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RESUMEN

La neosporosis bovina es una enfermedad con consecuencias
reproductivas e impacto econémico negativo. El objetivo fue determinar
la prevalencia de neosporosis en bovinos y la calidad espermatica de
sementales positivos a Neospora caninum en Cuajinicuilapa y Ometepec,
municipios de la Costa Chica de Guerrero, México. Se visitaron 38
unidades de produccion en las cuales se muestrearon 300 vacas y 100
sementales en edad reproductiva. Se tomaron 10 mL de sangre de la vena
coccigea. Las muestras fueron centrifugadas a 3500 rpm por 15 min para
obtener el plasma, el cual fue depositado en viales tipo Eppendorf de 1.5
mL y mantenidos a —20 °C hasta su analisis. Los anticuerpos contra N.
caninum se determinaron utilizando el kit ID Screen® Neospora caninum
Competition para ELISA. Las caracteristicas espermaticas evaluadas
fueron motilidad individual, concentracién y morfologia. La prevalencia
de N. caninum en general fue de 15.3 % (58/378), en hembras fue 17.5 %
(50/286) y en el caso de los sementales fue de 8.7 % (8/92). Los machos
positivos a N. caninum pueden presentar problemas de fertilidad debido
a que la concentracion espermatica se vio disminuida. En concusién, la
prevalencia de anticuerpos contra Neospora caninum en ganado bovino
de los municipios de Cuajinicuilapa y Ometepec puede considerarse
baja, y su presencia puede disminuir la concentracion espermatica.

PALABRAS CLAVE:Factores de riesgo, Neospora caninum,

suroeste mexicano, vacas, toros.
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Neosporosis y calidad seminal. / Neosporosis and semen quality.

ABSTRACT

Bovine neosporosis can have negative reproductive consequences and economic
impacts. Developing effective control strategies requires extensive data on its presence and
prevalence in cattle herds. The present study objective was to quantify neosporosis prevalence in
cattle and sperm quality in Neospora caninum-positive bulls in the municipalities of Cuajinicuilapa
and Ometepec, in the Costa Chica region of the Guerrero state, Mexico. Blood samples
(10 mL) were collected from 300 cows and 100 bulls of reproductive age from 38 production
units. Samples were taken from the coccygeal vein and centrifuged at 3500 rpm for 15 min to
separate the plasma, which was placed in 1.5 mL Eppendorf vials and stored at -20 °C until
analysis. Antibodies against N. caninum were identified with the ID Screen® Neospora caninum
Competition kit for ELISA. Sperm individual motility, concentration, and morphology were
evaluated. Overall N. caninum prevalence was 15.3 % (58/378), 17.5 % (50/286) in cows, and
8.7 % (8/92) in bulls. Bulls positive for N. caninum exhibited sperm concentrations slightly lower
than levels deemed fertile. The observed N. caninum prevalence in the sampled animals is low,
although its presence in bulls may cause lower sperm concentrations.

KEY WORDS: Bulls, cows, Neospora caninum, risk factors, southwest Mexico.

Introduccién

La neosporosis en bovinos es reconocida como una enfermedad de importancia mundial
con efectos negativos sobre lareproduccién (van Velsen, 2021), causando pérdidas en la ganaderia
bovina estimadas en 1,298 mil millones de délares ano™ ' (Reichel et al., 2013). En México, la
presencia de esta enfermedad se ha registrado en Chihuahua, Durango, Coahuila, Aguascalientes,
Hidalgo, Querétaro, Jalisco (Garcia-Vazquez et al., 2009), Nuevo Leén, Tamaulipas, Chiapas,
Veracruz, Yucatan (Salinas et al., 2005; Romero-Salas et al., 2010) y recientemente en el estado
de Guerrero (Ascencio-Diaz et al., 2020). En este ultimo estado, el 45 % de la poblacion vive de la
produccion bovina (Periédico Oficial del Estado de Guerrero, 2023), siendo una de las actividades
agropecuarias de mayor importancia.

