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RESUMEN

La Neosporosis es una enfermedad extendida a nivel mundial caracterizada en

muchos paises como la principal causa de aborto bovino, provocando grandes
perdidas econdmicas. El objetivo del estudio fue describir la epidemiologia de la
Neosporosis en la cuenca lechera sur del Uruguay, estimando la seroprevalencia en

bovinos y perros de tambo, estudiar la relacién entre ambas e identificar factores
asociados a la seroprevalencia bovina. Se realiz6 un estudio transversal en 84
establecimientos durante los afios 2001 -03. Los tambos fueron seleccionados a través
de veterinarios y por muestreo aeatorio estr atificado por departamento. Fueron
muestreadas 20 vacas por tambo, totalizando 1597 muestras. La serologia se evalud

por ELISA (bovinos) e IFI (perros). Mediante cuestionario se relevaron aspectos de

manejo, sanitarios, productivos, presencia de aves, roed ores y zorros. Los factores
fueron evaluados mediante un estudio de casos (seroprevalencia=20%) y controles y
las variables continuas mediante regresion multiple. Para el porcentgje de abortos y

el nimero de servicio por prefiez se utilizaron pruebas no -paramétricas. La
seroprevalencia estimada en bovinos fue de 22% + 5,2% con una difusion de 92%.
Los perros muestreados fueron 212, promediando 2,32 + 1,52 por establecimiento,

cuya seroprevalencia fue 41% y la difusion 63%. La seroprevalencia en bovinos no
mostré relacion con la presencia o € nimero de perros, ni su serologia.  Ninguno de
los factores de mangjo evaluados fue significativo. Las diferencias en produccion de

leche, intervalos interparto, porcentaje de abortos y nimero de servicios por prefiez

no fueron significativas. N. caninum esta presente en la cuenca lechera sur con muy
alta difusién en los rodeos. No se identificaron factores de riesgo o proteccion

asociados a atas seroprevalencias en nuestras condiciones productivas.

SUMMARY

Neosporosisis awidespread disease all over the world, characterized as an important
cause of abortion in cattle causing big economic loses. The objective of this study
was to describe the epidemiology of the disease in the Uruguayan dairy region
(south), to estimate the seroprevalence in dairy cattle and dogs, study the relationship
between them and identify the associated factors to the seroprevalence in cattle. A
cross-sectional study on 84 herds was done during the period 2001 -03. The herds
were selected by practitioners and by a stratified random sampling by department.
Samples of 20 cows were collected obtaining 1597 samples. Antibody detection was
done by ELISA for cattle and IFI for dogs. A questioner was done to get data about
management, sanitary, productive i ssues, and the presence of foxes, rodents and wild
birds. A case-control study to evaluate the possible risk factors and a multiple
regression model to the continuous variables were performed. Non parametric tests
were used to estimate the percentage of abortions and number of serves. The
estimated seroprevalence in cattle was 22% + 5,2% with a diffusion of 92%. A
sample of 212 dogs were tested, with amean of 2,32 + 1,52 by farm and a prevalence
of 41% with a diffusion of 61%. No relationship between dog’s presence, number or
serostatus with the seroprevalence in cattle was found. None of the management
factors evaluated were significant in relation with the seroprevalence in cattle. There
were no significant differences between milk productions, intercalvi ng intervals,
abortion rate, and number of serves. N. caninum is present in the south part of the
country with a high diffusion in herds. It was not possible to identify risk or
protection factors to high prevalence levels under Uruguayan productive system.
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1. ANTECEDENTES

a. Introduccion

Neospora caninum es un protozoario perteneciente a la familia Sarcocystidae,
phylum Apicomplexa, estrechamente relacionado con Toxoplasma gondii que causa
enfermedad neuromuscular neonatal en perros y abortos en €l ganado (Dubey &
Lindsay 1996b*°; Barr et al. 1997%% Lindsay et al. 2001%) y cuya distribucién es
mundial (Dubey 2003b>.

Fue gtzaconocido por primera vez en 1984 en perros en Noruega (Bjerkas et al.
1984).

La descripcion de N. caninum como un nuevo género y especie fue realizada por
Dubey et al. (1988*), y luego se actualiz6 su descripcién por Dubey et al. (2002) *%.
N. caninum fue reportada por primera vez como causa de abortos en vacas lecheras
en 1989 en un rebafio en Nuevo México (Thilsted & Dubey 1989 4.

b. Ciclo biol6gico y morfologia

Su ciclo biol6gico involucra 3 fases (Atkinson et al. 2000 °), 1- fase de multiplicacion
rapida con formacion de taquizoitos, 2 - fase de multiplicacion lenta con formacion de
bradizoitos y 3- fase sexuada con eliminacion de ooquistes.

El protozoario comienza su reproduccion sexuada en el tracto gastrointestinal del

huésped definitivo y los ooquistes de 10-11 pm de diametro son eliminados a través
de las heces. La duracion del periodo prepatente es de 5 a 8 dias. Més de 1 millon de
estos ooquistes se excretan durante el periodo de eliminacién que puede durar

semanas. En condi ciones ambiental es favorables pueden esporular dentro de 24 horas
(Lindsay et al. 1999%; Dubey 1999a™). Una vez infectivos, los ooquistes son
bastante resistentes a los efectos ambientales y pueden permanecer viables en €l

suelo, aguay en reservas alimenticias del ganado ( Dubey & Lindsay 1996b*).

McAllister et al. (1998b)'% encontraron ooquistes de N. caninum en las heces del
perro. Los ooquistes encontrados fueron morfologicamente similares a los de T.
gondii, Hammondia hammondi y Hammondia heydorni. Schares et al. (2005)
encontraron ooquiste en materia fecal de perros con infeccién natural, que fueron
més cortos y con menor relacion longitud/ancho en soluciones concentradas de
sucrosa, sugiriendo estas diferencias morfoldgicas, especialmente con H. heydorni,
como criterio preliminar para la identificacion de N. caninum en materia fecal de
perros. Los ooquistes tienen una estructura semejante a los de Isospora sp.,
conteniendo 2 esporoquistes con 4 esporozoitos cada uno ( Lindsay & Dubey 1993%%).
En otro estudio perros alimentados con cerebros de ratdn que contenian quistes
tisulares de N. caninum, excretaron ooquistes en sus heces (Lindsay et a 2001 *).
Hasta el momento se consideran hospederos definitivos a perro ( McAllister et al.
1998b'%; Lindsay et a., 1999%) y a coyote, hecho que se ha comprobado
recientemente (Gondim et al. 2004b®).

