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Resumen

Garza Barraza, Eric. Maestria en Ciencia Animal, Posgrado Conjunto Agronomia-
Veterinaria, UANL. Deteccién Serologica de Patdégenos Multi-especie en
Venado Cola Blanca (Odocoileus virginianus) en 3 microrregiones del
Noreste de México. Dr. Ramiro Avalos Ramirez, Dr. Gustavo Moreno Degollado,
Dr. Juan José Zarate Ramos, Dr. José Antonio Salinas Meléndez, Dr. Victor
Riojas Valdés.

Los objetivos del presente estudio fueron el determinar la presencia de
anticuerpos contra Brucella abortus, Leptospira spp., Virus de Diarrea Viral Bovina
(VDVB) y Neospora caninum en venados cola blanca de ranchos dedicados a la
explotacion intensiva o semi-intensiva ubicados en tres distintas microrregiones
del Noreste de México y determinar el grado de asociacién con la microrregion de
procedencia. Se analizaron 204 muestras de suero sanguineo procedentes de 3
microrregiones ubicadas en el Noreste de México (Villaldama, N.L; Linares, N.L;
Villaldama, Tamps.). La deteccion de anticuerpos contra N. caninum fue llevada a
cabo con un estuche comercial basado en ELISA de competencia, la presencia de
anticuerpos anti-VDVB fue determinada mediante de seroneutralizacion usando al
Virus de la Diarrea Viral tipo 1 (cepa NADL) como antigeno, la prueba de
microaglutinaciébn en campo oscuro para fue empleada para detectar anticuerpos
contra Leptospira spp. (9 serovariedades) y la deteccion de anticuerpos contra B.
abortus fue realizada usando prueba de aglutinacion en placa usando antigeno
tefiido con rosa de bengala. Se determiné el grado de asociacion entre los indices
de seropositividad y de seroprevalencia con la microrregion de procedencia del
venado usando la prueba de Chi-cuadrada. La prevalencia de anticuerpos contra
N. caninum observada fue de 27% (47/175) y por microrregion fue de 18% (12/64)
en Villaldama, Nuevo Leo6n; 31% (18/59) en Linares, Nuevo Le6n; y de un
33%(17/51) en Villagran, Tamps. Para leptospirosis se observo una prevalencia de
65% (33/51), por microrregiéon fue de 35%(6/17) en Villaldama, Nuevo Ledn; 88%
(15/17) en Linares, Nuevo Leobn; y de 71% (12/17) en Villagran, Tamps.; siendo las
serovariedades predominantes L. bratislava y L. pomona. Se observé una relacion
entre la seroprevalencia de leptospirosis con la microrregién de procedencia de la
muestra, encontrando una asociacibn con caracteristicas ambientales y
geograficas propias de cada microrregion como la precipitacion media anual y la
altura (OR 7.07, P= 0.0019) y la temperatura (OR 6.67, P= 0.0129). No se
encontro evidencia serologica de la presencia de Brucella abortus y VDVB dentro
de las poblaciones analizadas. Se concluye que existe la presencia de anticuerpos
contra N. caninum y Leptospira spp. en las poblaciones de venado cola blanca
estudiadas, lo cual, sugiere fuertemente la co-circulacion de estos patdégenos en
estas poblaciones de distintas microrregiones del noreste de México. No obstante,
es necesario realizar estudios posteriores para determinar el papel que juegan en
la salud estos y otros patégenos de rumiantes en la regiéon de estudio.
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1. Introduccién

En el noreste de México las poblaciones de venado cola blanca y los
animales domésticos, particularmente bovinos y caprinos, comparten e interactiian
en un mismo habitat 6 nicho ecoldgico. Estas asociaciones permiten el desarrollo
de interacciones mdltiples y el compartimento de infecciones y parasitosis en un
namero y variabilidad considerables. Se estima que mas del 70% de los
patbgenos del ganado doméstico son agentes infecciosos con habilidad para
infectar a varias especies de animales silvestres y de estas una considerable
proporcién son de riesgo para la salud publica.

Como consecuencia de la expansion de las unidades de produccion
ganadera, la introduccion de especies silvestres y domesticas a nuevas areas y el
calentamiento global, entre otros, se ha favorecido la dispersiébn de agentes
infecciosos hacia distintas areas geograficas y nuevos hospederos. En afos
recientes ha ocurrido un aumento en la poblacién de venados cola blanca
(Odocoileus virginianus var. texanus) en el noreste del México. Esta especie
puede albergar patégenos multi-especie que afectan no solo a esta poblacién sino
también que pueden estar involucrados en trastornos productivos en el ganado
doméstico. Los patégenos que afectan la reproduccion de rumiantes son de
especial interés puesto que su actividad redunda en diversas alteraciones que van
desde infertilidad hasta aborto y muerte. La deteccion, monitoreo y eventual
asociacion de estas enfermedades con factores particulares del medio ambiente
son importantes para establecer programas de manejo adecuados y con ello lograr

un aprovechamiento sustentable y racional de los recursos naturales.



El presente estudio pretende determinar la presencia de anticuerpos contra
cuatro agentes infecciosos multi-especie, involucrados con falla reproductiva tanto
en el venado y otros rumiantes domeésticos, en poblaciones de Venado cola blanca
(Odocoileus virginianus texanus) en tres microrregiones distintas del noreste del
pais. Los patdgenos considerados en el presente estudio son: Neospora caninum,

Leptospira spp., Brucella abortus y Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB).



1.1. Justificacion

Debido al aumento en la poblacién de venado cola blanca (Odocoileus
virginianus texanus) en el noreste del pais, es necesario monitorear y estudiar las
enfermedades que podrian afectar a las poblaciones de venado, por un lado
porque este convive y comparte el habitat con diversas especies animales
incluidos ganado domeéstico y animales silvestre de la zona y por otro a que el
incremento en la poblacién de venados ha intensificado esta convivencia, lo que lo
convierte ya sea en un posible reservorio y transmisor de agentes infecciosos y
parasitarios 6 una especie que puede verse afectada por enfermedades presentes

en otras especies, principalmente rumiantes domésticos.

1.2. Hipétesis

Dadas las condiciones agroecolbgicas del noreste de México y de la
epidemiologia de los patdégenos considerados en el presente estudio, es factible
que el venado cola blanca de esta zona posea anticuerpos contra Neospora
caninum, Leptospira spp, Brucella abortus y el Virus de la Diarrea Viral Bovina
(VDVB). Asi mismo, los indices de seroprevalencia por patégeno pueden estar

asociados segun las microrregion de estudio.



1.3. Objetivo General

Determinar la seroprevalencia de patdgenos selectos, que afectan a
rumiantes y no rumiantes, en Venado cola blanca (Odocoileus virginianus)

ubicados en tres microrregiones en el Noreste de México.

1.4. Objetivos Especificos

» Estimar la seroprevalencia de Neospora caninum mediante ELISA.

» Determinar la presencia de anticuerpos contra Brucella abortus mediante
aglutinacion en placa y fijacion de complemento.

» Determinar la presencia y concentracion de anticuerpos contra Leptospira
spp. mediante la técnica de microaglutinacion en placa.

» Determinar la presencia y concentracién de anticuerpos contra el VDVB
(BVDV-1) mediante seroneutralizacion.

» Estimar la asociacion entre la seroprevalencia de los distintos patégenos
multi-especie en venado cola blanca con las caracteristicas de las

microrregiones de procedencia.



2. Literatura Revisada
2.1. Venado cola blanca (Odocoileus virginianus)
2.1.1. Descripcion General

El venado cola blanca es un mamifero perteneciente al orden Artiodactyla,
familia Cervidae. Es de talla mediana y se caracteriza por su cuello largo y
relativamente grueso, patas largas, hocico alargado y orejas grandes, presenta
glandulas metatarsales y a diferencia del género Cervus, no presentan caninos
superiores. Presenta dos tipos de coloracién en las partes superiores segun la
estacion del afio, un pelaje de color rojizo en verano el cual cambia por uno mas
grueso en invierno de una tonalidad que va de gris a marrén. El pelaje es de color
blanco en las partes ventrales, la porcion inferior de la cola, garganta y una banda
alrededor de los ojos y el morro. Al nacer, los cervatos presentan un color de rojo
a amarillento con manchas blancas (moteados) empezando a cambiar de
coloracién a partir de los 3 a 4 meses de edad (Villarreal, 1999). Presentan
dimorfismo sexual, siendo las hembras mas pequefias que los machos. Los
machos pueden pesar entre 60 y 160 kg y las hembras entre 40 y 105 kg; puede
alcanzar una altura entre 80 a 114 cm y una longitud de 160 a 245 cm, incluida la
cola (Alvarez y Medellin, 2005). Las astas son caracteristicas de los machos, las
cuales se encuentran en la parte superior de la cabeza a la altura de las orejas,
consiste en una rama principal que se inclina hacia el frente la cual presenta
alrededor de 5 ramificaciones que crecen verticalmente. Existe gran variacion,

sobre todo de talla, entre las subespecies de venado cola blanca. En



Norteameérica, pierden las astas entre los meses de enero y marzo, volviéndoles a
crecer entre los meses de abril y mayo, perdiendo la cubierta de piel aterciopelada
entre los meses de agosto y septiembre. Las astas alcanzan su maximo desarrollo
entre los 4 y 5 afios de edad. El venado cola blanca puede ocupar distintos tipos
de vegetacion como: bosques templados y tropicales, pastizales templados,
chaparrales, desiertos, bosque tropical caducifolio y matorrales. Generalmente no
forman grandes agrupaciones, la unidad social basica es una hembra adulta, su
hija y las crias mas recientes. A pesar de presentar una madurez sexual a partir
del primer afio de edad, generalmente ninguno de los dos sexos se apareara
antes de los dos afos de edad. Las hembras son poliéstricas estacionales con un
ciclo estral de aproximadamente 28 dias y un estro con una duracion aproximada
de 24 horas. La gestacion puede durar entre 195 a 212 dias; dando a luz a una
cria en su primer parto y dos en los partos subsecuentes. El venado cola blanca
no llega a vivir mas de 10 afios de edad en vida libre, pero en cautiverio se ha
estimado que pueden vivir alrededor de los 20 afios (Nowak, 1999; Villarreal,

1999; Alvarez y Medellin, 2005).
2.1.2. Distribucion

El venado cola blanca (Odocoileus virginianus) es el ungulado con mayor
distribucion en el continente Americano. Existen 38 subespecies reconocidas de
venado cola blanca que se encuentran distribuidas desde el sur de Canada hasta
algunos paises de Sudamérica como Brasil y Peru (Ver Figura 1). En México, se
han identificado 14 subespecies de venado cola blanca distribuidas en todo el
territorio del pais excepto la peninsula de Baja California, ocupando 1°814,805 km?
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de los 1°958,201 km? de territorio nacional, eso quiere decir que esta especie tiene
un area de distribucion del 92.7% del territorio nacional. En el noreste del pais se
reportan las subespecies Odocoileus virginianus texanus, O. v. miquihuanensis y

O. v. carminis (Ver Figura 2) (Villarreal 1999; Mandujano et al, 2010).

{"‘l" QA E’&*

Figura 1. Distribucion original o historica del venado cola blanca (tomada de

Alvarez y Medellin, 2005).
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Figura 2. Distribucion de subespecies de venado cola blanca en México (Villarreal, 1999).




2.2. Unidades para la Conservacion, Manejo y Aprovechamiento Sustentable

de la Vida Silvestre (UMA) en México.

Las Unidades para la conservacion, Manejo y Aprovechamiento Sustentable
de la Vida Silvestre (UMA) son los criaderos extensivos e intensivos de fauna
silvestre, viveros e invernaderos que permitan la propagacion de especies y la
elaboracion de productos y subproductos que puedan ser incorporados al mercado
legal de vida silvestre. Con estas UMA’s, se busca el promover esquemas
alternativos de produccién en los que se tomen en cuenta el cuidado del ambiente
mediante el uso racional de los recursos naturales, con esto lograr frenar o revertir

los procesos de deterioro ambiental (SEMARNAT/CONAFOR, 2009)

En México, el aprovechamiento cinegético se debe ejercer en UMA's
registradas ante la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT). Para Junio del 2013 se tenia registro de 11,892 UMA"s abarcando
alrededor de 38 millones de hectareas, de las cuales aproximadamente el 70%
corresponden a un tipo de manejo de vida libre donde se pretende el manejo, la
conservacion y el aprovechamiento de alrededor de 300 especies de fauna
marina, terrestres y aves, asi como de flora y hongos. Respecto al manejo y
aprovechamiento del venado cola blanca, se tienen registradas 2,190 UMA’s lo
cual representa una superficie de alrededor de 6°820,000 de hectareas. Los
estados con mayor numero de UMA’s son Nuevo Ledén, Coahuila, Sonora,
Tamaulipas y Jalisco, siendo Nuevo Leon el que tiene un mayor registro de ellas
con 982 UMA’s y que abarcan una extension territorial de 1°322,869 hectareas

(Reyna,2012).
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Figura 3. Localizacion de las UMA’s extensivas e intensivas registradas hasta Julio 2013 (Documehto disponible en Internet

http://www.semarnat.gob.mx/temas/gestionambiental/vidasilvestre/Documents/sistemavs/Mapa_UMA_150913.pdf).
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2.3. Neospora caninum

Fue reconocida por primera vez en Noruega en 1984 en cachorros que
presentaban signos nerviosos (Bjerkas et al., 1984) y descrita como un nuevo géenero y
especie en 1988 (Dubey et al., 1988). El primer reporte de abortos asociados a N.
caninum se realiz6 en Nuevo México a finales de la misma década (Thilsted et al.,

1989).