La neosporosis bovina es una enfermedad producida por el protozoo Neospora caninum
(Marugan-Hernandez, 2017). Diversas especies de mamiferos (cabras, ovejas, venados, caballos,
bovinos) pueden ser hospederos intermediarios, mientras que los canidos (zorro, coyote, perro),
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se comportan como hospederos definitivos (Gondim et al., 2004). La transmision del parasito a
los hospederos intermediarios puede ocurrir de manera horizontal, por la ingesta de ooquistes, o
verticalmente por via transplacentaria. La transmision vertical a su vez puede subclasificarse como
enddgena o exogena. La via enddgena es ocasionada por la reactivacion de quistes tisulares en
un animal infectado y se asocia a un patrén de fallas reproductivas. La transmision exdgena tiene
lugar después de una infeccién horizontal primaria causada por la ingesta de ooquistes por un
animal prefado y se asocia a un patron epidémico de abortos (Marugan-Hernandez, 2017).

En bovinos, el signo clinico mas importante de la neosporosis es el aborto e infertilidad
en la hembra (Reichel et al., 2020), aunque pueden presentarse casos de muerte embrionaria
o neonatal (Marugan-Hernandez, 2017). Los abortos son ocasionados por el dafio tisular que
ocasiona el parasito en la placenta, como consecuencia de procesos inflamatorios y fallas en
la irrigacion (Cantén et al., 2014). En sementales se ha reportado la presencia del parasito en
el semen (Jafari et al., 2012) y en los epididimos (Gharekhani et al., 2023). Lo que implica la
presencia del parasito en el testiculo, pudiendo causar procesos inflamatorios que afecten la
calidad seminal.

En el trépico mexicano, uno de los principales problemas que afecta la eficiencia
reproductiva de la hembra es que no producen un becerro vaca' afo™, y a pesar de que puede
tener un origen multifactorial, el desconocimiento de alguno de ellos evita que puedan crearse
estrategias para mejorarla. En Guerrero, la presencia de N. caninum ha sido reportada en los
municipios de Ometepec y Cuajinicuilapa (Ascencio-Diaz et al., 2020), y como posible origen de
los abortos es necesario no sélo conocer si este parasito esta presente en el hato, sino también
que porcentaje del hato esta afectado. Por lo que el objetivo del presente estudio fue determinar
la prevalencia de neosporosis en bovinos y la calidad espermatica de sementales positivos a N.
caninum en dos municipios de la Costa Chica de Guerrero.

Material y Métodos

Area de estudio

El estudio se realizé en tres localidades del municipio de Cuajinicuilapa y cinco localidades
del municipio de Ometepec (Figura 1), donde se muestrearon 38 unidades de produccion al azar,

siguiendo las mismas areas muestreadas en el estudio de Ascencio-Diaz et al. (2020). El estudio
se llevé a cabo de febrero de 2019 a diciembre de 2021.
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Figura 1. Area de muestreo en los municipios de Cuajinicuilapa y Ometepec,
Guerrero.

Fuente: Elaboracion propia a partir de datos de INEGI (2019)

Animales

Los animales muestreados se encontraban en edad reproductiva. Se evaluaron 100
sementales con edad promedio de 6 * 2 anos, 77 Bos indicus, 13 Bos taurus y 10 cruzas Bos
indicus x Bos taurus. Se tomaron muestras de 300 hembras con edad promedio 5 + 3 afos,
siendo cruzas de Bos indicus x Bos taurus. Los animales se encontraban en sistemas extensivos
0 semi-intensivos con suplementacién mineral y agua ad libitum.

Registros productivos y factores de riesgo

Se cuestion6 a los productores sobre los siguientes parametros reproductivos: 1) edad al
primer parto, 2) intervalo entre partos, 3) presencia de abortos, 4) becerros nacidos muertos o
débiles. También se cuestion6 acerca de la presencia de perros y el programa de desparasitacion
para los canidos presentes en la unidad de produccion; asi como por el avistamiento de animales
de fauna silvestre como zorros. Las respuestas fueron registradas en hojas individuales para
cada unidad de produccion.

Toma y procesamiento de muestra

Se tomaron 10 mL de sangre de la vena coccigea previa desinfeccion de la zona
ubicada en la linea media ventral de la cola. La sangre fue recolectada en tubos Vacutainer® con
anticoagulante EDTA. Las muestras fueron centrifugadas a 3500 rpm por 15 min para obtener el
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plasma, el cual fue depositado en viales tipo Eppendorf de 1.5 mL que se mantuvieron a — 20 °C
hasta su analisis.