Los estadios entero-epitelial de N. caninum previos a la formacion de ooquistes en el
huésped definitivo son desconocidos, no siendo posible hasta el momento localizar y
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describi rsgsquizontes y gamontes dentro del tracto intestinal de los caninos (Dubey et
al. 2002)™-.

L os ooqui stes contaminan praderas, alimentos 0 agua y de esta manera, viaingestion,

los hospederos intermediarios adquieren el parasito (Dubey 1999a *°). Después de que
el huésped intermediario ingiere el ooquiste esporulado, pasan a través de la pared

intestinal, ingresan a torrente sanguineo o linféico y comienza la fase de
multiplicacion rdpida con formacién de taquizoitos, de ubicacion intracelular, que

miden 3a7 ym x 1 a 5 ym. Se localizan con preferencia en ¢ élulas nerviosas pero se
multiplican en muchos tipos de células diferentes. Los taquizoitos penetran
activamente las células y se dividen répidamente y son capaces de cruzar la placenta
para causar infecciones fetales en ganado prefiado. Los taquizoitos proliferan hasta
gue las células del huésped se destruyen y entonces nuevamente infectan otras

células vecinas (Innes et al. 2000%).

Infecciones naturales fueron reportadas en una variedad de huéspedes intermediarios
incluyendo perros, ganado, ovejas, cabras, caballos, bufalos de agua y ciervos
(Dubey & Lindsay 1996b*°). Se han reportado presencia de anticuerpos contra la N.
caninum en canidos salvajes como |os zorros britanicos y dingos australianos (Barber
et al 1997"°), el zorro rojo y gris, el zorro de Chiloé, camélidos y felinos (Buxton et
a. 2002*°; Dubey 2003b™%), como también en animales marinos (Dubey et al.
2003a>). Ferroglio el al. (2003) en un estudio realizado en e Masai-Mara (Kenya
meridional), encontré presencia de anticuerpos de N. caninum en cebras, oryx,
bufal os africanos, gacelas Thompson, impalas, jabalis, leones, hienasy chitas.

Infecciones experimentales han sido producidas en ratones, perros, zorros, cabras,
gatos, oveas, coyotes, cerdos, gerbos, congos y ganado (Dubey & Lindsay,
1996b*).

Mientras el sistema inmune del hospedero comienza a responder, la replicacion del
protozoario se enlentece y comienza la fase de multiplicacion lenta con formacion de
bradizoitos ubicados al interior de un quiste tisular de 100 a 107 ym de di ametro. Se
localizan en el SNC incluida la retina (Dubey 1999a™°; Peters et al. 2001**"; Dubey et
al. 2002°?). Estos quistes tisulares de crecimiento lento, contienen cientos de células
infectivas, y pueden mantener lainfecci 6n en el hospedero intermediario de por vida

Dijkstra et al (2001)* alimentaron tres perros con tejido cotiledonario de vacas
seropositivas a N. caninum, los cuales liberaron ooquistes inmediatamente después
de la primera exposicion a parasito. Alimentaciones subsecuentes de placenta
infectada con N. caninum en los mismos tres perros no resultaron en una nueva
liberacién de ooquistes. Este experimento mostré que la N. caninum puede
transmitirse del ganado al os perros si éstos comen placenta infectada con el parasito.
En el mismo estudio ninguno de los dos perros alimentados con calostro bovino con
taguizoitos de N. caninum eliminaron ooquistes.

Gondim et al. (2005)%, evaluaron la eliminacién de ooquistes de N. caninum en
perros que previamente ya lo habian hecho. Alimentaron con tegidos bovinos
infectados a 5 perros que previamente habian eliminado ooquistes. Volvieron a
eliminar ooquistes dos de tres perros cuya re-exposicion habia sido entre 18 y 20
meses luego del primer desafio. Otros dos perros fueron re-expuestos 8 meses
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después de la exposicion primaria no volvieron a eliminar ooquistes. Estos resultados
indicarian que luego de la exposicién los perros podri an ser refractarios por algunos
meses. Comparando la produccion de ooquistes entre cachorros y perros adultos
encontraron que 12 cachorros eliminaron significativamente més ooquistes (media
166,400) comparados con 5 perros adultos (media 2,900), indicando que la edad del
perro puede influenciar la produccion de ooquistes.

En otro estudio ninguno de los nueve perros jovenes de entre 2 y 4 meses de edad
excretaron ooquistes, seroconvirtieron, tuvieron signos clinicos o lesiones
compatibles con N. caninum después de ser alimentados con placenta bovinay fetos
abortados infectados naturalmente por N. caninum (Bergeron 2001%).

McAllister et al. (1998a)'%" alimentaron seis gatos quistes tisulares, cerebros de ratén
homogenizados, y carcaza entera homogenizada de ratones seropositivos a N.
caninum. Ninguno de ellos elimind ooquistes de N. caninum

En los experimentos que demostraron y confirmaron a perro como huésped
definitivo (McAllister et al. 1998b*%% Lindsay et al., 1999%) , dos perros de cinco se
mantuvieron seronegativos luego de producir y eliminar ooquistes de N. caninum,
por lo tanto, no es posible afirmar la ausencia de infeccion en un perro solamente
basandose en |os resultados de test serol 6gicos.

Consecuentemente a los reportes de infecciones experimentales en perros
(McAllister et al. 1998b'%% Dijkstra et a. 2001*; Schares et al. 2001'*; Gondim et
al. 2002%%), Schares et al. (2005)*’ corroboraron eliminacién de ooquistes de N.
caninum en perros infectados naturalmente. Fueron evaluadas 24,089 muestras
fecales por coprologia. Se observaron ooquistes entre 9-14 um en 47 perros y se ellos
28 muestras fueron inoculadas en gerbos, de los cuales 7 tuvieron respuesta de
anticuerpos anti N. caninum, a su vez 5 fueron pasados con éxito a cultivos celulares.
Los ooquistes de N. caninum fueron encontrados predominantement e entre |os meses
de eneroy abril (invierno aleman).

Lindsay et al. (1996)% inocularon tres cachorros de coyote con cerebros de ratones
infectados con N. caninum originalmente aisladas de perros, ninguno de los
cachorros desarroll6 neosporosis 0 excretd ooquistes de N. caninum en sus heces,
pero desarrollaron anticuerpos anti N. caninum > 1:800. Barling et al. (2000b)*
reportaron a los coyotes y a los zorros grises como factores de riesgo para la
seropositividad del ganado a la N. caninum. Mas tarde Gondim et al.(2004b) %
alimentaron 4 cachorros de coyote con tegjidos de fetos bovinos infectados con N.
caninum y examinaron la materia fecal hasta 28 dias post infeccion. Un coyote
eliminé ooquistes demostrando que junto a perro es huésped definitivo de N.
caninum.

