del NADH a 340 nm es 6.300, el paso de luz (l) es 1 

cm, el volumen total de reacción (Vt) es 1,05 a 37ºC y 1,1 a 30ºC, el volumen de muestra 

(Vs) es 0,05 a 37ºC y 0,1 a 30ºC, y 1 U/L equivale a 0,0166 μkat/L. Se deducen los siguientes 

factores para calcular la concentración catalítica: ΔA/min es 3333 = U/L.   
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9.11. ANEXO 11. Técnica para la cuantificación de la actividad enzimática específica 

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 concentración catalítica 

se determina, empleando la reacción acoplada del  malato deshidrogenasa (MDH), a partir 

de la velocidad de desaparición 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, hidróxido sódico 255 mmol/L, pH 7,8 

(Biosystems S. A.). 

h) Reactivo: NADH 1,3 mmol/L, 2-oxoglutarato 75 mmol/L, hidróxido sódico 148 

mmol/L, sodio azida 9,5 g/L (Biosystems S. A). 

 

Muestras: 

Suero recogido mediante procedimientos estándar. La aspartato aminotransferasa en suero es 

estable 7 días a 2-8ºC. 

 

Procedimiento: 

1. Precalentar el Reactivo de Trabajo y el instrumento a la temperatura de reacción. 

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

 

 Temperatura de 

reacción 37°C 

Reactivo de trabajo  1.0 mL 

Muestra 50 µL 

 

3. Mezclar e insertar la cubeta en el fotómetro. Poner el cronómetro 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 (espectrofotómetro; Varian DMS-80, 

Australia) por minuto promedio (ΔA/min). 

 

CÁLCULOS:  

La concentración de aspartato aminotransferasa en la muestra se calcula a partir de la 

siguiente fórmula general: 

 

(ΔA/min)
𝑉𝑡𝑥106

(𝜀)(𝐼)(𝑉𝑠)
= 𝑈/𝐿 

 

El coeficiente de absorción molar (e) del NADH a 340 nm es 6.300, el paso de luz (l) es 1 

cm, el volumen total de reacción (Vt) es 1,05 a 37ºC y 1,1 a 30ºC, el volumen de muestra 
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(Vs) es 0,05 a 37ºC y 0,1 a 30ºC, y 1 U/L equivale a 0,0166 μkat/L. Se deducen los siguientes 

factores para calcular la concentración catalítica: ΔA/min es 3333 = U/L  
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9.12 ANEXO 12. Técnica para la cuantificación de glutatión reducido. 

 

Procedimiento: 

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

EDTA. 

2. Centrifugar durante 30 minutos. 

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

4. Mezclar 

5. Pipetear en otro tubo de ensaye 100 µL + 1.0 ml Buffer EDTA +100 µL de OPT 

6. Mezclar e incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos 

7. Determinar la fluorescencia a 420 nm. 
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9.13. ANEXO 13. Técnica para la cuantificación de transferasas de glutatión. 

 

Procedimiento: 

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

2. Homogenizar. 

3. Añadir 500 µL GSH al 1.0 molar. 

4. Añadir 100 µL CDNB al 1.0 molar. 

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

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

 

Las muestras de suero sanguíneo se analizaron para la detección de anticuerpos contra 

Neospora caninum mediante ELISA (inmunoanálisis enzimático) con un kit comercial 

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

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

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

siguiente: 

 

1. Verter 100 µL de control negativo sin diluir en los pozos A1 y A2. 

2. Verter 100 µL de control positivo sin diluir en los pozos A3 y A4 

3. Verter 100 µL de muestra diluida en cada uno de los pozos correspondientes. 

4. Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

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

6. Lavar cada uno de los pozos 4 veces con 300 µL de solución de lavado tamponada 

con fosfato, aspirar el contenido entre cada lavado evitando que se sequen los 

pozos, después de la aspiración del lavado final golpear las placas suavemente 

para eliminar el liquido residual. 

7. Verter 100 µL de conjugado antibovino:HRPO en cada pozo. 

8. Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

9. Repetir los pasos 5 y 6. 

10. Verter 100 µL de solución de substrato TMB en cada pozo de la placa. 

11. Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

12. Verter 100 µL de solución de interrupción en cada pozo para detener la reacción. 

13. La lectura de las placas se llevará a cabo mediante un espectofotómetro marca 

Cary 100 Bio&ACB UV-visible. 

14. Medir y registrar la absorbancia. 

15. Calcular los resultados en base a una curva de calibración y puntos de corte 

establecidos para la detección de animales positivos. 
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9.15. ANEXO 15. ELISA NcIgG, NcIgG1 e NcIgG2. 