Determinacién de anticuerpo contra Neospora caninum

La identificacion de anticuerpo contra N. caninum fue realizado mediante la prueba
de ELISA indirecta, usando el kit comercial ID Screen Neospora caninum Indirect Kit (ID, Vet.
Grabels, France), la cual tiene un 100 % de especificidad y 100 % de sensibilidad. La lectura de
los resultados se hizo con el software proporcionado por Grabels, France.

Evaluacion testicular y seminal

Se evaluaron machos bovinos presentes en las unidades de produccién especializadas
en la cria y venta de sementales. Los principales criterios de inclusion fueron que tuvieran una
edad = 16 meses, que no presentaran ningun defecto o patologia en los érganos reproductivos y
que gozaran de buena salud en general, sin presencia de fiebres o infecciones en los tres meses
anteriores a la evaluacion.

Se midié la circunferencia escrotal, empleando una cinta testimetro, los testiculos fueron
descendidos completamente en la bolsa escrotal y se colocé la cinta en el ecuador testicular
(Koziol & Amstrong, 2018).

Para verificar que el parénquima testicular presentara un patron ecogénico normal, se
llevé a cabo la evaluacién ecografica de los testiculos recorriéndolos en sentido dorsoventral
y medio lateral como lo indica la metodologia sefialada por Momont & Checura (2015) con un
ecoégrafo Chison Eco 5 (China), con transductor lineal de 7.5 MHz.

El semen fue colectado utilizando un electroeyaculador Standar Precision USA. Segun
la técnica y parametros sefialados por Koziol & Armstrong (2018), se determiné la motilidad
individual colocando una gota de semen sobre un portaobjetos a temperatura de 37 °C, y sobre
ella se colocd un cubreobjetos; se observo al microscopio en aumento de 40X y se estimo el
porcentaje de espermatozoides con movimiento rectilineo uniforme. También, se evalué la
morfologia espermatica haciendo un frotis con la tincién eosina-negrosina, el cual fue observado
con el objetivo de 100X; se contaron 100 espermatozoides y se determind el porcentaje de
espermatozoides con anormalidades primarias y secundarias. La concentracion espermatica fue
determinada mediante conteo en la camara de Neubauer Bright line siguiendo la metodologia
descrita por WHO (2010). Todas las caracteristicas microscopicas fueron evaluadas en un
microscopio LW scientific (USA) modelo i4 infinity.

Disefio experimental y analisis estadistico
Para determinar la dispersién de los datos obtenidos, se utilizé la estadistica descriptiva.

Se calcul6 la prevalencia puntual (p) con su intervalo de confianza al 95% (IC95%) utilizando las
férmulas:
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Numero total de casos existentes en el momento t

p= +100

Total de la poblacién evaluada en el momento t

p(1—p)

ICo50, = P £ 1.96
o5% — P N

Resultados y Discusion
Registros reproductivos y factores de riesgo

Acerca de los registros reproductivos, la totalidad de los productores no llevaban ningun
tipo de registro escrito. Sin embargo, mencionaron la presencia de abortos esporadicos e
intervalos entre partos mayores a un ano. Otra caracteristica sefalada por los productores es
que las hembras generalmente tienen su primer parto a la edad de 4 afos.

En todas las unidades de produccion se confirmd la presencia de perros, siendo el
98 % pertenecientes a las mismas y el 2 % propiedad de los trabajadores, estos ultimos perros
viajan junto a sus duenos. El 45 % de los perros presentes en las unidades de produccion sélo
eran tratados contra garrapatas y pulgas, pero no contra otros parasitos. Solo el 20 % de los
propietarios mencionaron haber visto zorros en los potreros, pero nunca cerca de la casa o los
corrales. Pereyra et al. (2021), encontraron la presencia de perros como un factor que aumentaba
el riesgo de la presencia de N. caninum en el hato. Estos mismos autores reportan que los
animales en pastoreo fueron mas propensos a infectarse, ambos factores estan presentes en el
area investigada, por lo que los animales evaluados podrian estar expuestos al parasito.