Los ciervos, una presa natural de los cénidos salvajes, son susceptibles de
infecciones naturales atribuibles a N. caninum (Barling et al. 2000b*%; Gondim et al.
2004a%"). Estos hallazgos proveen evidencia epidemiolégica de un ciclo de
transmision silvestre entre los canidos salvajesy el ganado.

En otro experimento 4 perros fueron alimentados con tegjido cerebral de venados
infectados naturalmente, 2 de los perros eliminaron ooquistes. Estos ooquistes
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administrados a un ternero produjeron altos titulos de anticuerpos indican do que la
N.caninum proveniente de animales silvestres puede infectar al ganado. Ademas en

el mismo estudio se reportaron seroprevalencias de anticuerpos de 39% para lobos

grises, 11% en coyotes, 26% en venados y 13% en alces. Estos datos son consistentes

con un ciclo de transmision silvestre entre cérvidos y canidos (Gondim et al.

2004a). Este ciclo en animales silvestres puede actuar como un reservorio dela N.
caninum. En la Figura 1 se observa el diagrama del ciclo biolégico con la
participacion de animales domésticos y silvestres de acuerdo a estado actual de

conocimiento sobre el mismo.

/—\ "‘r)
Transmission Cycle of Neospora caninum

McALUSTER LABORATORY

COLLEGE OF VETERINARY MEDICINE, Sylvatlc

Unversimy of Iiumots AT Ureana-CHAMPAICN Transmission Coyote
Cycle (definitive host)

Dog
Infected (definitive host)
carcass

placenta
mgested
Maturation & breeding  \fertical

of congenitally
infected heifer P"Opagatm“ Birth of carr with Heteroxenous Oocysts

Cycle F:g{gg}gg' Transmission passedin
CYCIe contaminate
cattle ration
Cross placental
Aborted. transmission infects fetus
“& premature, or

impaired calf
Birth of heaithy,
uninfected calf y
(cycle is broken) Ingested
- by cow

Figura 1: Ciclo Biolégico de Neospora caninum (Cortesiadel Dr. McAllister)
(http://www.cvm.uiuc.edu/faculty/attach/mmmcalli/neocycle.pdf ).

c. Transmision

Existen dos modos de infeccion, infeccion congénita e infeccion post natal. Ha sido
establecido que la transmision transplacental de la N. caninum de vaca aternero es la
ruta méas comun de infeccién en ganado (Paré et al. 1996 **; Anderson et al. 1997%
Schares et al. 19983, Davison et al. 1999*"; Anderson et al. 2000% Maley et al.
2003%; Piergili et al. 2003'**; Hall et a. 2005™). La eficiencia de este modo de
trasmision ha sido reportada en el 81% (Paré et al. 1996 '%%), 93% (Schares et al.
1998') y el 95 % (Davison et al. 1999*Y), basada en la presencia de anticuerpos pre-
calostrales en terneros nacidos de madres seropositivas. Sin embargo Pereira -Bueno
et al. (2000)** reportaron una eficiencia de 48% en un estudio prospectivo en
Esparia, pero los autores sugieren que la diferencia puede deberse a punto de corte
utilizado para la IFAT (1:1024). La infeccion puede ser propagada verticalmente a
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través de sucesivas generaciones (Bjorkman et al. 1996 %; Anderson et al. 1997
Wouda et al. 1998'"%). Generalmente se asume que e ganado puede permanecer
infectado con N. caninum de por vida Sin embargo, no todo el ganado infectado
trasmite lainfeccién atodas sus crias que sobreviven. (Wouda et al. 1998"7%).

Latransmision vertical ocurre porque la infeccién fetal frecuentemente no resulta en

aborto, pudiendo quedar el ternero que sobrevive como un anima infectado

persistentemente. La mayoria de los terneros infectados via vertica nacen

clinicamente sanos y sdlo en un pequefio porcentaje, alrededor de 5% de las veces,

ocurre muerte fetal (Williams et al. 2003 Maley et al. 2003%; Piergili 2003**). La
transmision congénita es evidente a estudiar la distribucion familiar de la serologia

en sucesivas generaciones (Bjorkman et al. 1996a%*; Paré et al. 1996'%%; Anderson et
al. 1997% Schareset al. 1998"*; Hall et a. 2005™).

A pesar de la eficiencia de la transmision vertical es evidente en el modelo tedrico,
gue lainfeccion N. caninum no puede ser sostenida en los rodeos sin una forma de
infeccion post natal (French et al. 1999) . Por otra parte, estudios epidemiol 6gicos y
observaciones de campo han provisto evidencias de infeccion post natal de ganado
con N. caninum. Observaciones importantes a este respecto han sido las curvas
epidemiol dgicas de brotes de aborto asociados a N. caninum sugiriendo un punto de
origen de exposicion (McAllister et a. 1996'%) y la falta de asociacion de
seropositividad entre madres e hijas de rodeos infectados (Thurmond et al. 1997¢ **°;
Mainar-Jaime et al. 1999%). Basada en la comparacion de 209 pares de madres e
hijas en 43 rodeos lecheros en Espafia, la fraccion atribuible a infeccidén congénita
fue estimada en un 56 % (Mainar -Jaime et al. 1999%). La falta de asociacion entre
madres e hijas seropositivas ha sido claramente demostrada en rodeos padeciendo
epidemias de abortos (Thurmond et al. 1997¢ ™). Ademés, diferencias notables en
seroprevalencia entre grupos de edad en rodeos asociados a abortos epidémicos por
N. caninum en Holanda, indican fuertemente la existencia de infeccion postnatal
(Woudaet a. 1999a'7).

La evidencia epidemiol 6gica de infeccion post natal en ganado es sostenida por una
demostracion experimental de que los terneros pueden ser infectados oralmente con

ooquistes de N. caninum (De Marez et a. 1999*)). Varios estudios han encontrado
una baja incidencia de seroconversion en rodeos infectados endémicamente

sugiriendo un nivel bajo de infeccion post natal (Paré et al. 1996 %%, Paré et al.
1997'%; Schares et al. 1998*; Davison et al. 1999 Hietala & Thurmon 1999%). Se
han estimado tasa anuales sumamente bajas, 0,9% (Hietala & Thurmon 1999°) y
1,9% (Davison et al. 1999*") . Pereira-Bueno et al. (2000)** en un estudio transversal
reportaron un 7% de animales seropostivos nacidos de vacas seronegativas, y en un

estudio prospectivo tasas de infeccion post natales de 6,8% (1997) y 4,5% (1998).