 

Se procedió a la valoración de la respuesta inmune humoral en las novillas a lo largo del 

estudio mediante la determinación de la NcIgG, NcIgG1 y NcIgG2 avidez mediante el uso de 

un ELISA in house indirecto con proteínas solubles de N. caninum como antígeno con la 

finalidad de mostrar el comportamiento de la enfermedad mediante el monitoreo de IgGl y 

IgG2, los cuales son indicativos de la presencia de una infección crónica o reciente.  

 

Procedimiento ELISA in house NcIgG, NcIgG1 e NcIgG2: 

1. Sensibilizar la placa añadiendo 100 µl a cada pocillo de proteína Ncsp7 previamente 

diluida en buffer tamponado (carbonato/bicarbonato 1M) posteriormente dejar reposar 

toda una noche en refrigeración. 

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

3. Bloqueo de la placa se realiza para evitar reacciones cruzadas previo a la sensibilización, 

mediante el uso de suero de equino inactivado (SHI), agregando 300 µl a cada pocillo 

de SHI posteriormente se deja reposar durante 2 horas a temperatura ambiente. 

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

5. Diluir las muestras de suero 1:100 (5 µl de muestra en 495 µl de diluyente PBS Tween-

SHI 5%). 

6. Agregar 100 µl de la muestra diluida a cada pocillo de la placa de trabajo, así como los 

controles positivos y negativos. 

7. Incubar 1 hora a 37°C. 

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

9. Agregar 100 µl de conjugado anti bovino a cada pocillo. 

10. Incubar 1 hora a 37°C. 

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

12. Agregar 100 µl de substrato ABTS a cada pocillo. 

13. Incubar 15 minutos a temperatura ambiente. 

14. Agregar 100 µl de solución de interrupción (acido oxálico 0.3M) a cada pocillo. 

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

entre 0.9 y 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, GRA7. 

 

Se procedió a la valoración de la respuesta inmune humoral en las novillas a lo largo del 

estudio mediante la determinación de NcSAG4 y NcGRA7 mediante el uso de un ELISA in 

house indirecto con proteínas solubles de N. caninum como antígeno con la finalidad de 

mostrar el comportamiento de la enfermedad mediante el monitoreo de NcSAG4 y NcGRA7, 

los cuales son indicativos de la presencia de una infección crónica o reciente.  

 

Procedimiento: 

1. Sensibilizar la placa añadiendo 100 µl a cada pocillo de proteína recombinante a emplear 

ya sea SAG4 o GRA7 previamente diluida en buffer tamponado (carbonato/bicarbonato 

1M) posteriormente dejar reposar toda una noche en refrigeración. 

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

3. Bloqueo de la placa se realiza para evitar reacciones cruzadas previo a la sensibilización, 

mediante el uso de suero de equino inactivado (SHI), agregando 300 µl a cada pocillo 

de SHI posteriormente se deja reposar durante 1 horas a temperatura ambiente. 

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

5. Diluir las muestras de suero 1:50 (1 µl de muestra en 50 µl de diluyente PBS Tween-

SHI 5%) diluir de igual manera los sueros controles positivos y negativos. 

6. Agregar 100 µl de la muestra diluida a cada pocillo de la placa de trabajo, así como los 

controles positivos y negativos. 

7. Incubar 1 hora a 37°C. 

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

9. Agregar 50 µl de conjugado anti bovino SAG4 o GRA7 a cada pozo según corresponda. 

10. Incubar 1 hora a 37°C. 

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

12. Agregar 50 µl de substrato ABTS a cada pozo. 

13. Incubar 15 minutos a temperatura ambiente. 

14. Agregar 50 µl de solución de interrupción (acido oxálico 0.3M) a cada pozo 

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

entre 0.9 y 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 procedió a la valoración de la respuesta inmune humoral en las novillas a lo largo del 

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

con proteínas solubles de N. caninum como antígeno con la finalidad de mostrar el 

comportamiento de la enfermedad mediante el monitoreo de IgGl y IgG2, los cuales son 

indicativos de la presencia de una infección crónica o reciente.  

 

Procedimiento: 

1. Sensibilizar la placa añadiendo 100 µl a cada pocillo de proteína Ncsp7 previamente 

diluida en buffer tamponado (carbonato/bicarbonato 1M) posteriormente dejar reposar 

toda una noche en refrigeración. 

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

3. Bloqueo de la placa se realiza para evitar reacciones cruzadas previo a la sensibilización, 

mediante el uso de suero de equino inactivado (SHI), agregando 300 µl a cada pocillo 

de SHI posteriormente se deja reposar durante 2 horas a temperatura ambiente. 