Neosporosis afecta a perros y ganado bovino y también es causa de enfermedad
en ovejas, cabras, caballos y venados. La infeccion con N. caninum es una de las
principales causas de aborto en vacas alrededor del mundo (Georgieva et al., 2006). La
disminuciéon de la productividad, causada por la patologia reproductiva de la

enfermedad, es causa de pérdidas econdmicas estimadas en millones de délares.

2.3.1. Caracteristicas biolégicas y taxonémicas.

Es un protozoario perteneciente al phylum Apicoplexa, familia Sarcocystidae, a la
gue también pertenecen Toxoplasma gondii, Sarcocystis auchenicanis, Hammondia
heydorni y Hammondia hammondi. Su ciclo de vida involucra a dos hospedadores. Los
perros domésticos y canidos silvestres (Gondim et al., 2004b; King et al., 2010; Dubey
et al.,2011) han sido descritos como hospedadores definitivos (HD), y herbivoros
domeésticos y salvajes, asi como también los mismos HD juegan el rol de hospedadores
intermediarios (HI). Dentro del ciclo de vida se reconocen tres etapas infectantes:
taquizoitos, quistes tisulares que contienen a los bradizoitos y los ooquistes. Los quistes

tisulares poseen una forma ovalada o redondeada, pueden medir alrededor de 100um
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y su pared tiene un grosor de 4um, se han encontrado en cerebro, medula espinal y en
la retina de HI; dentro de estos quistes se encuentran los bradizoitos los cuales miden
entre 7-8 um de largo y 2 um de ancho. Los taquizoitos miden alrededor de 6 um de
largo y 2 um de ancho. En hospedadores intermediarios infectados se pueden encontrar
células nerviosas, fibroblastos, células endoteliales vasculares, miocitos y hepatocitos.
Los ooquistes tienen una forma esférica y poseen un diametro aproximado de 11 pm
estos se encuentran en las heces de los HD. Los ooquistes esporularan en el ambiente

y se volveran infectantes para el HI (Georgieva et al., 2006).

2.3.1.1. Ciclo de vida

El ciclo de vida de este parasito es indirecto, ya que ocurre entre los HD y los HI.
El HD se infecta al ingerir membranas fetales, placenta y 6rganos de fetos abortados
gue contienen taquizoitos o quistes tisulares (McAllister et al., 1998; Lindsay et al.,
2001). La reproduccién sexual comienza en el tracto intestinal del canino, para
posteriormente excretar junto con las heces los ooquistes no esporulados, esto ocurre
en un periodo entre 5 a 17 dias después de la infeccion; los ooquistes esporulan
después de 3 dias de estar en el ambiente. Cada Ooquiste esporulado contiene 2
esporoquistes con 4 esporozoitos en cada uno. Los ooquistes esporulados contaminan
el agua y el alimento que ingiere el HI y una vez en el intestino los esporozoitos son
liberados penetrando en las células de la mucosa intestinal transformandose en
taquizoitos, los cuales se replican rapidamente por endodiogenia en las células
huésped y después de su destruccién son liberados, invaden via linfatica y sanguinea

diferentes érganos, encontrandose en tejido nervioso, macréfagos, fibroblastos, células
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endoteliales, células musculares y placeta. Los taquizoitos que se transmiten via
trasplacentaria producen abortos, mortinatos, asi como el nacimiento de crias afectadas
0 sin signos aparentes de la infeccion pero portadores. Los taquizoitos que se
encuentran en el tejido diana pueden transformarse a bradizoitos cuando una poderosa
respuesta inmune contra el protozoario esta presente en el area, formandose a su
alrededor los quistes tisulares dentro de los cuales permanecen en un estado latente.
En estados de inmunosupresion del HI los bradizoitos pueden reactivarse (Dubey et al.,
1999; Georgieva et al., 2006). Cuando el HD consuma los tejidos que contienen los

quistes tisulares o los taquizoitos, se habra completado el ciclo.
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Figura 4. Ciclo de vida de Neospora caninum y la interaccion entre los ciclos silvestre y doméstico. (Adaptacion de
McAllister; documento disponible en internet)
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2.3.2. Epidemiologia

2.3.2.1. Transmision

N. caninum puede ser transmitido horizontalmente mediante la ingestion de
tejidos infectados con taquizoitos o quistes tisulares, o la ingestion de alimento o agua
contaminada por ooquistes esporulados; o puede ser transmitido verticalmente de una
madre a su feto durante la gestacién. Recientemente se han propuesto los términos
“transmision trasplacentaria exdgena” y “transmision trasplacentaria enddégena” para
describir con mas precision el origen de la infeccion trasplacentaria (Trees et al., 2005).
La trasmision trasplacentaria exdgena ocurre después de una infeccion primaria
durante la prefiez; mientras que la trasmision trasplacentaria endégena ocurre cuando
en una madre persistentemente infectada hay una reactivacion de la infeccién durante
la gestacion. La probabilidad de transmision vertical en hatos con infeccion latente se
incrementa de un 81 al 100% a partir de la semana 20 de gestacion; otro aspecto
importante es el hecho de que las madres infectadas pueden producir a lo largo de su
vida descendencia con la misma condicion (Haddad et al., 2005). La ingesta de

ooquistes es la Unica causa de transmision horizontal en herbivoros.

2.3.2.2. Prevalencia

N. caninum es un protozoario que se reporto originalmente en perros y terneros
(Bjerkas et al., 1984; Parish et al., 1987; Dubey et al., 1988) y se ha diagnosticado
mundialmente como causa comun de abortos en bovinos (Dubey et al., 1999). El

parasito ha sido detectado en varias especies de mamiferos, como cabras, ovejas,
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caballos, venados, bufalos de agua y zorros (Dubey & Lindsay et al., 1996; Guarino et
al., 2000; Almeria et al., 2002). Se ha demostrado que los perros y los coyotes son los
HD del parasito (McAllister et al., 1998; Gondim et al., 2004b). Hay pocos casos
confirmados de neosporosis en animales silvestres; sin embargo, se han reportado
seroprevalencias en una gran variedad de especies de mamiferos silvestres, lo que
sugiere que el parasito estd ampliamente distribuido entre la vida silvestre (Dubey et al.,
2007). Se han reportado casos de neosporosis en diferentes especies de venados
silvestres (Woods et al., 1994; Dubey et al., 1996a). Asi como también se ha
demostrado que el parasito puede ser transmitido del venado a animales domésticos
(Gondim et al., 2004a) Se ha encontrado una seroprevalencia de este protozoario en
venado cola blanca en libertad en Estados Unidos de América entre 30- 50% (Dubey et
al., 1999a; Lindsay et al., 2002; Anderson et al., 2007) lo que sugiere que el venado

cola blanca puede jugar un papel importante en la epidemiologia de la enfermedad.

Cuadro 1. Seroprevalencias de N. caninum reportadas en estudios realizados en el

Noreste de México en ganado bovino y en el venado cola blanca.

Muestras
Tipo de manejo Seroprevalencia Referencia
Total Positivas

Extensivo
Ganado bovino 1073 124 11.6% Dominguez-Diaz, 2009.
Venado cola blanca 368 31 8.4% Olamendi-Portugal et al., 2012.
Intensivo o semi-intensivo
Ganado bovino 591 211 35.7% Salinas-Meléndez et al., 2005.
Venado cola blanca 175 47 26.9% Resultados del presente estudio.
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2.3.2.3. Factores de riesgo

En estudios epidemiolédgicos realizados en explotaciones de ganado bovino, la
presencia de canidos dentro de la explotacion, asi como el nimero de ellos incrementa
el riesgo de seropositividad en el ganado (Paré et al., 1998; Corbellini et al., 2006;
Schares et al., 2004). Otros factores como la disposicién adecuada de los desechos del
parto asi como de los productos abortados, es importante para evitar que los HD
ingieran los desechos infectados ya que esto propicia la diseminacién del parasito
dentro de la explotaciéon (Dominguez-Diaz , 2009; Dijkstra et al., 2002). La convivencia
del ganado con otros hospedadores intermediarios (ovejas, cabras, roedores), pueden
ser una fuente de infecciébn para hospederos definitivos (Coberllini et al., 2005). Otro
factor de riesgo importante son las fuentes de agua, el forraje y pastizales
contaminados con ooquistes ya que se consideran potenciales fuentes de infeccién
horizontal entre el ganado (Dubey et al., 2007). En estudios realizados en ganado
bovino de los Estados Unidos de América, se ha encontrado que altas densidades
poblacionales son un factor de riesgo de infeccion del parasito (Barling et al.,
2000,2001; Sanderson et al., 2000). En otro estudio se encontr6 que a mayor tamafio
de las tierras agricolas, la seroprevalencia en los hatos disminuy6 (Coberllini et al.,
2005). Desafortunadamente, la informacion sobre las condiciones climaticas en la que
los ooquistes de N. caninum sobreviven, es rara. En estudios europeos donde se
analizaron los efectos del clima como riesgo de seropositividad en ganado bovino, se
reportd que los factores de temperatura media en la estacion primavera-verano fueron

identificados como factores de riesgo (Rinaldi et al., 2005; Schares et al., 2004). Lo que
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se puede explicar por los efectos del clima en la esporulacién de los ooquistes. Por
ejemplo, una temperatura mas alta puede favorecer una rapida esporulacion de los

ooquistes en el medio ambiente (Dubey et al., 2007).

2.3.3. Patogenia

Se ha reportado que después de una inoculacion intraperitoneal experimental,
los taquizoitos se pueden encontrar en sangre, bazo, higado y pulmones entre 2-5 dias
después de la inoculacion; la presencia del parasito en sangre puede disminuir y
probablemente se vuelva a encontrar después del dia 19, sin embargo en ganglio
linfatico se puede encontrar intermitentemente. En cerebro y pulmén se puede
encontrar hasta el dia 7, pero conforme avanza el tiempo disminuye su presencia en
pulmén y se incrementa en el tejido cerebral donde se evidencia una marcada
encefalitis. El parasito puede atravesar la placenta e infectar al feto, lo que puede
provocar el aborto del mismo; a nivel de placenta se produce un proceso inflamatorio
agudo con necrosis focal, la cual afecta la interfase materno-fetal. EI aborto también
dependera de cuando se presenta la infeccibn o en el caso de ser una transmision
trasplacentaria enddgena, dependerd de la capacidad del feto para montar una
respuesta inmune frente al parasito, en los rumiantes el sistema inmunolégico esta
capacitado a partir de los 130 dias de gestacion aproximadamente. La invasion del feto
por parte del parasito puede dar como resultado abortos, nacimiento de crias con
afecciones nerviosas severas 0 animales aparentemente sanos pero infectados

congénitamente (Innes et al., 2005; Dubey., 1999a).
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2.3.4. Diagnéstico

La deteccion de anticuerpos contra N. caninum en el suero de animales
afectados solo nos indica la exposicion al patégeno por lo cual es necesario su analisis
histologico para el diagnostico definitivo a neosporosis. Para la realizacion de la
histopatologia se pueden utilizar muestras de tejido fetal como cerebro, higado, bazo,
corazon y musculo esquelético, asi como también la placenta. Aunque las lesiones se
pueden encontrar en distintos érganos, el cerebro es el méas frecuentemente afectado.
Las lesiones encontradas mas frecuentemente son una encefalitis focal caracterizada
por necrosis e inflamacion no supurativa, miocarditis no supurativa, miositis focal no
supurativa y necrosis focal hepética. La inmunohistoquimica es de gran utilidad en
situaciones en las que no se puede tomar una muestra de tejido de calidad. Las
pruebas seroldgicas mas utilizadas para la deteccion de anticuerpos contra N. caninum
son la de inmunofluorescencia indirecta (IFA), prueba de aglutinacién directa (DAT) y
ensayos inmunoenziméaticos (ELISA). De estos ultimos existen diferentes variedades de
procedimientos, aunque la mayoria estan basadas en el uso de taquizoitos de N.
caninum aislados de bovinos o canidos. Se han realizado modificaciones para mejorar
la sensibilidad y especificidad de estas pruebas, de las cuales el formato de ELISA de
competencia ha demostrado tener una buena sensibilidad y especificidad, ya que utiliza
anticuerpos monoclonales que se unen a un antigeno de superficie inmunodominante
del taquizoito. EI PCR se ha utilizado en sangre periférica, en productos abortados y
sus tejidos asi como el tejido placentario, esta prueba se ha comparado con

histopatologia encontrandose que la ausencia de lesiones al realizar la histopatologia
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no indica la ausencia del parasito en el tejido, por lo que el PCR resulta ser mas
especifico ya que detecta el material genético del parasito (Dubey & Lindsay, 1996;

Anderson et al., 2000; Baszler et al., 2001).