L os datos reportados por Pan et al . (2004)*#* mostraron 6,7% (167/2490) de animales
seropositivos cuyas madres eran seronegativas.

Se ha especulado que la transmision lactogénica de taquizoitos o la ingestion de
membranas fetales o fluidos uterinos conteniendo tagquizoitos puede contribuir a la
infeccion post natal (Schares et a. 1998'*; Davison et al. 1999*"). Los terneros
pueden ser infectados con N. caninum por medio de desafio oral con calostro o
sustitutos de leche infectado experimentalmente con tagquizoitos, aun hasta una
semana después de nacidos, pero no se comprobd infeccion cuando se les dio
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placenta, leche o calostro de vacas naturalmente infect adas con N. caninum. Por |o
tanto, transmisién horizontal de bovinos a bovinos es tedricamente posible, pero no
es probable que constituya una ruta natural de transmision dela N. caninum (Davison
et al. 2001%).

El bajo porcentagje (5%) de abortos repetidos debidos a Neosporosis (Anderson et al.

1995°), sugiere que el ganado puede desarrollar una inmunidad protectora contra los
abortos inducidos por N. caninum (Innes et al. 2000%; Innes et al. 2005%%). Existen
evidencias que indican que en la mayoria de los casos en que se produce infeccion

fetal con N. caninum estos no finalizan con aborto (Jenkins et al. 2002%).

Williams et al. (2000)*” infectaron vacas por inocularon intravenosa de N. caninum
en diferentes momentos antes y durante la gestacion. Cinco de seis fetos habian
muerto tres semanas post infeccidn en las vacas que estaban en el primer tercio de la
gestacion y se produjo reabsorcion embrionaria. Los seis fetos de las vacas que se
encontraban en el tercer tercio de la gestacion naci eron clinicamente sanos pero
congénitamente infectados. Esto indica que el momento de exposicion del feto ala N.
caninum es determinante del resultado de la gestacion. Por otra parte las seis vacas
inoculadas 7 semanas antes de la prefiez, tuvieron ternero s clinicamente sanos 'y sin
evidencia de infeccion transplacentaria. Este resultado indicaria que la infeccién en
adultos no causaria infeccion permanente o que una infeccion primaria en vacas no
prefiadas resulta en una respuesta inmune efectiva para prevenir la TPl. Las
diferencias entre vacas con infeccion post natal e infeccion congénita pueden tener

implicancias en el desarrollo de programas de control (McAllister 2001) %,

Trees & Williams (2005'%) plantearon laimportancia de distinguir entre la infeccion
transplacentaria (TPI) enddgena y exdgena, que describen respectivamente la
infeccién a partir de la madre crénicamente infectada (probablemente a su vez
infectada in Utero) y la TPl como resultado de la infeccion materna durante la
gestacion. Estos modos de TPI tienen diferentes consecuencias epidemiolégicas,
inmunoldgicas y sobre € control. Existen evidencias que infecciones previas pueden
proteger a ganado de la TPl exégena (Innes et a. 2001%"; Williams et al. 2003'™),
sin embargo no hay evidencia, 0 no se conoce, s puede lograrse proteccion frente a
laTPI endogena.

Kyaw et al. (2004)® realizaron un estudio en 4 vacas prefiadas seropositivas con
titulo previos de 1:400 y 1:1600 (IFA). Fueron confinadas y observadas hasta el
parto. Todas parieron terneros clinicamente normales. Se realizO histopatologia,
inmunohistoquimica (IHQ) y PCR para N. caninum sobre tejidos de los terneros, y
aislamiento en cultivos celulares de células vero. Al parto todas las vacas resultaron
seronegativas a 1:200 y 2 de las 4 tuvieron titulos de 1: 100. En tres de los cuatro
terneros no se encontro evidencia de infeccion , determinada por resultados negativos
de serologia pre-calostral (1:25), histopatologia, IHC y PCR. Un ternero fue
congénitamente infectado, evidenciado por HIQ y PCR en muestras de cerebro, y
titulos pre-calostrales de 1:100. Los autores concluyen que los titulos de anticuerpos
anti N. caninum en vacas cronicamente infectadas pueden convertirse a un estatus
negativo en el momento del parto.
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d. Patogeniay signos clinicos en bovinos

El principal signo clinico de infeccion por N. caninum en el ganado es el aborto
ocurrido en e tercio medio de la gestacion (Anderson et al. 2000 °). El aborto puede
ocurrir desde los 3 meses de gestacién hasta e término (Conrad et al. 1995°%"),
aunque es mas comin entre los 4 a 6 meses de gestacion (Conrad et al. 1995 *;
Anderson et al. 1995°). El aborto es el tnico signo clinico observado en las vacas
infectadas.

Existe controversia sobre el rol patogénico de la N. caninum en relacion con €l
aborto. Diagnésticos basados solamente en los resultados de histopatologia fetal o
inmunohistoquimica pueden llevar a una falsa implicancia de la N. caninum como
una causa de aborto. Por otro lado, los fetos abortados infectados con N. caninum
presentan infiltraciones celulares y éreas de necrosis en muchos tejidos ( Wouda et al.
1997b'"). La severidad y la extensién de las lesiones puedan causar muerte fetal y
aborté)g, confirmado por infeccion experimental en vacas prefiadas. (Maley et al.
2003).

Los fetos pueden morir in Utero, ser reabsorbidos, momificados, autolisados, ser

mortinatos, nacer vivos pero enfermos, o nacer clinicamente normales pero

crénicamente infectados. Lo anterior dependera del momento en que la madre se ha
infectado (Anderson et al. 2000°; Dubey 2003b>*), del tiempo en que se produce la
reactivacion de la infeccion crénica (Williams et al. 2003 *™), de la magnitud de la
parasitemia y de las caracteristicas particulares de la cepa actuante (Buxton et al.

2002%; Maley et al. 2003%). Los fetos abortados son generalmente autoliticos, sin
lesiones macroscopicas considerables y el aborto no cursa con retencion de placenta
ni con lesiones de la misma (Lindsay & Dubey 1993%%; Conrad et al. 1995%). Las
principales lesiones que se producen son en e SNC, donde se evidencia una
encefalitis (Dubey 2003b>") y a nivel de la placenta, donde se produce un proceso
inflamatorio agudo con necrosis focal, lo cual afecta la interfase materno-fetal
(Buxton et al. 2002%; Maley et al. 2003%).