En cuanto a las consecuencias reproductivas ocasionadas por la presencia de N.
caninum, a pesar de la falta de registro, puede sugerirse que la presencia de este parasito estaria
contribuyendo en la ocurrencia de abortos y largo intervalos entre partos. En vacas en el tropico
se ha atribuido a factores nutricionales principalmente, y aunque este no puede descartarse, es
posible que en el area de estudio la presencia de N. caninum estaria contribuyendo al retraso del
inicio de la vida reproductiva de la hembra, tal como lo sefiala Pulido et al. (2017).

Determinacién de anticuerpo contra Neospora caninum

En el presente estudio se determiné una prevalencia general de anticuerpos contra N.
caninum de 15.3 % (IC,,,: 14.0 — 16.7 %). Las hembras tuvieron una mayor prevalencia que los
sementales (Tabla 1). Del total de hembras muestreadas inicialmente, solo fue posible evaluar
el 95.3 %, y 50 resultaron positivas, dando una prevalencia de 17.5 % (IC,,,: 15.8 — 19.2 %).
En el caso de los sementales se evalud el 92 % de las muestras obtenidas, donde 8 resultaron
positivos, estimando una prevalencia de 8.7 % (IC,..: 7.10 — 10.3 %). EI CV interensayo fue del

95%"
8 % y el intraensayo de 7 %.
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Tabla 1. Prevalencia de anticuerpos contra Neospora caninum en
bovinos de acuerdo con el sexo en dos municipios de la Costa Chica
de Guerrero

Numero de animales

Sexo Muestreados Evaluados positivos Prevalencia IC%%

Hembras 300 286 50 0.175 0.158 — 0.192
Machos 100 92 8 0.087 0.071-0.103
Total 400 378 58 0.153 0.140 - 0.167

I095%: intervalo de confianza al 95 %

Los resultados de prevalencia contra N. caninum obtenidos en la presente investigacion
pueden considerarse similares a los valores de prevalencia reportados en estudios bajo
condiciones tropicales, donde se ha estimado 11.6 % en ganado de carne (Garcia-Vazquez et
al., 2009), y entre 20.8 y 26 % para ganado doble propdsito (Romero-Salas et al., 2010; Montiel-
Pefna et al., 2011; Zarate-Martinez et al., 2021), similitud entre resultados que podria explicarse
por la alimentacién, a base de pastoreo, manejo y condiciones climaticas predominantes en los
sistemas de produccién bovina que se desarrollan en areas tropicales, incluso la presencia de
perros en la mayoria de las unidades de produccion. Por el contrario, los valores de prevalencia
obtenidos en estudios desarrollados en climas secos, templados o frio en sistemas productores
de leche, carne, incluso en sistemas doble propdsito son superiores al valor obtenido en el
presente. En ganado lechero (Salinas et al., 2005; Medina et al., 2006; Ojeda-Carrasco et al.,
2016) la prevalencia contra N. caninum se ha reportado entre 36 y 80 %, para ganado de carne
(Garcia-Vazquez et al., 2005; Salinas et al., 2005; Mondragon-Zavala et al., 2011) y en sistemas
doble propdsito (Zarate-Martinez et al., 2021) el valor de prevalencia se ha reportado en 36 %.
Ademas de las diferencias propias de los sistemas productivos evaluados, se debe considerar
el procedimiento empleado en cada estudio para determinar la presencia de anticuerpos contra
N. caninum como posibles factores generadores de diversidad en los resultados obtenidos en el
presente con los reportados por otros autores.

Estimaciones de prevalencia contra N. caninum para machos, en particular, son escasos.
En México, la prevalencia de N. caninum en machos ha sido reportada entre 5.6 (Garcia-Vazquez
et al., 2009) y 30 % (Mondragén-Zavala et al., 2011), en ambos casos en ganado productor de
carne. En Bélgica, la prevalencia de N. caninum en sementales ha sido reportada en 9.2 % en
toros Belgian Blue (Kemel et al., 2022), por lo que los resultados obtenidos en el presente estudio
pueden considerarse dentro del rango publicado para ganado de carne.
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Evaluacion testicular y seminal

La circunferencia escrotal promedio fue de 34.5 cm para animales positivos y 36
cm para animales negativos. Las imagenes ecograficas mostraron un parénquima sano sin
degeneraciones, tumores u otras afecciones (Figura 2).