2.4. Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB)

La diarrea viral bovina es una enfermedad de distribucién mundial y endémica en
la mayoria de las poblaciones de ganado bovino, la cual ha sido detectada en diversas
especies de bovidos y cérvidos .Este virus puede ocasionar infecciones subclinicas, asi
como también puede provocar defectos congénitos, enteritis, infecciones persistentes,
enfermedad de las mucosas y trastornos reproductivos, siendo de mayor importancia
estos ultimos, debido al impacto econdmico que tiene en las producciones (Deregt et

al., 1995).

2.4.1. Caracteristicas biolégicas y taxon6micas

El VDVB pertenece al género Pestivirus de la familia Flaviviridae. Son virus
envueltos y de forma esférica los cuales miden 40-60 nm de diametro. Estd compuesto
de una cadena simple de ARN compactado en un capside proteica, rodeada por una
membrana fosfolipidica con tres glicoproteinas ancladas a ella. La principal
caracteristica de este virus es su variabilidad genética y antigénica. Su plasticidad le
ayuda a sobrevivir, originando cepas mutantes que escapan a la respuesta
inmunologica del hospedero. El cruce de especies crea otra oportunidad para la
diversificacion, ya sea por adaptacion al nuevo hospedero o por evolucion divergente.

Sin embargo, sigue conservando ciertas caracteristicas biologicas y antigénicas.
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También se ha demostrado que nuevas variantes antigénicas se originan durante el
pasaje del virus en bovinos susceptibles que desarrollan una infeccion aguda. Se
clasifican en VDVB-1 y VDVB-2; debido a diferencias genéticas que estan directamente
involucradas con la capacidad antigénica, dividiéndose VDVB-1 en al menos 11
genogrupos y 3 para el VDVB-2. Segun sus efectos en los cultivos celulares se pueden
dividir en biotipos citopaticos (CP) y no citopéaticos (NCP). Los virus CP provocan una
vacuolizacién y muerte celular, mientras que las NCP no ocasionan cambios visibles en
el cultivo celular y la célula infectada parece normal (Nettleton et al., 1995; Létora et al.,

2003; Ridpath et al., 2003).

2.4.2. Epidemiologia

2.4.2.1. Transmisién

La transmisién puede darse horizontal o verticalmente, por contacto directo o
indirecto. En la infeccion de un animal gestante y no inmune, el virus cruza via
trasplacentaria e invade el feto, lo cual puede resultar en un amplio rango de
anormalidades; como muerte fetal, defectos congénitos o animales persistentemente
infectados (PI) sin signos clinicos aparentes. El resultado de la infeccién depende
principalmente del estado de desarrollo del feto en el momento de la infeccion. Si el feto
es infectado por biotipos NCP antes de desarrollar competencia inmunolégica adecuada
presentarda una infeccion persistente. El contacto directo con animales Pl o con
animales que cursan una infeccion aguda, especialmente nariz-nariz, es el modo mas

eficiente de transmitir el virus en condiciones naturales. El VDVB también puede ser
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transmitido en semen, particularmente de toros PI, los cuales transmitiran el virus el
resto de sus vidas (Houe, 1995; Létora, 2003; Lindberg, 2003). Se ha demostrado que
el virus puede ser transmitido horizontalmente entre cérvidos al tener contacto directo
con un cervato Pl (Passler et al., 2010). También en estudios realizados en venado cola
blanca, se ha reportado que al interactuar venadas gestantes con bovinos Pl puede
ocurrir la transmision horizontal del virus provocando la infeccion de las venadas, las
cuales transmitiran verticalmente el virus dando como resultado un cervato Pl (Passler

et al., 2009).

2.4.2.2. Prevalencia

Esta enfermedad se distribuye mundialmente y la infeccién tiende a ser
endémica en la mayoria de las poblaciones bovinas (Haigh et al., 2002). Se ha
reportado en la mayoria de los paises niveles de bovinos persistentemente infectados

(PI) entre 0.5-2% y una seroprevalencia en bovinos de 60 a 80% (Houe, 1999).

El orden Artiodactyla consiste en 10 familias, y se ha encontrado evidencia de
infeccion con el VDVB en las familias Antilocapridae, Bovidae, Camelidae, Cervidae,
Giraffidae, Suidae, y Tragulidae, las cuales incluyen mas de 50 especies, entre ellas el
venado cola blanca. En estudios epidemiolégicos realizados en esta especie en
Estados Unidos de América, se han observado seroprevalencias que varian 0.3 a 46%
(Aguirre et al., 1995; Pogranichniy et al., 2008; Wolf et al., 2008).En el noreste de

México, se observo una seroprevalencia de 64% en poblaciones de venado cola blanca;
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asi como también se reportd una prevalencia de anticuerpos contra VDVB en cérvidos

exoticos del 24% (Cantu et al., 2008; Bautista-Pifia, 2011).

2.4.2.3. Factores de riesgo

Se ha concluido mediante varios estudios que muchas especies de rumiantes
silvestres pueden ser infectadas con el VDVB y servir como potenciales reservorios de
infeccion para las poblaciones de ganado. En estudios realizados en poblaciones de
venado cola blanca, se ha encontrado que a una menor densidad poblacional mayor
seroprevalencia del virus dentro de la region, asi como también en explotaciones donde
estan presentes el ganado bovino y los venados se asocia una mayor prevalencia de
anticuerpos contra VDVB que en explotaciones en las cuales no hay esta interaccion
(Cantu et al., 2008). Otro factor de riesgo importante en las producciones ganaderas es
la presencia de animales PI, donde se ha observado mayor prevalencia de anticuerpos
frente al virus en hatos donde se encuentra un animal Pl comparado con los hatos
donde no se ha identificado la presencia de dichos animales (Houe, 1995). En venado
cola blanca se ha logrado evidenciar la presencia de animales PlI, la posibilidad de una
transmision horizontal por la interaccibn con animales Pl (ya sean con bovinos o
venados) y el nacimiento de un cervato Pl como consecuencia de una infeccién de la
madre durante la gestacion debido a dicha interaccién (Passler et al., 2009; 2010). No
se ha encontrado evidencia literaria que establezca la presencia de venados Pl como
factor de riesgo de infeccién dentro de las mismas poblaciones de venados, pero
debido a la importancia como medio de transmision del patégeno y a los resultados

observados en otras especies, se puede asumir que la presencia de venados PI, puede
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ser un factor de riesgo importante dentro de las mismas poblaciones. En explotaciones
de ganado bovino, el sistema de produccidén se ha descrito como un factor de riesgo,
encontrandose una seroprevalencia alta de anticuerpos contra VDVB en producciones
extensivas comparada con las producciones intensivas, o que responde segun autores
a la movilizacion de animales (introduccion) que puede haber en hatos con sistemas
extensivos, lo que no ocurre tan frecuentemente en un sistema intensivo, aunque en
este dltimo ocurre un mayor contacto directo entre individuos lo que incrementa las

probabilidades de contagio (Houe, 2005).

2.4.3. Patogenia

Después del ingreso del virus por contacto con las membranas mucosas de la
boca o nariz, la replicacién ocurre en células epiteliales con una predileccién por las
tonsilas palatinas, especialmente células epiteliales de la cripta. El virus presenta
tropismo por células mitéticamente activas como linfocitos, fagocitos mononucleares y
células epiteliales. Se cree que la cepa CP se replica en la mucosa nasal en una mayor
titulacion que la NCP. La replicacion comienza con la adhesion a la membrana
plasmatica y la posterior penetracion en la célula, mediada por la proteina de envoltura
E2. Ademas, ocurre una fusion de la envoltura con la membrana endosomal y el virus
ingresa al citoplasma mediante endocitosis mediada por receptor y liberando su
genoma en el citosol. La diseminacion del virus ocurre mediante particulas virales libres
en el suero o leucocitos infectados con el virus, particularmente linfocitos, monocitos,
linfoblastos circulantes y células precursoras de macrofagos. El virus viaja por via

linfatica infectando los nédulos linfaticos de todos los sistemas y se dirige a demas
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organos linfaticos como el timo en animales jévenes, el bazo, las placas de Peyer en el
intestino delgado; la infeccion de médula 6sea origina una linfopenia y trombocitopenia.
La forma aguda se presenta en animales seronegativos, especialmente entre los 6 y 24
meses de edad, y es causada principalmente por el virus NCP, puede afectar el sistema
inmune y respiratorio, resultado de la difusion activa del virus. Es comudn la presentacion
de infecciones secundarias 0 mixtas con otros patdégenos. La afeccion severa de los
sistemas dependerd de la virulencia y el genotipo del virus, la presentacion de
infecciones secundarias por otros patdgenos, la edad, el estado inmunoldgico y la

condicién corporal del hospedador (Brownlie et al., 1987; Létora, 2003; Rondon, 2006).

2.4.4. Diagnostico

La prueba de seroneutralizacion ha sido la prueba estandar para la deteccion y
titulacion de anticuerpos contra VDVB, también se pueden utilizar pruebas ELISA para
la deteccion de anticuerpos o antigeno del virus, las cuales son rapidas y una
alternativa econémica. Para la identificacion de la presencia del virus, se puede realizar
el aislamiento del mismo, asi como también se pueden utilizar pruebas moleculares
como el RT-PCR para la deteccibn de material genético del patdogeno. Para el
diagnéstico post-mortem de diarrea viral bovina se deben incluir hallazgos de lesiones
macroscopicas e histolégicas con el aislamiento del virus o la deteccién del VDVB
mediante RT-PCR o inmunohistoquimica. El aislamiento del virus puede ser realizado
de diversos tejidos, particularmente tejido linfoide asociado al tracto gastrointestinal.
También se pueden utilizar muestras de piel de ganado vivo o muerto para la

identificacion del virus (Deregt et al., 1995; Létora., 2003; Manual OIE, 2008). En un
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estudio realizado para evaluar la distribucion del antigeno de VDVB en un venado cola
blanca PI, se encontré que en los sistemas hepatobiliar, tegumentario y reproductivo se
tiene una mayor probabilidad de encontrar el antigeno que en el sistema musculo
esquelético; asi también se observé un pronunciado conteo en el tejido epitelial, el cual
era 1.9-3.0 veces mas probable de contener el antigeno de VDVB que en cualquier otro
tejido. La distribucion del antigeno en venado Pl es similar a la de un bovino PI (Passler

et al., 2012).

2.5. Leptospira spp.

La leptospirosis es causada por distintas variedades seroldgicas
(serovariedades) de la bacteria del género Leptospira. En todo el mundo, un gran
namero de serovariedades son transmitidas por una restringida gama de reservorios,
gque a menudo son roedores, pero también incluyen otras especies de animales
domésticos y silvestres. Esta enfermedad puede afectar a una amplia gama de
especies de mamiferos, incluyendo a los venados. La infeccibon es a menudo
asintomatica pero puede desarrollarse como una enfermedad grave, incluyendo el
aborto, hemoglobinuria, ictericia y nefritis (Mackintosh et al., 2002). Leptospirosis es una
de las infecciones zoonédticas mas comunes y temidas alrededor del mundo, por lo cual

es de gran importancia para salud publica y la produccion pecuaria.

2.5.1. Caracteristicas biolégicas y taxonémicas

Son bacterias gram negativas, pertenecientes a la familia Leptospiraceae, orden

Spirochaetales, poseen una forma delgada y helicoidal con una longitud entre 10-20
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pum. La composicion de lipopolisacéaridos es similar a otras bacterias gram negativas,
pero tienen baja actividad endotoxica. Son bacterias aerobias y microaerdéfilas moviles
con un crecimiento optimo en temperaturas entre los 28 a 30°C y rangos de pH entre
7.2 y 7.6; el medio donde crecen debe ser enriquecido con vitaminas B, y Bi,, acidos
grasos y sales de amonio. Tradicionalmente el género Leptospira se divide en dos
grandes especies: L. interrogans patdgena y L. biflexa que habita en el medio, esta
clasificacion taxondmica obedece a diferencias antigénicas observadas en pruebas de
aglutinacion, teniendo que, las leptospiras patdgenas se dividen en mas de 200
serovariedades que integran 25 grupos serologicos; y 60 serovariedades pertenecientes
a la especie L. biflexa. Se han identificado 16 especies genomicas de leptospiras
patdgenas, por su similitud genética entre los aislados, pero desde un punto de vista
epidemioldgico y clinico es mas practico utilizar la clasificacion basada en diferencias

serolégicas (Levett et al., 2001; Adler et al., 2004).

2.5.2. Epidemiologia

2.5.2.1. Transmisién

Reservorios de serovariedades de Leptospira spp desarrollan una nefritis
intersticial cronica liberando leptospiras en orina por periodos largos de tiempo.
Huéspedes accidentales arrojan el organismo por un periodo mas corto. Se ha
reportado que el ciervo rojo puede presentar una fase de leptospinuria hasta por 8
meses. Leptospira no se multiplica fuera del huésped pero puede persistir en el

ambiente por largos periodos de tiempo bajo condiciones humedas y frescas, logrando
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sobrevivir hasta 180 dias en suelos humedos, y por varios meses en superficies
acuosas y en agua estancada. Los animales son infectados principalmente al
exponerse a orina, agua y alimento contaminado; los organismos atraviesan la
membrana mucosa, especialmente la conjuntiva, o atraves de heridas en la piel (Adler

et al., 2004).