Tanto el ganado de carne como e de leche son afectados. Si bien existe mayor
numero de reportes en ganado de leche, igualmente han sido informadas la infeccion
congénita y el aborto producido por Neospora en ganado de carne (Hoar et al.
1996"; Waldner et al. 1998°; Wouda et al. 1998%"%).

La existencia de abortos repetidos indica que lainmunidad o resistencia adquirida en

las vacas infectadas naturalmente, en algunos casos, es insuficiente para prevenir la
infeccion fetal durante las siguientes prefieces (Anderson et al. 1995 *: Venturini et al.
1999)*%. En vacas persistentemente infectadas la transmision tr ansplacentaria de la
infeccion fue asociada con un marcado aumento de los anticuerpos maternales, que

puede interpretarse como una evidencia indirecta del recrudecimiento de la

parasitosis (Guy et al. 2001™).

La modulacion de la respuesta inmune durante la gestacion puede causar una
reactivacion de los bradizoitos infectados, seguida de una ruptura de quistes tisulares
y un recrudecimiento de lainfeccion (Innes et al. 2002 #). Debido a que N. caninum
es un parasito intracelular obligado, la principal respuesta inmune protectiva contra
la infeccién es la mediada por células (Anderson et al. 2000°; Innes et al. 2002%),
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asociada a linfocitos T helper tipo 1, los cuales estimulan la produccién de interferén
y (IFNy), interleuquina 12 (IL-12) e IL-2 (Williams et al. 2003'"*; Moore et al.
2005"%). Durante la gestacion el aumento en la concentracion de la IL -10 regula en
baja la produccion de IFNy generando una disminucion en este tipo de respuesta
inmune entre los 4 y 6 meses de gestacion, lo cual favoreceria la multiplicacion del

parésito y por o tanto la transmisién vertical en este perfodo (Innes et al. 2001 %";
Innes et al. 2002%% McAllister & Latham 2002'%).

Varios factores influyen el resultado de la infeccion en la prefiez, e momento,
intensidad y duracion de la parasitemia durante la gestacion, la efectividad de la
respuesta inmune materna y la habilidad del feto de montar una efectiva respuesta
inmune (Williams et a. 2000, Innes et a. 2002%% Innes et a. 2005%%). En e
segundo tercio de la gestacion el feto ya es capaz de montar una res puesta inmune
rudimentaria, evidenciada por la presencia de anticuerpos en el suero de fetos
abortados. Esta respuesta puede no ser suficiente ya que la mayoria de los abortos
ocurre en este periodo. Sin embargo, si la infeccion ocurre en el Ultimo tercio de la
gestacion e feto es capaz de sobrevivir y nacer infectado clinicamente sano
(Williams et al. 2000 Buxton et al. 2002*°; Maley et al. 2003%).

Collantes et al. (2006)* estudiaron la influencia de la etapa gestacional sobre la
distribucion de N. caninum, la carga parasitaria 'y las lesiones, en 220 fetos bovinos
abortados. La presencia del parésito se detecté por PCR en 72 fetos. Al evaluar €l
tiempo de gestacién encontraron una disminucién en el DNA parasitario detectable
en corazon e higado. En € Ultimo tercio de la gestacion solamente se detecta en
cerebro y esporadi camente en diafragma, corazon y nodulos linféticos. La carga
parasitariay la severidad de la lesiones observadas disminuyeron con el progreso de
la gestacion, siendo mayores en el primer y segundo trimestre. Estos resultados
confirman lainfluencia de la edad fetal en la patogenia de la infeccién natural de N.
caninum.

Lopez-Gatius et al. (2004)® evaluaron serologia 2773 vacas prefiadas de 6
establecimientos lecheros. La media de la seroprevalencia fue de 15,1% . Se redizé
un modelo de regresion logistica sobre aborto antes o después del dia 90 de
gestacion como variable dependiente, y fueron evaluados los efectos de
seropositividad a N. caninum, rodeo, estacion y partos anteriores (con partos o
nulipara). El rodeo y el estatus seroldgico positivo a N. caninum no resultaron
significativos sobre el aborto antes de los 90 dias de prefiez. El riesgo de aborto fue
mayor en animales gestando en periodos calurosos que en frios (OR=4) y en
animales con partos anteriores que en los primiparos (OR=3,7). El modelo de
regresion logistica sobre aborto posterior a los 90 dias de gestacion solamente
incluyé la variable de seropositividad a N. caninum, indicando un riesgo de aborto
de 18,9 veces mayor en las vacas seropositivas. Estos resultados sugieren que la
infeccion cronica previa a la prefiez no afecta el periodo temprano de la gestacion,
mientras que tiene un efecto abortivo significativo después de los 90 dias de prefiez.

La asociacion entre la seropositividad y |a perfomance de crecimiento después del
destete (Barling et al. 2000a'") refuerza la hipétesis del recrudecimiento. Es posible
gue los taquizoitos de N. caninum sean liberados en forma intermitente durante
condiciones de estrés.
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En la actualidad, ain no esta claro si la intensidad de los signos clinicos depende de
la cepa de Neospora o de factores propios del hospedero (McAllister & Latham,
2002). Se ha demostrado que existen diferencias en algunos segmentos de DNA y en
la tasa de crecimiento in vitro en aislamientos individuales de N. caninum. Estas
diferencias pueden contribuir a explicar la variacién de la patologia encontrada en el
ganado infectado con el protozoario (Schock et al. 2001 *49).

Signos clinicos en terneros

Terneros nacidos vivos pueden presentar signos neuromusculares como resultado de
la infeccidn congénita por Neospora. Los signos clinicos son aparentes dentro de los
primeros 3 a 5 dias de vida aunque pueden aparecer més tarde, hasta 2 semanas
después. Los terneros pueden nacer débiles y con bajo peso o incapacidad para
aumentar de peso. Los miembros anteriores y/o los posteriores pueden aparecer
hiperextendidos y pueden ser flexionados a la presion normal (11 lanes et al. 1994) ”°.
El examen neurolégico puede revelar ataxia, disminucion del reflgo patelar y
pérdida de |a propiocepcion consciente (Bryan et al. 1994) %°. En algunos casos puede
observarse exoftalmia o asimetria en los ojos (Dubey 2003b>*).