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

5. Diluir las muestras de suero a una razón de 1:25, 1:100, 1:400, 1:1600, 1:6400, 1:25600 

por pocillo con el diluyente PBS Tween-SHI 5%. 

6. Agregar 100 µl de la muestra diluida a cada pocillo de la placa de trabajo, así como los 

controles positivos y negativos y los controles de alta y baja avidez. 

7. Incubar 1 hora a 37°C. 

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

9. Agregar 100 µl de urea 6M en uno de los pocillos de duplicado de cada suero mientras 

que para el duplicado se le coloca solo PBS Tween. 

10. Incubar 10 minutos a 37°C. 

11. Agregar 100 µl de conjugado anti bovino a cada pocillo. 

12. Incubar 1 hora a 37°C. 

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

14. Agregar 100 µl de substrato ABTS a cada pocillo. 

15. Incubar 15 minutos a temperatura ambiente. 
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16. Agregar 100 µl de solución de interrupción (acido oxálico 0.3M) a cada pocillo. 

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

entre 0.9 y 1. 

18. Medir y registrar la absorbancia. 

19. Calcular el IRPC y realizar curvas patrón para determinar avidez. 

20. Cálculo 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 detección de antígenos específicos. El estudio de la 

respuesta humoral en suero precalostral de los terneros se realizó mediante la detección de 

IgG específicas frente al parásito y como antígeno se utilizó taquizoítos 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). 

 Solución de lavado (PBS 1X). 

 

Preparación de las muestras: 

 

 

Procedimiento: 

1. Colocar 9 µl de la muestra diluida en la laminilla. 

2. Incubar las laminillas durante 30 minutos a 37 °C. 

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

4. Secar las laminillas a temperatura ambiente. 

5. Colocar 9 µl de conjugado anti-bovino. 

6. Incubar las laminillas durante 30 minutos a 37 °C. 

7. Realizar tres lavados de diez minutos cada uno con PBS 1X y realizar el último lavado 

con agua destilada. 

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

9. Montar las laminillas. 

10. Observar en el microscopio de fluorescencia. 



144 

 

11. Registrar los resultados. 
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9.19. ANEXO 19. Pruebas diagnósticas en fetos abortados histopatología. 

 

Las muestras de tejido colectadas y conservadas en formalina neutra bufferada al 10% para 

su preservación, se procesaron mediante histopatología para la observación microscópica de 

lesiones sugestivas con la presencia de Neospora caninum o lesiones sugestivas de 

aflatoxicosis en los tejidos, mediante la observación con la tinción de Hematoxilina eosina 

siguiendo el siguiente procedimiento: 

 

1. Conservar las muestreas de tejido en formalina neutra bufferada al 10%. 

2. Lavar las muestras en agua destilada. 

3. Realizar cortes de tejido con un tamaño aproximado de 1 a 1.5 cm3. 

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

de concentración (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. Inclusión en parafina. 

7. Infiltración rápida en parafina liquida por 15 minutos a 52° C (Histoquinet, Leica TP 

1020). 

8. Elaboración de bloques de parafina mediante el embebido de las muestras (Leica EG 

1150 H) y su posterior enfriado (Leica EG 1150 C). 

9. Realizar costes histológicos en el micrótomo (Leica RM 2125 RT). 

10. Tinción y montaje del tejido. 

11. Visualización al microscopio 100x (Leica DM LS2). 
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9.20. ANEXO 20. Pruebas diagnósticas 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 

metodología:   

 

1. Las muestras destinadas para su amplificación de ADN, fueron  fijadas con formol, 

embebidas en parafina y se elaboraron cortes histológicos del tejido (5 µm). 

2. Las muestras fueron resuspendidas en 100 ml de agua destilada estéril, superpuestas 

con 50 µl de aceite mineral y calentados en un termociclador durante 15 minutos a 

99.9 ° C. 

3. El tubo se dejó enfriar a temperatura ambiente hasta que se obtuvieron las muestras 

para PCR. 

4. Las concentraciones de ADN en cada muestra fueron verificadas mediante 

espectrofotometría, utilizando 5 µl de la muestra que contenía 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 clínicos y negativos a neosporosis (confirmada por HP e IHC), se usaron como 

control negativo. 

6. Los productos de amplificación por PCR fueron analizados por electroforesis en geles 

de agarosa al 2% con un marcador de tamaño estándar (Phix 174 DNA, Gibco, BRL). 

7. Un resultado positivo fue registrado si se detectó un producto de 146 bp por lo menos 

en una de las tres o cinco secciones. 
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