2.5.2.2. Prevalencia

Debido a su cercania con el ganado doméstico se han realizado diversos
estudios seroldgicos para determinar la prevalencia de Leptospira spp en poblaciones
de cérvidos en Norteamérica. En el estado de Minnesota, Estados Unidos de América,
se reportd una presencia de anticuerpos en venado cola blanca en el 43% de las
muestras de suero analizadas, también se encontr6 que las serovariedades L. pomona
y L. bratislava fueron las predominantes en las poblaciones estudiadas (Goyal et al.,
1992). En otro estudio realizado en la zona sur de mismo estado, se encontré una
prevalencia estimada en 19% menor a lo reportado en estudios anteriores y
observandose las serovariedades L. grippotyphosa, L. pomona y L. bratislava (Wolf et
al., 2008). También se ha reportado evidencia serolégica de este patdégeno en otros
cérvidos (venado bura (Odocoileus hemionus) y wapiti (Cervus canadensis),
observandose una baja prevalencia de las serovariedades L. pomona y L. hardjo
(Aguirre et al., 1995). En México se ha encontrado una prevalencia de 5.5% para
Leptospira interrogans en venado cola blanca del noreste del pais (Cantu et al., 2008), y
en ceérvidos exoticos (Axis axis y Dama dama) se observo una prevalencia de 13.5%

donde las serovariedades observadas fueron L. bratislava y L. muenchen (Bautista,
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2011). En Nueva Zelanda, las serovariedades L. pomona, L. hardjo y L. copenhageni
han sido aislados de ciervos de granja clinicamente afectados (Mackintosh et al., 2002).
En el Cuadro 2 se muestran que especies domésticas se asocian a las serovariedades

tomadas en cuenta en el presente estudio.

Cuadro 2. Reservorios de las serovariedades analizadas en el presente estudio. (Vado-
Solis et al., 2002; Spickler, 2005)

Serovariedad Reservorios
L. bratislava Cerdos, roedores y bovinos
L. canicola Perros
L. grippotyphosa Perros, bovinos y cerdos
. Bovinos, ovejas, cabras, caballos
L. hardjo
y cerdos
L. icterohaemorragiae Roedores y cerdos

Bovinos, ovejas, cabras, caballos
L. pomona )

y cerdos
L. pyrogenes Perros y cerdos
L. tarassovi Bovinos y cerdos
L.wolffi Bovinos y cerdos

2.5.2.3. Factores de riesgo

Debido a que un gran niamero de serovariedades afectan a ciertas especies y
también son trasmitidas por un rango restringido de reservorios, generalmente roedores
pero también animales silvestres y domesticos, el contacto e interaccion con ellos es un
factor de riesgo para la transmision de la enfermedad. Para la transmision de L.
bratislava se ha asociado la convivencia de bovinos con cerdos, caballos, perros y
roedores silvestres (Apodemos sylvaticus) (Van der Broek et al., 1991); asi como

también la interaccion del ganado bovino con especies porcinas domeésticas y silvestres
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esta asociada a la transmisién de L. tarassovi y L. pomona (Rocha et al., 1998). En un
estudio realizado en el noreste de Meéxico, se encontr0 una asociacion entre la
seropositividad a leptospirosis con el tipo de pastoreo utilizado, en el cual se observo
gue los venados al coexistir con el ganado bovino en condiciones de pastoreo continuo,
tienen 3.6 veces mas probabilidades de ser seropositivos a la prueba; esto se puede
deber a que los venados y el ganado comparten la misma regién y a la constante
contaminacion de los pastizales y fuentes de agua por ambas especies (Cantu et al.,

2008).

2.5.3. Patogenia

La bacteria entra a través de las membranas mucosas, de la conjuntiva o
abrasiones y cortes en la piel; la transmision por agua es posible, se ha documentado
gue la contaminacion de los suministros de agua puede resultar en brotes de
leptospirosis. La inhalacion de agua o los aerosoles también puede resultar en una
infeccion a través de las membranas mucosas del tracto respiratorio. Cuando las
leptospiras estan en el cuerpo, se produce una leptospiremia y esta puede durar hasta
que se presente una respuesta inmuno-especifica. Leptospira spp. son parasitos
extracelulares y su lesion mas distintiva es la vasculitis. Hemorragias petequiales en las
membranas mucosas son comunes y se producen durante la fase septicémica. Las
lesiones de los tejidos diana son causadas por toxinas que produce la bacteria, entre
ellas hemolisinas, esfingomielinasas, fosfolipasas, actividad citotoxica, produccion de
inhibidores de la bomba de sodio y potasio y la producciéon de proteinas promotoras de

poros en las membranas celulares. Después de producirse el efecto de dichas toxinas,
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ocurre una gran movilizacion de células fagociticas que arrestan a la bacteria para su
destruccion, sin embargo, la gran mayoria de las serovariedades poseen un
componente antifagocitico por lo que resiste el ataque de los neutréfilos y ademas el
componente LPS de sus membranas promueve la adherencia de los neutrdéfilos y
plaguetas a las células endoteliales, provocando una trombocitopenia y adherencias a
en las paredes vasculares, en ese momento hay una alta circulacion de anticuerpos en
el torrente sanguineo, lo que origina complejos inmunes que son secuestrados en
vasos sanguineos estrechos de diferentes érganos, montandose una respuesta inmune
muy agresiva, por lo que los tejidos adyacentes al sitio afectado también sufre graves
consecuencias. Debido a lo anterior, en la forma aguda de leptospirosis se puede
presentar hemolisis, trombocitopenia, ictericia, esplenomegalia, hepatitis,
hemoglobinuria, nefritis intersticial aguda, aborto o infertilidad, uveitis autoinmune y
meningitis hemorragica, acompafada a menudo por muerte subita. La forma crénica de
la infeccion sucede cuando la bacteria se adhiere a las células epiteliales renales y
dentro de este 6rgano hay una produccion elevada de bacterias por la falta de una
respuesta inmune humoral, ya que el érgano es un sitio privilegiado para el sistema
inmune y de esta forma la bacteria se excreta a través de la orina por largos periodos

de tiempo. (Adler et al., 2004; Levett et al., 2001)

2.5.4. Diagndstico

El diagndstico en base en hallazgos clinicos puede ser dificil a menos que signos
obvios de la enfermedad estén presentes como ictericia o hemoglobinuria. La

combinacion del analisis de orina mediante microscopia con campo oscuro, el cultivo de
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orina y/o tejidos (preferentemente de rifidn) y técnicas de inmunofluorescencia, son
consideradas importantes para la confirmacion de la enfermedad. Existen diferentes
pruebas seroldgicas para la deteccion de anticuerpos contra Leptospira spp., siendo la
mas utilizada la prueba de microaglutinacion en placa (“Microscopic Aglutination Test”,
MAT), considerada la prueba estandar para el diagnostico serologico de esta
enfermedad, la cual es una prueba con gran sensibilidad y a su vez puede establecer el
diagnéstico de diferentes serovariedades en una misma muestra; las limitantes de esta
prueba es el riesgo biolégico para el operario de la técnica, debido al uso de
suspensiones de bacterias vivas o atenuadas y la necesidad de una preparacion
continua de la suspension para mantener vivas a las bacterias, por lo cual el operario
debe ser una persona calificada para la realizacidbn adecuada de la técnica, pues se
requieren una serie de diluciones asi como la observacion de la aglutinacion bajo el
microscopio. Otras pruebas serolégicas que pueden utilizarse son la prueba de
aglutinacion en latex la cual debe realizarse en los primeros 10 dias después de la
infeccion si no la especificidad y sensibilidad disminuiran, esta prueba nos proporciona
un diagndstico clinico rapido; las pruebas ELISA detectan anticuerpos IgM especificos
contra leptospira presentando una alta sensibilidad y especificidad; asi como también
se pueden utilizar técnicas moleculares como el PCR la cual nos proporciona una
deteccién rapida del material genético de Leptospira y posee una mayor sensibilidad y

especificidad que métodos convencionales (Merien et al., 1995; Levett et al., 2001).
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2.6. Brucella abortus

La brucelosis es una enfermedad zoonética de gran importancia y distribuida
mundialmente en humanos y animales, que a pesar de ser conocida desde hace
muchos afios, continla siendo un problema sanitario y econémico de gran importancia.
La frecuencia de la enfermedad en los seres humanos depende en gran medida de la
aparicion de la brucelosis en reservorios animales, incluyendo a los animales silvestres.
La diversidad de los animales portadores de la bacteria responsable complica la lucha
contra esta infeccién, especialmente las preventivas, ya que no existe un panorama real
de su prevalencia ni de los vectores involucrados en su diseminacién. No obstante los
animales que son reconocidos como portadores de esta enfermedad tienen, en muchos
casos, intimo contacto con el hombre, y tomando en cuenta las vias de infeccién

conocidas, se explica la importancia e impacto de esta zoonosis (Castro et al., 2005).

2.6.1. Caracteristicas biolégicas y taxon6micas

El género Brucella son cocobacilos o bacilos gram-negativos pequefios (0.5-0.7
pum por 0.6-1.5 pm), inmoviles e intracelulares facultativos, de crecimiento lento que no
poseen cépsulas ni forman esporas. Tiene un metabolismo oxidativo, basado en la
utilizacion de nitratos como aceptores de electrones. Son catalasa y oxidasa positivas y
en general no fermentadoras de azucares. Se reconocen seis especies dentro del
género Brucella: B. abortus, B. melitensis, B. suis, B ovis, B. canis y B. neotomae. Esta
clasificacion esta basada principalmente en la patogenicidad y por su preferencia hacia

ciertos hospederos. Las especies patogénicas de mayor importancia alrededor del
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mundo son B. abortus (responsable de la brucelosis bovina), B. melitensis (agente
etiolégico de brucelosis caprina y ovina), y B. suis (principal causa de brucelosis en
cerdos). En base al aspecto de colonias obtenidas en medio sélido, las diferentes
especies de Brucella se clasifican en lisas, que incluyen B. abortus, B. melitensis,
B.suis y B. neotomae; o rugosas, B. ovis y B. canis. Esta diferenciacion en el aspecto
de las colonias se debe a la expresion del lipopolisacarido LPS en la superficie de la
bacteria. Las cepas de Brucella mas virulentas son las que se encuentran en la fase lisa
y poseen semejanza a la estructura de algunas bacterias gram-negativas (Yersinia
enterocolitica, Escherichia hermanni, E. coli, Vibrio cholerae), aunque presenta
diferencias en las caracteristicas de la membrana externa (Castro et al., 2005;

Godgroid, 2002).

2.6.2. Epidemiologia

2.6.2.1. Transmisién

Brucella spp son altamente infeccioso, la fuente de infeccidén la constituyen los
animales infectados que excretan una gran cantidad de bacterias junto con los tejidos y
productos de abortos, en la leche y en secreciones genitales, contaminando suelos,
corrales, en las pajas de las camas agua de arroyos, canales y pozos; la bacteria puede
sobrevivir en el ambiente por periodos largos de tiempo. Al ingresar la bacteria en el
organismo, a través de la mucosa oral, nasal, conjuntival o vaginal, esta se puede
localizar en nédulos linfaticos locales y diseminarse hacia otros tejidos linfoides o rutas

hematdgenas. Brucella abortus tiene una alta predileccion por (teros gestantes,
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glandulas mamarias, testiculos, nédulos linfaticos y capsulas articulares. Los uteros no
gestantes generalmente no se ven afectados por Brucella abortus (Mackintosh et al.,

2002; Castro et al., 2005).

2.6.2.2. Prevalencia

La mayoria de las especies de Brucella se asocian a hospederos determinados;
no obstante, pueden infectar a otras especies, especialmente cuando se les mantiene
en un contacto estrecho. Los reservorios de Brucella abortus incluyen al ganado bovino,
al bisonte (Bison bison), el bufalo de agua (Bubalus bubalus), el bufalo cafre (Syncerus
caffre), el wapiti y el camello. Brucella abortus y B. suis se han aislado alrededor del
mundo en una gran variedad de animales silvestres, como el bisonte, ciervo rojo
(Cervus elaphus), jabalies (Sus scrofa), liebre europea (Lepus capensis), zorros (Vulpes
vulpes), bufalo africano (Syncerus caffer), antilope eland comun (Taurotragus oryx),
antilope acuatico (Kobus ellipsiprymnus), reno (Rangifer tarandus tarandus), y caribd

(Rangifer tarandus groenlandicus) (Mackintosh et al., 2002; Godfroid, 2002).