Aunque la Neosporosis congénita subclinica es probablemente comun, solo han sido
informados pocos casos de Neosporosis clinica. Es probable que la mayoria de los
terneros con Neosporosis clinica muera dentro de las 4 primeras semanas de vida
(Dubey & Lindsay 1996b)*. No existen reportes de sintomas clinicos en animales
mayores alos 2 meses (Dubey 2003b>).

e. Diagnostico

Debe diferenciarse la evidencia de exposicion determinada por la presencia de
anticuerpos especificos, la infeccion del animal por el protozoario y por ultimo el
diagndstico de N. caninum como causa de aborto. Una prueba seropositiva a N.
caninum indica exposicion a agente. El examen histopatoldgico del feto abortado
permite realizar el diagndstico de Neosporosis. Para establecer este diagnéstico, se
deben considerar las lesiones caracteristicas en el feto, encontrar N. caninum en
dichas lesiones y evaluar la serologia materna (Barr et al. 1997 *°; Anderson et al.
2000%; Innes et al. 2002%%; Dubey 2003b™%).

Histopatol ogia e inmunochistoguimica (IHQ) en fetos.

No hay lesiones patognomonicas. El principal érgano afectado es el cerebro, cuya

lesion tipica es la presencia de encefalitis multifocal caracterizada por necrosis e

inflamacién no supurativa (Anderson et al. 2000°; Jenkins et al. 2002%*; Pereira-
Bueno et a. 2003™). Se puede tener un diagnéstico presuntivo de Neosporosis con

tinciones de hematoxilinay eosina(H & E).

Inmunofluorescenciaindirecta (IFAT)

Diferentes estudios realizados en distintas especies animale s han demostrado que
esta técnica presenta una muy baja reactividad cruzada con otros parasitos
coccidiales. Por esto IFAT es utilizada frecuentemente como prueba seroldgica de
referencia para |a deteccion de anticuerpos contra N. caninum (Lasri et a. 2004%),
Una caracteristica de esta técnica es la de preservar la morfologia del parasito y

detectar antigenos de membrana, evitando reacciones cruzadas con otras coccidias
(Bjérkman & Uggla 1999a®). También se aplica a diagndstico en suero fetal (Barr
etal. 1995)".
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Enzima inmunoensayo (ELISA)

IFAT y el ELISA son las pruebas seroldgicas mas utilizadas para la deteccion de
anticuerpos especificos de N. caninum en bovinos (Dubey 2003b>, von Blumroder et
al. 2004'%°). Para diagnéstico en sueros individuales, la IFAT sigue siendo la prueba
de eleccidn, pero cuando el objetivo es realizar estudios seroepidemiol 6gicos usando

un gran nimero de muestras se realizan pruebas de ELISA (Anderson et al. 2000 >;
Lasri et al. 2004*), que requiere de menos tiempo para su ejecucion y es de menor

costo. Otras aplicaciones de esta técnica son la deteccion de anticuerpos en leche

(Bjorkman et al. 1998%* Moore et al. 2001'®) y e ELISA de avidez de 1gG que
puede discriminar entre infecciones crénicas y recientes (Bjorkman et al. 1999b %;
Bjorkman et al. 2005%; Aguado-Martinez et al. 2005%).

Immunaoblot (Western Blot)

Es un método muy especifico y, dependiendo de los valores de corte, de ata
sensibilidad al ser comparado con otros métodos (Sondgen et al. 2001*). Con esta
técnica se han identificado cerca de 20 antigenos inmunodominantes considerados
los principales para ser detectados en pruebas diagnésticas seroldgicas (Atkinson et

al. 2000°).

Reaccion en cadena de |a polimerasa (PCR)

Es una técnica altamente especifica y sensible para la deteccién de infeccion fetal

(Anderson et a. 2000° Pereira-Bueno et al. 2003'%%). Se ha observado una baja
correlacion entre el PCR y la histopatologia (Pereira-Bueno et a. 2003 e
Inmunoblot, que podria explicarse por una muerte fetal p revia a la manifestacién de
las lesiones caracteristicas en cerebro y por la influencia de la edad y de la autélisis

en la presencia y deteccion de anticuerpos. La deteccidén por PCR de infeccion N.
caninum en tejidos fetales resultd mas sensible que la inm unohistoquimica (Baszler
et al. 1999%).

Aislamiento

Cultivos celulares e inoculacion en ratones y gerbos pueden ser usados para

recuperar N. caninum de tejidos (Dubey 1996b%).

Mediante inmunohistoquimica fueron identificados taquizoitos de N. caninum en el
85 % de los cerebros, 14 % de los corazones, y € 26 % de los higados de 80 fetos
con Neosporosis confirmada (Wouda et a. 1997b'™®). La deteccién
inmunohistoquimica de N. caninum de fetos abortados o neonatos clinicamente
afectados es necesaria para el diagnéstico de N. caninum como causa del aborto o la
enfermedad clinica, pero no es suficiente para inferir que ésta sea la causa principal
de aborto. A su vez, la presencia de N. caninum asociada a lesiones y resultados
positivos de inmunoperoxidasa han sido reportados en fetos infectados
experimentalmente que no abortaron y en terneros nacidos vivos. Ello ha indicado
que el diagnéstico de N. caninum basado Unicamente en histopatologia e
inmunohi stoquimica puede no ser suficiente para el diagnostico de N. caninum como
la causa de aborto (Thurmond et al. 1999 *%).

Innes et al. (2000)* sostienen que el diagnéstico de la enfermedad debe estar basado
en la deteccion del pardsito en tgido fetal abortado, comUnmente con
inmunohistoquimica, sumado a la informacion adicional aportada por la serologia
materna. Debido a la dta eficiencia con la que la infeccién de N. caninum es
verticalmente transmitida en los bovinos, la demostracion de la infeccion en el feto
no es un indicador suficiente de causa de aborto (Trees et al. 1999 ). A pesar de que
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la serologia fetal positiva es indicador de exposicién a parasito, para la
interpretacion se debe tener en cuenta la serologia materna (Innes et al. 2000) .

El hallazgo de anticuerpos especificos contra N. caninum en el suero fetal o en el
suero precalostral de los terneros es indicativo de infeccion. Por el contrario, la
ausencia de anticuerpos de N. caninum en suero pre-calostral de fetos o terneros no
implica que el feto no se haya infectado con este patdgeno, debido a que la sintesis
de anticuerpos en el feto depende del momento de la gestacién en el cua lainfeccion
se desarroll6, €l nivel de exposicion y del tiempo transcurrido entre lainfeccion y el

aborto 0 e nacimiento (Wouda et al. 1997a'%, Sondgen et a. 2001**°). Otra
dificultad para la deteccién de anticuerpos es la autdlisis fetal que provoca la
degradacion de sus inmunoglobulinas.