Figura 2. Imagen ecografica del parenquima testicular de un toro positivo a
Neospora caninum

Fuente: Resultados propios

En animales positivos y negativos a N. caninum, las caracteristicas de motilidad y morfologia
seminal (Tabla 2) se encontraron dentro de los parametros indicados como aceptables (Koziol
& Armstrong, 2018), aunque ligeramente menores en animales con neosporosis. Este hallazgo
difiere de lo reportado en estudios realizados por Bahrami et al. (2018, 2019), donde la motilidad y
la morfologia fueron significativamente menores en animales con neosporosis en su fase aguda,
reportando ademas inflamacién y dafo tisular en el parénquima testicular, lo que explicaria sus
hallazgos. La presente investigacion detecto presencia de anticuerpos contra N. caninum pero no
en qué fase de la infecciéon se encontraba el animal, dada la ecogenicidad normal del parénquima
testicular y la falta de elementos que indicaran inflamacion, es posible que se encontraran en una
fase cronica donde la motilidad y morfologia no fueron gravemente afectadas.
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Tabla 2. Caracteristicas seminales de sementales y prospectos
de sementales positivos y negativos a Neospora caninum en dos
municipios de la Costa Chica de Guerrero.

Iltem Negativos Positivos
Motilidad individual (%) 61 53
Concentracion (Millones espermatozoides mL'1) 308 207
Morfologia (% espermatozoides normales) 87 84

Fuente: Elaboracién propia

En el caso de la concentracion espermatica los animales negativos tuvieron un valor
superior al encontrado en animales positivos, cuya concentracién esta por debajo de lo indicado
como minimo 250 x 108 espermaozoides mL-" (Tabla 2) para considerar fértil a un toro (Koziol
& Armstrong, 2018). Los resultados obtenidos en la presente investigacién coinciden con los
reportados por Bahrami et al. (2018, 2019) y van Velsen (2021), quienes concluyen que la
presencia de N. caninum disminuye la concentracion espermatica por un efecto negativo sobre
los niveles de testosterona, asi como de la hormona reproductiva FSH, responsable del inicio de
la espermatogénesis. Estos mismos autores sefialan que mas estudios son necesarios debido a
que toros infectados no mostraron problemas de fertilidad. En la presente investigacion el pequefio
numero de machos positivos no permitié hacer un analisis de correlacion con la calidad seminal.

En cuanto a la calidad seminal, en el presente estudio sélo puede indicarse que la
concentracion espermatica estuvo por debajo de lo aceptado en un toro fértil. La concentracion
espermatica indica de manera directa la funcionalidad de los tubulos seminiferos para el desarrollo
espermatico, la cual puede ser afectada por razones como una deficiencia hormonal (Momont &
Checura, 2015), N. caninum es capaz de causar una disminucion de testosterona y hormonas
tiroideas (Bahrami et al., 2018), lo que explicaria la menor concentracion espermatica en el
presente estudio.

El estudio de los efectos de N. caninum sobre sementales es escaso a nivel mundial (Polo
et al., 2023), por lo que mas estudios en esta area son necesarios. A pesar de los resultados
obtenidos en la presente investigacion y los disponibles en la literatura, el papel del toro se ha
pasado por alto y se debe considerar que los machos (potencialmente asintomaticos) juegan un
papel fundamental en la transmision de patégenos infecciosos que pueden afectar las tasas de
fertilidad de los hatos, por lo que, las futuras investigaciones que aborden la relacion entre N.
caninum y problemas de fertilidad en bovinos deben de considerar la prevalencia y los factores
de riesgo asociados a la presencia de este parasito en ambos sexos. Este es el primer trabajo, en
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el estado de Guerrero, donde se indica la prevalencia de neosporosis en bovinos y se asocia con
la calidad seminal de toros positivos a N. caninum.

Conclusiones

La prevalencia de anticuerpos contra Neospora caninum encontrada en ganado bovino
de los municipios de Cuajinicuilapa y Ometepec, en la region Costa Chica del estado de Guerrero
puede considerarse baja, siendo mayor en hembras que en machos. Los machos positivos a N.
caninum pueden presentar problemas de fertilidad debido a que la concentracidon espermatica
se vio disminuida, sin embargo, un mayor numero de estudios son requeridos para confirmar la
relacion observada en el presente estudio.
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