En distintos estudios seroldgicos realizados en Estados Unidos de América, se
han reportado prevalencias menores de un 1% en poblaciones de venado cola blanca
(Odocoileus virginianus) y venado bura (Odocoileus hemionus) (Moore et al., 1981,
Tessaro, 1986). En Missouri, de un total 713 muestras de venado cola blanca, una
resulto positiva a la prueba, dicha muestra provenia de una granja en cuarentena
(Jones et al., 1983); asi como también, B. abortus fue aislada de una muestra de

venado cola blanca de un total de 70 muestras. En estudios realizados en México, no
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se ha encontrado evidencia serolégica de la presencia de Brucella spp. en poblaciones
de venado ni en la zona Noreste del pais (Martinez et al., 1999; Cantu et al., 2008), asi

como tampoco en la zona de Baja California (Contreras et al., 2007).

2.6.2.3. Factores de riesgo

Se han realizado distintos estudios epidemioldgicos para determinar factores
asociados a la seroprevalencia de Brucella spp. en distintas poblaciones animales
domésticos. En un estudio realizado en ganado bovino en distintas areas de Zimbabue,
se reportd que los animales con una edad entre los 2-4 afios tienen 3.2 mas
probabilidades de presentar seropositividad que los >7afios, asi como también se
asocié que las vacas con un previo historial de abortos presenten mayor probabilidad
de seropositividad (Matope et al., 2011), en otros estudios también se ha reportado la
edad e incluso el sexo como asociados a la seroprevalencia en ganado bovino
(Mohammed et al.,, 2011) También se han reportado que el area geogréafica de
procedencia, el tamafio de los hatos y el contacto con animales silvestres tienen un
efecto significativo en la seropositividad del ganado (Muma et al., 2007). En estudios
realizados en hatos caprinos y bovinos se han observado que el que exista un contacto
entre distintas especies domeésticas o silvestres, el compartir fuentes de agua y medidas
de manejo como el pastoreo y la falta de vacunacidn estan relacionados
significativamente a la seropositividad de Brucella en el ganado (Kabagambe et al.,

2001; Omer et al., 2000; Mugaby, 2012).
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2.6.3. Patogenia

Las especies de Brucella son bacterias intracelulares facultativas, propiedad que
las mantiene protegidas de la accion de antibidticos y de factores bactericidas como el
complemento y anticuerpos, lo que determina la naturaleza crénica de la infeccién. Su
virulencia esta relacionada con la capacidad que poseen para resistir el efecto
bactericida de los mecanismos efectores dependientes de anticuerpos, asi como su
capacidad para adherirse, penetrar y multiplicarse en una gran variedad de células
eucariotas, tanto fagociticas como no fagociticas. Cuando las bacterias ingresan al
organismo pueden ser fagocitadas por células polimorfonucleares (PMN) o por
macréfagos, multiplichindose dentro de las vacuolas fagociticas, donde pueden
desplegar mecanismos que bloquean o suprimen la respuesta bactericida de estas
células. Si no son fagocitadas al momento de ingresar, estas viajan por via linfatica
hasta los ganglios regionales desde ahi pueden invadir el torrente sanguineo, donde
seran fagocitadas por PMN y macréfagos circulantes y transportadas a los diversos

organos donde pueden sobrevivir y multiplicarse.

Los mecanismos de la bacteria para ingresar dentro de estas células aun no
estan totalmente claros, pero se presume que el LPS y las proteinas superficiales de
membrana podrian estar involucrados en dichos mecanismos, mediante receptores tipo
manosa o integrinas. Las células placentarias tienen gran cantidad de receptores de
manosa y un factor de crecimiento conocido como eritritol, presente en tejidos
placentarios animales, lo que explica la avidez de Brucella por los mismos. Por otro

lado se sabe que B. abortus evita su eliminacion dentro de las PMN mediante la
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produccion de guanosina 5 monofosfato (GMP) y adenina que inhiben la fusion
fagosoma-lisosoma, la desgranulacion, la activacion del sistema mielo-peroxidasa-
haluro y la produccion del TNF-a. La evolucién de la infeccién varia en funcién de la
especie afectada, en los mamiferos rumiantes y en los cerdos la manifestacion clinica
mas evidente es la presentacion del aborto (Castro et al.,, 2005; Mackintosh et al.,

2002).

2.6.4. Diagnostico

El diagnostico definitivo requiere el aislamiento de la bacteria, frecuentemente de
hemocultivos los que se deben mantener en incubacion por un periodo de tiempo no
menor a 30 dias, ya que las bacterias del género Brucella son de crecimiento lento.
Conforme progresa la enfermedad disminuye la probabilidad de positividad en los
hemocultivos, por lo que el aislamiento se realiza a partir de ganglios linfaticos, higado
0 bazo. Para el estudio de la presencia de antigeno de Brucella en los tejidos se
pueden utilizar métodos de ELISA e inmunofluorescencia directa, asi como PCR para la

deteccion de material genético del patdgeno en los tejidos.

Aunque el aislamiento bacteriolégico es el método para establecer un diagnéstico
definitivo, este presenta varias desventajas como el tiempo que consume su realizacion,
los costos, lo laborioso del procedimiento y el que no se puede utilizar rutinariamente
como metodo diagndéstico; ademas que la probabilidad de obtener exitosamente
bacterias de B. abortus disminuye considerablemente cuando el material es

contaminado o cuando solo unos organismos estan presentes. Por dichas dificultades
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los métodos de deteccion indirectos son el recurso de diagnéstico mas utilizado. Se
pueden utilizar distintas pruebas para la deteccion de anticuerpos contra Brucella spp
como la prueba del anillo de leche, Rosa de Bengala, fijacion de complemento, ELISA,

Test de Coombs y la prueba de Rivanol (Castro et al., 2005; Bercovich, 1998).
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3. Materiales y métodos

3.1. Estudio epidemioldgico

El estudio epidemioldgico realizado fue un estudio observacional descriptivo de

tipo transversal.

3.2. Zona de estudio

El estudio se llevé a cabo en 3 microrregiones de la zona Noreste de México, 2
de ellas ubicados en los municipios de Villaldama y Linares, Nuevo Ledén y otra
localizada en Villagran, Tamaulipas (Ver Figura 5). Dichas microrregiones presentan

distintas condiciones ambientales y geogréficas descritas en el Cuadro 3.

Figura 5. Ubicacion geogréfica de las microrregiones estudiadas. 1) Villaldama, Nuevo
Ledn; 2) Linares, Nuevo Leon; 3) Villagran, Tamaulipas.
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Cuadro 3. Caracteristicas geograficas y ambientales de las microrregiones analizadas.

Temperatura  Altitud Precipitacion

°C) (msnm) media anual Clima Vegetacion
(mm)
Semiarido. Matorral bajo
Villaldama 25 450 500 Temperaturas : J
. espinoso
altas y lluvias
Semiseco Matorral
Linares 20 350 600 extremadamente  espinoso
calido tamaulipeco
Subhumedo, Matorral alto
Villagran 23.5 318 625 semicélido y

espinoso
muy extremoso

3.3. Muestreo

3.3.1. Metodologia del muestreo

Se realiz6 un muestreo no probabilistico de conveniencia, siendo el objeto de
estudio venados cola blanca (Odocoileus virginianus texanus) provenientes de UMA’s
dedicadas a la explotacion intensiva o semi-intensiva de esta especie, ya sea para pie
de cria y caceria o con fines de investigacion. Las muestras se obtuvieron segun la
disponibilidad y facilidades durante los manejos técnicos y veterinarios de cada
explotacion. Los animales se capturaron por distintos métodos: contencion quimica y
contencién fisica. En el caso de la contencién quimica se realizd mediante la
combinacion de Zoletil (Tiletamina+Zolazepam) y Xilacina, dicha combinacién se obtuvo
mediante la mezcla de un vial que contiene polvo de tiletamina clorhidrato 250 mg y
zolacepam clorhidrato 250 mg, al cual se le adicion6 5 ml de clorhidrato de xilacina al

10%. La solucién combinada se administr6 en volimenes de 05 ml a 1.5 ml

41



dependiendo del tamafio del animal, utilizando un rifle de dardos tranquilizantes
impulsado por aire comprimido. Con respecto a la contencion fisica, el manejo se
realizd con la ayuda de una prensa para manejo de fauna silvestre, la cual facilita el

manejo de los venados.

3.3.2. Numero de muestras y procedencia

Se colectaron 204 muestras de suero de venado cola blanca de tres
microrregiones del Noreste de México ubicadas en los municipios de Villaldama y
Linares en el estado de Nuevo Ledn, asi como en el municipio de Villagran en el estado

de Tamaulipas (Ver Cuadro 4).

Cuadro 4. Numero total de muestras obtenidas por microrregion y nimero de muestras
analizadas para la deteccion de cada patdgeno.

NUumero de Neospora Brucella Leptospira
) VDVB
muestras caninum abortus spp
Villaldama 94 65 48 94 17
Linares 59 59 59 59 17
Villagran 51 51 51 51 17
204 175 158 204 51

3.3.3. Coleccién y manejo de las muestras

Las muestras sanguineas fueron tomadas por puncién en la vena yugular
y colectadas en tubos vacutainer® sin anticoagulante. Cada animal se inspeccioné
fisicamente para la busqueda de alteraciones relativas a enfermedades y se evalud la

condicion corporal del animal. Posteriormente, la sangre fue centrifugada a 2000 rpm
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por 10 minutos para separar el suero, los cuales fueron colocados en tubos de

propileno y se almacenaron a -20°C hasta su uso en los analisis serologicos.

3.4. Andlisis seroldgico

3.4.1. Neospora caninum

3.4.1.1. Descripcién general

Las muestras fueron analizadas mediante un ensayo comercial ELISA de
inhibicion competitiva (CELISA) “Neospora caninum Antibody Test Kit, cELISA” de
VMRD, Inc., que utiliza anticuerpos monoclonales especificos contra el parasito. Los
anticuerpos séricos contra N. caninum inhiben la unién de los anticuerpos monoclonales
marcados con peroxidasa de rabano (Ac-m/HRP) especificos de N. caninum al antigeno
adherido a las paredes de los pozos de las placas. La unién de los Ac-m/HRP es
detectada mediante la adicion el sustrato de la enzima y es cuantificada por el
desarrollo subsecuente de coloracién. Un color intenso (azul) indica que hubo un poco o
ningun bloqueo de los Ac-m/HRP, por lo tanto revela la ausencia de anticuerpos contra
N. caninum en la muestra. El desarrollo de un color menos intenso (celeste o azul
palido) es debido a que la muestra de suero posee anticuerpos que se unieron al

antigeno adherido a la placa.

3.4.1.2. Componentes

- Placas cubiertas con el antigeno

- Control positivo
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- Control negativo

- Conjugado (Ac-m/HRP) 100X

- Buffer diluyente del conjugado

- Solucioén concentrada de lavado 10X
- Solucidn sustrato

- Solucién de paro de reaccion

3.4.1.3. Material necesario

- Micropipeta ajustable sencilla y multicanal

- Puntillas para micropipeta

- Placas no cubiertas con antigeno para transferir la muestra

- Lector de ELISA

- Agua destilada

- Reservorios para pipetas multicanal

- Recipientes graduados (vasos y probetas)

- Botella de lavado, dispositivo de lavado multicanal manual o lavador automético
de placas

- Reloj

3.4.1.4. Preparacion

Lograr una temperatura apropiada: Las muestras de suero, los reactivos y las placas

deben alcanzar la temperatura del cuarto (21-25°C) antes de comenzar la prueba.
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Posicién y control de muestras: Los controles positivos y negativos se “corren” por

duplicado en cada prueba o placa. Se registra la posicion de los controles y las
muestras en un registro; el formato de la disposicion de las muestras y controles se

incluye en el anexo del kit.

Preparacién de las placas: Remueva las placas de su envoltura. Coloque las lineas a

utilizar en el bastidor y numere cada tira para mantener una orientacién con el registro

previamente llenado.

Preparacion _del conjugado: Preparar el conjugado Ac-m/HRP a la dilucién de 1X

mediante la dilucién del conjugado 100X con 99 partes del buffer diluyente del

conjugado.

Preparacion de la solucidon de lavado: Preparar la solucion de lavado 1X mediante la

dilucion de una parte de la solucion concentrada 10X de lavado en 9 partes de agua

destilada.

Preparacion de dilucién de los sueros: Los sueros se someten a la prueba SIN DILUIR.

3.4.1.5. Procedimiento

1.- Cargar los controles y las muestras de suero: Usando una micropipeta transferir 50

pl de los controles asi como de las muestras en los pozos respectivos previamente
seleccionados. Asegurarse que el suero cubra el fondo de la placa. Tener cuidado de
no derramar liquidos o sueros en los pozos adyacentes. Incubar la placa 1 hora a

temperatura de cuarto (21-25°C).
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2.- Lavado de los pozos: Después de 1 hora de incubacion se lavan los pozos de las

placas 3 veces con la solucion de lavado previamente diluida.

3.- Adicidon de conjugado: Se agregan 50 pl del conjugado diluido a cada pozo.

Asegurarse de que se cubra el fondo del pozo. Incubar por 20 minutos a temperatura de

cuarto.

4.- Lavado de los pozos: Después de los 20 minutos de incubacion, repetir la etapa 2.