La deteccion de anticuerpos anti N. caninum en el suero de las vacas que abortaron
es solo indicativo de exposicion a ese protozoario y no confirma que el aborto fue
causado por Neosporosis. Por otro lado, una serologia materna negativa es una
evidencia cierta que la N. caninum no fue la causa de aborto.

Los titulos de anticuerpos en vacas infectadas naturamente, pueden variar
considerablemente entre animales, y pueden también fluctuar considerablemente
durante toda la prefiez (Stenlund et al. 1999%°%), quedando ocasionalmente por debajo
del cut-off de algunas pruebas (Conrad et al. 1993*%). A pesar de las fluctuaciones en
los titulos, no hay una evidencia concluyente que demuestre que las vacas
serop5ositivas puedan revertir a un estatus permanente seronegativo (Anderson,
2000°).

Las pruebas serolégicas son Utiles para identificar terneros infect ados
congénitamente si las muestras pueden ser obtenidas previamente a la ingestion de
calostro.

La deteccion de anticuerpos en el suero de N. caninum indica que € animal esta
infectado con el parasito. Sin embargo, hasta recientemente, no era posible
determinar el tiempo de inicio de la infeccion basdndose en test serologicos. Esta
situacion ha cambiado con e desarrollo de un ELISA que mide la avidez de los
anticuerpos a la N. caninum, lo que es Util Eara estimar la duracion relativa de la
infeccion reciente (Bjorkman et al. 1999b%; Bjérkman et a. 2005%; Aguado-
Martinez et al. 2005%). Este test se basa en el hecho que la fuerza de la unién del
anticuerpo a los antigenos de N. caninum (avidez) se incrementa mucho después del
inicio de lainfeccion.

f. Epidemiologia

Prevalencias

La infeccion con N. caninum es considerada de distribucion mundial debido a la
existencia de reportes en variadas areas y regiones. valores que varian segun la

region consideraday el tipo de prueba serol égica usada (Dubey 2003b *%).

Un estudio comparativo supranacional en Europa, fue recientemente re portado por
Bartels et al. (2006)*®. Fueron seleccionados aleatoreamente rodeos de Alemania,
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Paises Bajos, Espafia y Suecia, representativos de la produccién ganadera de estos
paises. Todos los animales mayores de 2 afios fueron examinados serol 6gicamente
por una prueba de ELISA con alta especificidad (> 98,0%). En los rodeos con un

solo animal reaccionante, los mismos fueron confirmados por immunaoblot. De los
animales se relevaron la edad, raza, tipo de explotaci 6n, sexo, etapa de la lactanciay
de los establecimientos, la regiéon. Diferencias considerables en las estimaciones de
prevalencia de N. caninum en rodeos, intra-rodeos y en los animales fueron
observadas entre |os paises, |as regiones, tipo de explotacio n, categorias de edad y las
razas. Prevalencias para rodeos lecheros con al menos una vaca positiva (difusion),

fueron estimadas en 16% en Suecia, 49% en Alemania, 63% en Espaiiay 76% en los
Paises Bajos, mientras que para rodeos de carne fueron 41% en Ale mania, 46% en
Espafia y 61% en los Paises Bgjos. La prevalencia menor fue estimada en los
ganados lecheros en Suecia (0,5%) mientras la mas alta fue estimada para el ganado

lechero en Espafia (16,2%). También existieron diferencias en las distribuciones
segun las prevalenccias intra-rodeo. La seropositividad fue asociada al tipo de
explotacién (carne o lecheria), ala edad, alarazay alaregion dentro de paises. Un
estudio anterior realizado en Espafia encontro valores de 35,9% para vacas lecheras
contra 17,9% en vacas de carne (Anderson et al. 2000°).

En Italia Otranto e al. (2003)'*°, reportaron una seroprevalencia de 11%, que
diferian entre laregién sur con 8,7% Yy €l norte con 16%.

En Portugal Canada et al. (2004) * en un estudio sobre seroprevalencia e infeccién de
N. caninum en vacas lecheras, encontraron en el grupo control (muestreo aleatorio de
114 vacas de 49 rodeos) una seroprevalencia de 28%.

Sanderson et al. (2000)** realizaron en un estudio sobre seroprevalencia y factores
de riesgo en 55 rodeos de produccién de carne que incluyeron 2585 bovinos en el
noroeste de USA. La seroprevalencia encontrada fue de 24% pero con diferencias
significativas entre los Estados.

En un estudio para evaluar la susceptibilidad genética en vacas Holando en Ontario -
Canada, Pan et al. (2004)*#*, sobre sueros de 9.723 vacas (afios 1998 a 2000) de 125
rodeos encontraron una seroprevalencia de 11,2%. Las variaciones intra-rodeo
variaron entre 0% a 70%. En un estudio realizado en ganado de carne en €l oeste de
Canadd, sobre 1976 sueros de animales machos a momento de la entrada a 4 feed -
lots adquiridos en mercados provenientes de 70 puntos de venta (British Columbia,
Alberta, Saskatchewan y Manitoba) fueron encontrada una seropositividad de 6,5%
(Waldner et al. 2004°). En e estado de Quebec, Canad4, se han observado
seroprevalencias de 50% a 60% en vacas lecheras, mientras que en Alberta, |as cifras
reportadas son de 9 a 13,5% en ganado de carne (Wu et al. 2002 *8).

En Queensand (Australia central) Stoessel e al. (2003)** reporté6 una
seroprevalencia en ganado de carne de 14,9%. Reichel (1998) ** en un estudio
realizado sobre 400 sueros provenientes de un banco de sueros representativos de
ganado lechero de Nueva Zelanda tomados en los afios 1985 y 1995, encontraron una
seropositividad de 8,5% (1985) y 6,75% (1995).
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Situacién en Uruguay

En nuestro pais el primer antecedente de exposicion al agente data de un estudio
realizado en perros de estancias en los cuales se encontré serologia positiva mediante
inmunofluorescencia indirecta (IFl) en e 20% de los 414 perros muestreados (Barber

et al. 1997"°). Posteriormente fue reportada asociada a la ocurrencia de abortos en
vacas Holando en el departamento de Florida mediante serologia (IFI1) de las vacas
abortadas e inmuno-histopatologia (IFD) en un feto (Cobo et al. 19993%). El primer
diagnéstico de neosporosis en perros y vacunos mediante técnicas de
inmunohistoquimica (IHQ) y serologia (IFl) en Uruguay fue realizado en 1999
(Bafiales et al. 1999% Bafiales et al. 2000°%) y desde entonces se realiza en forma
rutinaria en la DILAVE (Direccién Laboratorio Veterinario- Ministerio de
Agriculturay Pesca), encontrandose durante |os afios 1999 y 2000 que el 37 % de los
fetos remitidos a la DILAVE fueron confirmados con infeccion de N. caninum
(Easton et al. 2001>). Un estudio seroepidemiol 6gico en un establecimiento lechero
encontré asociacion significativa entre los abortos y la seropositividad de las vacas
mediante IFI (Kashiwazaki et al. 2004%°). La infeccién fue considerada post natal
debido a que el 60% de las vacas fueron positivas mientras que solamente 1o fue el

20% de los terneros, sumado a la ausencia de correlacién entre la seropositividad de
las madres con sus crias.