5.- Agregar la solucién del sustrato: Se agregan 50 ul de la solucion de sustrato a cada

pozo. Se incuba por 20 minutos a temperatura de cuarto evitando la exposicion a la luz

solar.

6.- Adicién de la solucion de paro de reaccién: Agregar 50 ul de la solucién de paro y

mezclar ligeramente dando suaves golpes al lado de la placa varias veces. No vaciar

los pozos.

7.- Leer y reqistrar_los resultados de la prueba: inmediatamente después de la adicion

de la solucion de paro, la placa se debera leer en el lector de placas en el cual debe

ajustarse la longitud de onda de la lectura de densidad éptica a 620, 630 0 650 nm.

8.- Todos los reactivos sobrantes del kit deberan ser almacenados a una temperatura

entre 2-7 °C.

3.4.1.6. Validacion de la prueba

La media de los controles negativos debe producir una densidad 6ptica 20.30 y <2.50.
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La media de los controles positivos debe producir 230% de inhibicién.

El calculo del porcentaje de inhibicion (1%):

%= 100-[(O.D. de la muestra x 100) + (media del control negativo O.D.)]

3.4.1.7. Interpretacion de los resultados

Si la muestra produce =230% de inhibicion, esta es positiva.

Si la muestra produce <30% de inhibicion, esta es negativa.

3.4.2. VDVB

3.4.2.1. Descripcién general

Se utilizo el ensayo de seroneutralizacion viral (SN) para la detecciéon de
anticuerpos contra VDVB, la cual nos permite identificar y cuantificar la capacidad que
poseen dichos anticuerpos de neutralizar o inhibir el efecto citopatico del virus. Los
anticuerpos neutralizantes son los responsables del efecto protector del suero y estan
dirigidos contra determinantes antigénicos especificos de la superficie del virus. La
deteccién de anticuerpos neutralizantes contra VDVB es necesaria 0 adecuada cuando
se desea detectar o establecer el estatus inmune o infeccioso de un hato, en conjunto
con un resultado viroldgico positivo nos permite determinar la presencia individual de un
animal PIl, asi como también para determinar un estado de infecciébn agudo en un

animal a través de la deteccion de seroconversion.

47



3.4.2.2. Material bioldgico y reactivos

Linea celular MDBK (Madine Darby Bovine Kidney)

- Medio de cultivo DMEM F-12 con 10% Suero Equino (SE) y Antibiético y
Antimicético (A/A)

- Medio de cultivo DMEM F-12

- Suero Equino (SE)

- Cepa Viral NADL como virus stock, mismo que debe ser diluido a una
concentracion de 100 TCIDsg en 50 pl de medio DMEM F-12 sin A/A ni SE.

- Muestra de suero problema

- Tripsina/EDTA

- Antibi6tico y Antimicético (A/A)

3.4.2.3. Material necesario

Micropipetas de 10 pl, 200 ply 1000 pl

- Placas de 96 pozos para microtitulacion

- Micropipetas multicanales de 100 ul y 300 pl

- Pipetas seroldgicas estériles de 5, 10, 25 ml

- Puntillas para micropipeta estériles de 10, 200 y 1000 pl
- Dispensador multicanal estériles de 50 mly 100 ml

- Depésitos de vidrio para soluciones estériles de 20 ml, 50 ml, 100 ml
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3.4.2.4. Equipo e instrumentos

- Incubadora de CO,a 37°C y 5% de CO,
- Auxiliar de pipetas

- Campana de flujo laminar

- Microscopio 6ptico invertido

- Refrigerador a temperatura de 5-9°C

- Bafio Maria (37°C — 56°C)

- Congelador (-20°C)

- Agitador vortex

3.4.2.5. Procedimiento

1.- Tratamiento de la muestra: Los sueros y controles se descongelan a temperatura

ambiente y se mezclan mediante un agitador vortex, posteriormente se inactiva el

complemento en bafio maria a 56°C por 30 minutos.

2.- Colocacion del medio en las placas de prueba (Apéndice 1):

Placa 1: En los pozos correspondientes a las columnas A hasta H y las filas 1 al 4,
depositar 150 pl de medio DMEM-F12 sin A/A ni SE, usando una micropipeta
multicanal. En el resto de los pozos depositar 100 pl de medio DMEM F-12 sin A/A ni

SE en cada pozo.

Placa 2 a la 4 (Solo si son necesarios) Colocar 100 pl de medio DMEM F-12 sin A/A ni

SE, en cada uno de los pozos.
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3.- Colocacion y dilucidon del control positivo (CP) vy control negativo (CN) en la placa de

prueba 1 (Apéndice 1):

Placa 1: Colocar 50 ul de control positivo (CP) en los pozos A5, A6, B5y B6, y 50 pl de
control negativo (CN) en los pozos A7, A8, B7 y B8, mezclar con puntillas estériles y
nuevas el contenido de los pozos B5 al B8 como minimo 8 veces, tomar 50 pl y
depositarlos en los pozos de la columna siguiente (C5 al C8), asi sucesivamente hasta
los pozos de la columna H. Desechar los 50 pl de los pozos H5 al H8. Por ultimo
registrar en el formato F-377. Estos controles sirven solo para una corrida donde se

pueden analizar hasta 20 muestras.

4.- Colocacion y dilucién de las muestras de suero problema (SP) (Apéndice 1):

Placa 1: En esta placa se puede correr solo 2 muestras de suero problema por
duplicado, depositando 50 ul de suero problema 1 (SP1) en los pozos A9, A10, B9 y
B10, con puntillas nuevas y estériles, si fuera necesario por la cantidad de muestras,
depositar 50 pl del suero problema 2 (SP2) en los pozos All, A12, B11y B12. Mezclar
por lo menos 8 veces con puntillas nuevas y estériles el contenido de los pozos B9 al
B12 y tomar 50 ul y depositarlos en los pozos de la columna siguiente (C9 al C12).
Repetir el procedimiento de mezclado hasta los pozos de la ultima columna (H9 al H12).
Desechar 50 ul de los pozos H9 al H12. Por dltimo registrar el nUmero de caso y su

identificacion en el formato F-377.

Placas 2 a la 4: Estas placas se utilizan solo si la cantidad de muestras de suero

problema es superior a 2 e inferior a 20, depositando 50 pl de cada muestra de suero
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problema por duplicado en los pozos correspondientes desde Al al A12 y B1 al B12
identificAndose como suero problema 3 al 20 (SP3 al SP20). Analizar como maximo 6
muestras de suero problema por placa. Con puntillas nuevas y estériles, mezclar el
contenido de los pozos B1 al B12 por lo menos 8 veces y tomar 50 ul de la mezcla y
depositar en los pozos de la siguiente columna (C1 al C12). Repetir el procedimiento de
mezclado hasta los pozos de la ultima columna (H1 al H12). Desechar 50 ul de los
pozos H1 al H12, por ultimo registrar el nimero de caso y su identificacion en el formato

F-377.

5.- Colocacioén del virus NADL diluido en las placas de prueba 1 a la 4 (Apéndice 1).

Placa 1: Se depositan con una micropipeta multicanal, puntillas nuevas y estériles 50 pl
de virus NADL diluido a 100 TCIDs0/50 pl en cada pozo de las columnas B hasta H y las
filas 5 a la 12.Para evitar contaminacion de los pozos, no tocar el borde del pozo con la
puntilla. De los pozos 5 al 12 de la columna A no se deposita el virus diluido ya que

estos pozos servirdn como control de toxicidad de la muestra de suero problema.

Placas 2 a la 4: Depositar 50 ul de virus NADL diluido a 100TCIDs¢/50 pl en los pozos
correspondientes desde la columna B hasta H y las filas 1 a 12. Para evitar
contaminacion de los pozos, no tocar el borde del pozo con la puntilla. Los pozos 1 al
12 de la columna A no se depositan el virus diluido ya que estos pozos serviran como

control de toxicidad de la muestra de suero problema.

6.- Titulacion de la dilucion viral de uso (DVU) (Apéndice 1): Del virus de NADL diluido a

100 TCIDso/50 pl, depositar 50 pl en los pozos Al al A4 de la placa de prueba 1.
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Mezclar como minimo 8 veces, usando una micropipeta con puntillas nuevas y estériles,
tomar 50ul de la mezcla y depositar en los pozos de la siguiente columna (Bl al B4).
Repetir el procedimiento de mezclado hasta los pozos de la columna (Gl a
G4).Desechar 50ul de los pozos G1 a G4. Los pozos H1 a H4 no llevaran virus ya que

estos pozos serviran como control celular de prueba (CC).

7.-Incubacién de las placas de prueba sin células indicadoras: Las placas de prueba

(placas 1 a la 4) se incuban a 37°C +/- 0.5°C y una atmdsfera de 5% de COg, por un
tiempo de 90 minutos, antes de agregar las células indicadoras.

8.- Incorporacion de las células indicadoras e incubacion de las placas de prueba: Una

vez terminado el tiempo de incubacion de las placas de prueba sin células, se afiade 50
il de una suspension de células a razon de 2.5x10°50 pl células por pozo (Ver
instructivo de trabajo I-D- 019). Lo anterior usando una micropipeta multicanal, puntillas
nuevas y estériles, cuidando que la puntilla de la micropipeta no deberéa tocar el borde
del pozo para evitar contaminaciéon de las placas de prueba. Posteriormente las placas
de prueba se incubaran a 37°C +/- 0.5°C, con una atmésfera de 5% de CO, por un
tiempo de 3-5 dias.

9.- Revision de las placas de prueba: La revision de las placas es diaria usando un

microscopio invertido. Se revisa la monocapa celular de todos los pozos
completamente, verificando el crecimiento uniforme de las células, principalmente en
los pozos que contienen el control celular de prueba (G1 a G4).Ademas se verifica la

presencia o no de efecto citopatico (ECP) especifico de el virus NADL sobre la
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monocapa de las células de todos los pozos y se documenta en el formato F-377 como

(+) si existe ECP y (-) si no existe ECP.

El efecto citotoxico de las muestras de suero problema se marca con una linea
diagonal en la placa de prueba, asi como en el formato de trabajo (F-377). La
contaminacion bacteriana de los pozos se indica con un cambio en la coloracion del
medio de las placas de prueba y los pozos que presenten esta condicion no seran
tomados en cuenta en el resultado y se marca con una X sobre la placa de pruebay en

el formato de trabajo.
3.4.2.6. Célculo de los resultados y validacion de la prueba

Los titulos de anticuerpos neutralizantes en las muestras de suero problema (SP),
dilucion viral de uso (DVU) y controles positivos (CP) asi como negativos (CN) se

calcula mediante la formula utilizada por Spaerman-Karber.

Titulo= DR

Mediante la férmula Titulo= -log;o(D") [L0og10 DNso] esto es [Logio TCIDsg]
Donde:

r= a valores de reaccion, que es igual a (pozos de las placas de prueba sin ECP)(SP,

CP, CN)(pozos de DVU sin ECP)/ el numero de replicados en un grado de dilucién

R= Suma del valor de r+0.5

D=Factor de dilucion
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Los resultados de la seroneutralizacion viral para DVB se dan como el logaritmo
decimal de la dosis neutralizante al 50% (log10DNso)(-l0g10) 6 tambiéen la dilucion mas
alta de la muestra de suero problema en la cual no se observa ECP en el 50% de los

pozos de la placa de prueba.

3.4.3. Leptospira spp.

3.4.3.1. Descripcién general

La prueba utilizada para el diagndstico de Leptospira spp fue microaglutinacion
en placa, la cual es la técnica de referencia dentro de los ensayos seroldgicos para el
diagnéstico de las distintas serovariedades de este patdgeno. El principio del ensayo se
basa en la observacion con microscopio de campo oscuro la reaccion de aglutinacion
resultante de la mezcla de la dilucion inicial del cultivo de bacterias y la dilucion del
suero problema; una reaccidon se considera positiva cuando se produce una
microaglutinaciéon del 50% de las bacterias. Las serovariedades que se analizaron
fueron: L. icterohaemorragiae, L. pomona, L. bratislava, L. hardjo, L. tarassovi, L.

canicola, L. grippotyphosa y L. pyrogenes.

3.4.3.2. Material necesario

- Micropipeta ajustable sencilla
- Puntillas para micropipeta

- Placas de ELISA no cubiertas
- Microscopio de campo oscuro

- PBS (10X)

54



- Reservorios para pipetas multicanal
- Recipientes graduados (vasos y probetas)
- Reloj

- Medio de cultivo con 0.2% TPB

3.4.3.3. Preparacion

Obtencién de temperatura apropiada: Se debe trabajar a una temperatura promedio de

30°C.

Los antigenos: Las cepas de las bacterias seleccionadas deben haber crecido en un

medio de cultivo con 0.2% de TBP o Tween 80 BSA a 30°C, ademas el cultivo no debe

pasar entre 4-8 dias desde su preparacion.

PBS (1X): Se diluye una parte de la solucién concentrada de PBS 10X en 9 partes de

agua destilada.

Preparacién de dilucion de los sueros: Los sueros se diluyen a 1:50 con PBS 1X.

3.4.3.4. Procedimiento

1.- Se colocan en los pocillos de la placa 6 ul del suero previamente diluido a 1:50 con 6

ul del cultivo de la serovariedad a probar.

2.- se incuba la placa a 30°C por un intervalo de 2 horas.

3.- Después de la incubacion se procede a la observacion de microaglutinacion con el

microscopio de campo oscuro con una amplificacion de 200X.
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4.-El porcentaje de las bacterias libres se compara con el control en donde el cultivo se

diluye 1:2 con PBS al 1X.

3.4.3.5. Interpretacion de resultados

Se estima el porcentaje de aglutinacion y cuando se presente un 50% de
aglutinacion posteriormente se procede a la titulacion del suero problema hasta que no

suceda o disminuya significativamente la aglutinacion.

3.4.4. Brucella abortus

3.4.4.1. Descripcién general

El diagnéstico se realizé con muestras de suero sanguineo mediante el uso de la
prueba de Rosa de Bengala la cual se utiliza en el diagndéstico de la brucelosis como
prueba tamiz por ser sencilla, rapida y sensible, aunque cualquier resultado positivo
debe ser confirmado con otras pruebas bacteriolégicas y serologicas. Esta prueba
detecta anticuerpos aglutinantes empleando células de Brucella inactivadas, tefidas
con el colorante Rosa de Bengala y ajustadas a un pH acido. El pH &cido de la
suspension impide la aglutinacion inespecifica de las bacterias, contribuyendo asi a la
especificidad de la prueba. En la reaccion intervienen anticuerpos aglutinantes 1gG, IgM
e IgA. El antigeno y el método empleado esta acorde a la NOM-041-ZO0-1995 de la

Campaia Nacional contra la Brucelosis en los Animales (SAGARPA).
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3.4.4.2. Material necesario

- Antigeno elaborado con la cepa 1119-3 de Brucella abortus tefiido con el

colorante Rosa de Bengala, pH de 3.65 (x0.05)
- Control positivo
- Control negativo

- Muestras de suero problema

3.4.4.3. Procedimiento

1.- Colocar 30 pl del suero a probar en una placa de aglutinacion.

2.- Colocar 30 pl del antigeno tefiido con el colorante Rosa de Bengala

3.- Mezclar el suero con el antigeno con una varilla mezcladora

4.- Agitar la placa manualmente.

3.4.4.4. Interpretacion de resultados

Una aglutinacion positiva indica la presencia de anticuerpos contra B. abortus.

3.5. Andlisis estadistico

La seroprevalencia de cada uno de los cuatro patbgenos se determiné mediante

la siguiente formula:

Prevalencia = Numero de animales positivos X 100

Numero de animales muestreados
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También se determiné el grado de asociacion entre los indices de seropositividad
y de seroprevalencia con la microrregion de procedencia del venado usando la prueba
de Chi-cuadrada. Los andlisis estadisticos se ejecutaron con la ayuda del paquete

computacional “SAS v6.12” (SAS, 1999).
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4. Resultados

4.1. Seroprevalencia de N. caninum

De las 204 muestras recolectadas, 175 muestras se analizaron para la deteccion
de anticuerpos contra N. caninum de las cuales 47 resultaron positivas a la prueba
representando un 26.9% de seroprevalencia general en el Noreste de Meéxico. La
seroprevalencia por microrregion fue de 18.5% (12/65) en Villaldama, 30.5% (18/59) en

Linares y 33.3% (17/51) en Villagran.

4.2. Seroprevalencia de Leptospira spp.

Se analizaron 51 muestras para la deteccion de anticuerpos contra Leptospira
spp (9 serovariedades) presentando una seroprevalencia general de 64.7% (33/51). Las
prevalencias observadas en las microrregiones fueron 35.3% (6/17) en Villaldama,

88.2% (15/17) en Linares y 70.6% (12/17) en Villagran.

En los sueros analizados se observo la presencia de anticuerpos contra 8
de las 9 serovariedades (Cuadro 5) que fueron probadas, con distintos grados de
titulacion (Cuadro 6). La serovariedad L. bratislava fue la predominante presentandose
en 19 de los 51 sueros, lo que representa una seroprevalencia general del 37.3%,
seguido por la serovariedad L. pomona observandose una prevalencia de anticuerpos
de 25.5% (13/51), después le siguen las serovariedades L. tarassovi con 13.7% (7/51),
L. pyrogenes con 9.8% (5/51), L. canicola con 5.9% (3/51), L. hardjo con 3.9% (2/51), L.
grippotyphosa con 2.0% y L. wolffi con 2.0%; no se encontrd evidencia serologica de la

serovariedad L. icterohaemorragiae.
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Por microrregion, en Villaldama se observaron 5 de las 9 serovariedades siendo
la predominante L. bratislava con una seroprevalencia de 23.5% (4/17), seguido por L.
pomona, L. hardjo, L. canicola y L. tarassovi, todas con una seroprevalencia de 5.9%
(1/17) cada una. Ademas, dos de las muestras resultaron seropositivas a 2 distintas
serovariedades (L. pomona-L. tarassovi y L. canicola-L. bratislava). Fue la microrregion
con menor numero de animales seropositivos. En Linares, solo se presentaron 4 de las
9 serovariedades estudiadas, de las cuales predominé L. bratislava con 58.8% (10/17),
siendo esta la mayor prevalencia de esta serovariedad de las tres microrregiones; L.
pomona presentd una seroprevalencia de 29.4% (5/17); solo se encontré evidencia de
anticuerpos contra L. grippotyphosa en esta microrregion cuya prevalencia fue de 5.9%
(1/17); y por ultimo, se observé una seroprevalencia de L. hardjo de 5.9% (1/17).
Ademas, dos de las muestras resultaron seropositivas a dos distintas serovariedades
(L. pomona-L. bratislava). En Villagrdn se observd una mayor diversidad de
serovariedades encontrandose 6 de las 9 serovariedades analizadas, asi como también
se observd un mayor titulo de anticuerpos llegando hasta 1:400. La serovariedad
predominante fue L. pomona con una seroprevalencia de 41.2% (7/17), siendo la mas
alta entre las microrregiones analizadas; L. tarassovi presentd una prevalencia de
35.3% (6/17) seguido por L. bratislava con 29.4% (5/17) y L. pyrogenes 29.4% (5/17), la
cual solo se observo en esta microrregion; L. canicola presentd una prevalencia de
11.8% (2/17) y L. wolffi de 5.9% (1/17), esta ultima solo encontrdndose en esta

microrregion.
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Cuadro 5. Seroprevalencia de Leptospira spp. en poblaciones de venado cola blanca
en tres microrregiones del Noreste de México.

Villaldama Linares Villagran Total

L. hardjo 5.9% 5.9% 0.0% 3.9%
L. pyrogenes 0.0% 0.0% 29.4% 9.8%
L. grippotyphosa 0.0% 5.9% 0.0% 2.0%
L. canicola 5.9% 0.0% 11.8% 5.9%
L. pomona 5.9% 29.4% 41.2% 25.5%
L.wolffi 0.0% 0.0% 5.9% 2.0%
L. bratislava 23.5% 58.8% 29.4% 37.3%
L. tarassovi 5.9% 0.0% 35.3% 13.7%

No se incluyé la serovariedad Icterohemorragiae debido a que no se encontré evidencia de actividad serolégica en las poblaciones
analizadas

Cuadro 6. Seropositividad contra distintas serovariedades de Leptospira spp. en
poblaciones de venado cola blanca en tres microrregiones del Noreste de México.

Titulos
"1:100 "1:200 "1:400 Positivos
Villaldama
L. hardjo 1 - - 1
L. grippotyphosa 1 - - 1
L. pomona 1 - - 1
L. bratislava 4 - - 4
L. tarassovi 1 - - 1
Linares
L. hardjo 1 - - 1
L. canicola 1 - - 1
L. pomona 4 1 - 5
L. bratislava 10 - - 10
Villagran
L. pyrogenes 2 - 3 5
L. canicola 1 1 - 2
L. pomona 2 3 2 7
L.wolffi - 1 - 1
L. bratislava 3 2 1 6
L. tarassovi 3 2 - 5
Total 35 10 6 51
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4.3. Seroprevalencia de VDVB

Se analizaron 158 sueros de venado cola blanca para la deteccion de
anticuerpos contra el Virus de la Diarrea Viral Bovina mediante la prueba de
seroneutralizacion, no encontrdndose evidencia de la presencia de anticuerpos contra

este virus.

4.4. Seroprevalencia de Brucella abortus

Para la deteccion serolégica de Brucella abortus, se analizaron un total de 204
muestras de suero de venado cola blanca a las cuales se les realiz6 la prueba de Rosa

de Bengala. Ninguna de las muestras seroldgicas result6 positiva a la prueba.

Cuadro 7. Seroprevalencia de Brucella abortus, VDVB, Neospora caninum y Leptospira
spp. en poblaciones de venado cola blanca en el Noreste de México

Microrregion

Patbégeno Mugstras Villaldama* Linares* Villagran* Total*
analizadas

Brucella abortus 204 0.0 0.0 0.0 0.0

VDVB 158 0.0 0.0 0.0 0.0

Neospora caninum 175 18.5 30.5 33.3 26.9

Leptospira spp 51 35.3 88.2 70.6 64.7
L. bratislava - 23.5 58.8 29.4 37.3
L. pomona - 5.9 294 41.2 255
L. tarassovi - 5.9 0.0 35.3 13.7
L. pyrogenes - 0.0 0.0 29.4 9.8
L. canicola - 5.9 0.0 11.8 5.9
L. hardjo - 5.9 5.9 0.0 3.9
L. grippotyphosa - 0.0 5.9 0.0 2.0
L. wolffi - 0.0 0.0 5.9 2.0
L. icterohemorragiae - 0.0 0.0 0.0 0.0

*Las columnas estan expresadas en porcentaje (%).
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4.5. Asociacion entre la prevalencia de anticuerpos contra N. caninum y la

microrregion analizada

Después de la determinacion de la seroprevalencia contra N. caninum, se realizé
una tabla de contingencia para determinar la asociacion entre el indice de
seropositividad y seroprevalencia con la microrregion de procedencia de la muestra,
analizandose por la prueba de Chi-cuadrada. En el Cuadro 8 se muestran los valores
esperados obtenidos en el cuadro de contingencia y los valores observados en el
estudio, no se encontr6 una asociacion estadisticamente significativa entre ambos

factores.

Cuadro 8. Andlisis de contingencia de Chi-cuadrada para estimar la asociacion entre la
seroprevalencia de Neospora caninum en Venados Cola Blanca Texano con la
microrregion de procedencia.

Microrregion Valores Valores Seroprevalencia
esperados* observados

Villaldama, N.L 17.5/475 12 /53 18.5%

Linares, N.L 15.8/43.2 18/41 30.5%

Villagran, Tamps. 13.7/37.3 17/34 33.3%

* Valores esperados obtenidos con una tabla de contingencia donde se presenté un valor critico de
X?95=5.99 el valor de X° es de 3.82<5.99, por lo que la seroprevalencia y seropositividad son
independientes a la microrregién de procedencia con un nivel de significancia de 0.05.
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4.6. Asociacion entre la prevalencia de anticuerpos contra Leptospira spp. Yy

la microrregion analizada

Al encontrar evidencia de anticuerpos contra las distintas serovariedades de
Leptospira spp. previamente mencionadas, se procedié con la realizacion de un analisis
de contingencia de Chi-cuadrada para estimar la asociacién entre el indice de
seropositividad y seroprevalencia con la microrregion de procedencia de la muestra,
donde se encontr6 una asociacion estadisticamente significativa (P<0.05) entre la

microrregion analizada y la prevalencia de leptospirosis (Cuadro 9).

Al encontrarse que la prevalencia de leptospirosis y el lugar de procedencia de la
muestra estan estadisticamente relacionados, se analizO la asociacion entre la
seroprevalencia del patégeno con las caracteristicas geograficas y ambientales (altura,
precipitacion media anual y temperatura media anual) propias de cada microrregion. En
los resultados de dicho andlisis se observd que individuos expuestos a una
precipitacion media anual mayor de 600 mm y una altitud mayor a 400 msnm tienen 7
veces mas probabilidades de estar expuestos a alguna de las serovariedades de
Leptospira spp.; asi como también en ambientes mas frescos debajo de los 20 °C se
tiene entre 1.47 y 30.19 mas probabilidades de estar expuestos al patégeno. En el

Cuadro 10 se muestran los valores de OR para los factores de riesgo ambientales.
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Cuadro 9. Analisis de contingencia de Chi-cuadrada para estimar la asociacion entre la
seroprevalencia de Leptospira spp. en venados cola blanca texano con la microrregion
de procedencia.

Microrregion Valores Valores Seroprevalencia
esperados* observados

Villaldama, N.L 11/6 6/11 35.3%

Linares, N.L 11/6 15 /2 88.2%

Villagran, Tamps. 11/6 12/5 70.6%

* Valores esperados obtenidos en una tabla de contingencia donde se presentd un valor critico
de X245=5.99 el valor de X? es de 10.81>5.99, por lo que la seropositividad y la microrregion
estan significativamente asociadas con un nivel de significancia de 0.05.

Cuadro 10. Factores de riesgo ambientales asociados a anticuerpos contra Leptospira
spp. en venado cola blanca en el Noreste de México.

Altitud vy
Precipitacion  Total Positivos Prevalencias OR 1Cos50% P
media anual
=400 msnm/ 5, 27 79.4%  7.07 2.03-24.57 0.0019
2600 mm
<400 msnm/
<600 mm 17 6 35.3% 1
Temperatura
>20°C 34 18 52.9% 1 0.0129
<20°C 17 15 88.2% 6.67 1.47-30.19

IC: Intervalo de confianza.
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5. Discusién

5.1. Neospora caninum

Los datos del presente estudio muestran indices de seropositividad de
moderados a altos (18-33%) contra Neospora caninum en tres microrregiones de la
zona noreste de México; los resultados observados muestran una mayor presencia de
anticuerpos que lo reportado por Olamendi-Portugal et al (2012) en un estudio realizado
en la region fronteriza de la zona Noreste de México donde se encontré una prevalencia
de 8.4% (31/368) en poblaciones de venado cola blanca en UMA’s extensivas; asi
como también en lo reportado por Bautista (2011), donde se observé una
seroprevalencia de este parasito de 11% (4/37) en cérvidos exéticos (Axis y Gamo
europeo) en una UMA de manejo extensivo ubicada en Soto la Marina, Tamaulipas;
esta diferencia en la prevalencia del parasito N. caninum puede estar obedeciendo a
factores externos al microambiente ya que, aparentemente, no existe una asociacion
entre la seroprevalencia con la microrregion analizada, segun con lo encontrado en el
presente trabajo. Los factores externos al microambiente que pueden afectar la
prevalencia y distribucion de N. caninum dentro de las poblaciones de cérvidos podrian
estar relacionados con el manejo de las explotaciones animales y/o debido a la
presencia de hospedadores en la region, asi como a factores desconocidos. En un
estudio realizado en hatos con sistema vaca-cria del estado de Nuevo Leon
(Dominguez-Diaz, 2009) se encontraron distintos factores de riesgo asociados al
manejo de la explotacion, como el manejo de las praderas, el tamafo del hato, la

disposicion de las placentas y desechos de abortos. Si comparamos los estudios
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realizados en la region por el tipo de explotacion (intensivo o semi-intensivo vs
extensivo) de poblaciones de rumiantes domeésticos y silvestres, cabe destacar que la
diferencia de seroprevalencias del parasito entre las poblaciones de rumiantes son muy
distintas, sin embargo se observa una tendencia a la alta en la prevalencia en ambas
especies que puede deberse a distintos factores, uno de los mas evidente es la
densidad poblacional dentro de las explotaciones, lo que podria estar alterando la
distribucién y prevalencia de Neospora caninum entre las poblaciones de venado cola
blanca. También la evidencia serologica de la presencia del parasito en ganado bovino
en estudios realizados en la region (Dominguez-Diaz, 2009), donde se reporté una
prevalencia de 3% y 8.5% en los municipios de Villaldama y Linares, respectivamente;
lo que indica que es muy probable que el parasito circule dentro y entre distintas

poblaciones de rumiantes silvestres y domésticos.

5.2. Leptospira spp.

Debido a los diversos factores que influyen en la epidemiologia de este
patégeno, como lo son condiciones ambientales como la temperatura y la humedad del
hébitat, asi como factores de manejo como la densidad de animales dentro de una
regibn y también la interaccion entre distintas especies animales domésticas o
silvestres, estos factores pueden favorecer en la transmision y prevalencia de la
bacteria no solo en animales domeésticos de interés productivo, sino también en
especies silvestres como el venado cola blanca la cual puede influir de la misma
manera en la prevalencia de la enfermedad en animales domésticos. En el presente

trabajo se observé que la prevalencia de anticuerpos contra Leptospira spp en las
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poblaciones estudiadas de venado cola blanca fue alta de 64.7% (35.3%-88.2%) siendo
en general las serovariedades predominantes L. bratislava y L. pomona, lo que coincide
con lo encontrado en un estudio realizado en Minnesota, donde encontraron 43% de
animales seropositivos a las mismas serovariedades (Goyal et al., 1992), pero
contrastante a lo reportado por Cantu et al., (2008) en un estudio realizado en el
Noreste de México y a lo publicado por Wolf et al. (2008) de una region del medio oeste
de los Estados Unido de América. En ambos estudios, se observaron seroprevalencias
relativamente bajas de 5.6% y 19% respectivamente, coincidiendo en éste ultimo las
serovariedades observadas L. pomona y L. bratislava, asi como también la
serovariedad L. grippotyphosa; a diferencia de lo observado por Cantu et al. (2008) el
cual reporté evidencia seroldgica solo de la serovariedad L. hardjo. En un estudio
realizado en cérvidos exoticos en una UMA localizada en Soto la Marina, Tamaulipas,
se observé una seroprevalencia del 13.6% predominando las serovariedades L.
bratislava y L. muenchen (Bautista, 2011); esta diferencia en las prevalencias de
leptospirosis en los distintos estudios mencionados puede deberse al tipo y manejo de
la explotacion y/o a variables ambientales de las regiones estudiadas, siendo en
condiciones de confinamiento o alta densidad poblacional, asi como condiciones
ambientales en las que se mantenga una humedad adecuada para la supervivencia de
Leptospira en el ambiente, probables factores de alta importancia para el aumento en la
prevalencia de la bacteria. En el presente estudio se identificaron anticuerpos contra 8
de 9 serovariedades analizadas, en Linares se encontraron 4 serovariedades (L. hardjo,
L. canicola, L. pomona y L. bratislava); en Villaldama 5 serovariedades (L. hardjo, L.

grippotyphosa, L. pomona, L. bratislava y L. tarassovi); y en Villagrdn 6 de las 9
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serovariedades (L. pyrogenes, L. canicola, L. pomona, L. bratislava, L. wolffi y L.
tarassovi) esta Ultima siendo la que mayor nimero de serovariedades presentd lo que
puede deberse a la humedad presente en el ambiente de esta microrregion debido las
altas precipitaciones. Las Unicas serovariedades presentes en las tres microrregiones
son L. bratislava y L. pomona, esto puede ser debido a las condiciones ambientales y
geograficas predisponentes para su desarrollo estan presentes en dichas
microrregiones, asi como pueden presentar una mayor adaptabilidad a estas o puede
ser que los cérvidos sean mas predisponentes a dichas serovariedades. Otro probable
factor que puede influir en la prevalencia de algunas serovariedades es la interaccion
con especies reservorias de las mismas, de las serovariedades predominantes en este
estudio L. bratislava se asocia a distintos reservorios, siendo el cerdo el principal entre
las especies domésticas y en menor medida a bovinos; en el caso de L. pomona
diversas especies domésticas pueden ser potenciales reservorios como bovinos,
ovejas, cabras, caballos y cerdos; por lo tanto la probable interaccién directa o indirecta
del venado cola blanca con bovinos y cerdos cercanos a las explotaciones muestreadas
asi como con otras especies domeésticas y silvestres, puede estar influyendo en la

prevalencia de dichas serovariedades.

También se identificaron factores de riesgo ambientales y geograficos asociados
(P<0.05) a la prevalencia del patogeno como lo son temperatura, altura y precipitacion;
estos factores pueden no solo afectar la circulacion del patdgeno, sino también a la
presencia de un mayor numero de serovariedades como se observlo en el presente

estudid. La identificacion de factores ambientales, como lo son la precipitacion y la
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temperatura asociados a la seroprevalencia del patdgeno, asi como otros factores de
riesgo ajenos al microambiente, en poblaciones semi-intensivas de venado cola blanca
nos puede ayudar no solo a la comprension y entendimiento del patdgeno sino también

al control y prevencion del mismo.

5.3. VDVB

Interesantemente y a diferencia de lo reportado en estudios seroldgicos
anteriores que se han realizado en cérvidos en el Noreste de México, en los cuales se
han encontrado prevalencias de 24.3-63.5% (Bautista-Pifia, 2011; Canta et al., 2008),
en el presente trabajo no se encontrd evidencia serolégica contra el Pestivirus Diarrea
Viral Bovina (VDVB-1, cepa NADL), por lo que es altamente probable, y dada la
sensibilidad y especificidad de la prueba de seroneutralizacion, que las poblaciones
estudiadas no han sido expuestas al Virus de la Diarrea Viral tipo 1 6 Pestivirus
estrechamente relacionados a nivel antigénico. La diferencia entre lo encontrado en el
presente estudio y lo reportado previamente en la region, tal vez puede deberse al
método seroldgico empleado ya que en el presente trabajo se utilizd la técnica de
seroneutralizacion viral considerada como la “prueba de oro” para la deteccién de
anticuerpos contra VDVB ,y no una prueba ELISA como en los trabajos previamente
realizados, porque ademas de su alta sensibilidad presenta un gran especificidad
siendo utilizada en trabajos previos para la deteccion del VDVB en cérvidos del oeste
de Estados Unidos (Aguirre et al., 1995) detectando una seroprevalencia de 55-59% en
dos especies de cérvidos nativos de dicha region; otro factor que puede haber

influenciado en el que no se encontrara evidencia de anticuerpos contra este patégeno
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puede ser el tipo de muestreo, debido a que fue un muestreo de conveniencia por lo
cual se tuvo la limitante del nUmero y cantidad de muestras obtenidas, donde puede ser
qgue el niamero de individuos expuestos al patdgeno sea tan pequefio que el tamafo de
la muestra no fue suficiente para reflejar el verdadero estado de la poblacion estudiada,
como lo reportado en un estudio realizado en Indiana, Estados Unidos donde se
encontré una prevalencia de 0.3% (2/745) en poblaciones de venado cola blanca
(Pogranichniy et al., 2008) donde se necesitdé un gran nimero de muestras para su
deteccidén seroldgica ; también otro factor que pudo haber influenciado en que las
poblaciones de venado estudiadas hayan presentado una seroprevalencia contra el
VDVB mucho menor a las reportadas en la regién anteriormente, pudo deberse a la
falta de interaccion con especies de rumiantes domeésticos, especialmente bovinos,
debido a que las poblaciones estudiadas en el presente estudio estan en condicion de
cautiverio, dicha interaccibn ha sido identificado como factor de riesgo en la
seroprevalencia del virus en venado cola blanca (Cantu et al., 2008); asi como el haber
muestreado en una zona diferente con condiciones ambientales y de una mayor

densidad poblacional a la previamente estudiadas.

5.4. Brucella abortus

Los resultados del presente estudio muestran la ausencia de anticuerpos contra
el patdbgeno en poblaciones de venado cola blanca, esto concuerda con estudios
anteriormente realizados en México y Estados Unidos en venados (Aguirre et al., 1995;
Wolf et al., 2008; Cantu et al., 2008; Martinez et al., 1999; Contreras et al., 2007). A

pesar de la falta de evidencia de anticuerpos contra brucelosis y debido al impacto
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productivo y zoosanitario de la enfermedad, es importante su monitoreo en las diversas

especies que pudieran ser afectadas.

6. Conclusiones

Las poblaciones de venado cola blanca texano manejados intensiva o semi-
intensivamente y localizados en tres distintas microrregiones del Noreste de México
muestran anticuerpos contra Neospora caninum y distintas variedades de Leptospira
spp.

Aparentemente existe una ausencia de seropositividad contra Brucella abortus y
el Virus de la Diarrea Viral Bovina (Pestivirus, cepa NADL) en las poblaciones de
venado cola blanca texano de las tres microrregiones selectas del Noreste de México.

La serovariedades de Leptospira spp. de mayor predominancia fueron L.
bratislava y L. Pomona, no obstante también ocurre seropositividad en venado cola
blanca texano contra otras serovariedades (L.tarassovi, L.pyrogenes, L.canicola, L.
hardjo, L. grippotyphosa, L. wolffi) de multiples reservorios.

Se determind una clara relacion entre la presencia de anticuerpos anti-leptospira
spp. venado cola blanca texano con la microrregion de procedencia, en la cual influye
fuertemente la precipitacion media anual y la altura snm.

Se encontrd que Neospora caninum Yy distintas variedades de Leptospira spp. co-
circulan en venado cola blanca texano localizados en distintas microrregiones del

noreste de México.
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Apéndice. Distribucidén de las muestras en las placas para la realizacién de la prueba

de seroneutralizacion para la deteccion de anticuerpos contra VDVB.

PLACA 1

A B C D E F G H
DVU cc
DVU cc
DVU cc
DVU cc
cp | cp

cp | cp

cN | cN

cN | cN

sP1 | sp1

sP1 | sp1

sp2 | sp2

sp2 | sp2

1:3

1:9

1:27

1:81

1:243

1:729

1:2187
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PLACAS 2 A4
A B C D E F G H
sp | sp
sp | sp
sp | sp
sp | sp
sp | sp
sp | sp
sp | sp
sp | sp
sp | sp
sp | sp
sp | sp
sp | sp

1:3

1:9

1:27

1:81

1:243

1:729

1:2187
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