Un estudio transversal realizado por DILAVE - INIA en ganado de carne encontrd

una seroprevalencia en ganado de carne de 13.7% =+ 1.2, y presenciaen 71.2% + 7.0
de los establecimientos (Repiso et al. 2005 ).

Situacién Regional

Moore (2005c)™* describi6 la situacion epidemiolégica incluyendo los trabajos
realizados en bovinos y perros en Sudamérica. Hay numerosos reportes en la regién
sobre estudios seroldgicos de N. caninum asociada a aborto bovino, tanto en el sur de
Brasil (Corbellini et a. 2002%®%), Argentina (Campero et al. 1998 Venturini et al.
1999': Moore et a. 2002M°%) y Chile (Patitucci et al. 1999'% ; Patitucci et al.
2000'%), en los cuales e porcentsje de animales seropositivos en algunos casos
supera el 60%.

Estudios en ganado realizado en establecimientos que no fueron seleccion ados por la
ocurrencia de abortos, reportan valores de seroprevalencias de anticuerpos a  N.
caninum en ganado en ganado lechero de 16,6% en Argentina (Moore et al. 2002 *9),
14,1% en Bahia-Brasil (Gondim et al. 1999%), 18,4% en Minas Gerais-Brasil (Melo
et al. 2004™"), 15% en Parana-Brasil (Guimaraes et a. 2004%°), 12% en Parana
Brasil (Ogawa et al. 2005°) y 36% en Paraguay (Osawa et al. 2002*®). En ganado
de carne 4,7% en Argentina (Moore et al. 2002 %) y 26,6% en Paraguay (Osawa et
al. 2002M%). En estos estudios se empled la prueba de IFAT (inmunofluorescencia
indirecta) excepto en el estudio realizado en Paraguay.

Los estudios serolOgicos realizados en perros de éreas rurales han reportado
seroprevalencias de 48% y 54,2%, para predios de producciéon de leche y carne
respectivamente en Argentina (Basso et al. 2001'°%), 21% en Parana-Brasi
(Guimaraes et al. 2004%), 21,7% en Uberlandia-Brasil (Fernandes et al. 2004°") y
26% en Chile (Patitucci et al. 2001*%"). Los valores comunicados para las areas
urbanas fueron consistentemente menores en todos los casos, 10% en San Pablo -
Brasil (Gennari et a. 2002°%), 10,7% en Uberlandia-Brasil (Fernandes et al. 2004°")y
12,5% en Chile (Patitucci et al. 2001"?"). Estos datos concuerdan con el reporte de
prevalencia de anticuerpos de N. caninum mayores en perros de areas rurales que en
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perros de &reas urbanas realizados en Japon (Sawada et al. 1998 %%, Corea (Kim et
al. 2003%") y México (Sanchez et al. 2003'4).

Un relevamiento en Pertl (del Campo e al. 2003*%) sobre 104 perros de 23
establecimientos lecheros del valle de Lima, mostrd una seroprevalencia de 32,7%,
no evidenciando diferencias por sexo y edad.

Epidemiologia del Aborto

Los abortos en un rodeo pueden ocurrir con patrones esporadicos, endémicos o
epidémicos (Wouda et a. 1997b*"; Moen et al. 1998'%; Wouda et a. 1998
Wouda et al. 1999a'™; Anderson et al. 2000°). Se considera un patrén de abortos
endémicos cuando la tasa de abortos es mayor al 5% anual y que persiste por afios
(Anderson et al. 2000). Los abortos son considerados epidémicos cuando al menos
un 10% de las vacas en riesgo aborta dentro de 6 a 8 semanas (Dubey 2003b). El
aborto epidémico o tormenta de abortos, probablemente se origine por una fuente de
exposicion (transmision horizontal) a partir de agua o alimentos contaminados
(Yaeger et al. 1994'7°; McAllister et al. 1996'%), mientras que |os abortos endémicos
0 esporéadicos persisten en un rebafio como e resultado de la propagacion vertical.

Diferentes respuestas seroldgicas han sido reportadas entre rodeos con abortos
endémicos y epidémicos asociados a N. caninum. Estas diferencias pueden ser
atribuidas a diferentes modos de infeccién. Infeccion congénita en casos endémicosy
una exposicion reciente en casos epidémicos (Schares et al. 1999 **). Una aplicacion
de un prueba ELISA-avidez mostré que todas las vacas serpositivas en un rodeo
holandés, a las cuales se les extrgjo una muestra de sangre inmediatamente después
del comienzo de un brote de abortos asociado a N. caninum, tuvieron baja avidez,
sugiriendo unainfeccion reciente en el rodeo (Bjorkman et al. 1999%).

Pareceria que los abortos mas esporadicos y endémicos son el resultado de la
reactivacion de una infeccidn crénica, dado que las vacas seropositivas tienen un
incremento en el riesgo de aborto. Varios estudios han reportado que las vacas
seropositivas a N. caninum tienen de 2 a 3.5 veces mayor riesgo de aborto que las
seronegativas (Wouda et al. 1998'"* Davison et a. 1999*); Jensen et al. 1999%;
Mainar-Jaime et al. 1999%; Stenlund et al.1999%?). Las vaquillonas congéni tamente
infectadas han tenido un mayor incremento en €l riesgo de aborto (7.4 veces) durante
la primera prefiez (Thurmond & Hietala 1997a™").

En rodeos de carne Waldner (1998)'%" encontré que las vacas seropositivas a
N.caninum tenian mayor riesgo de aborto (odds ratio = 5.7) o de tener un ternero
débil o enfermo (odds ratio= 2.8) comparado con vacas seronegativas ( 419 vacas de
8 rebafios).

La infeccion congénita por N. caninum puede causar un numero importante de
abortos durante la primera gestacion de las vaguillonas. En vacas infectadas
congénitamente que abortaron previamente también pueden ocurrir abortos
subsiguientes (Thurmond et al. 1997¢c) ***.

Moore et al. (2003)*** en Argentina informaron abortos y momificacion fetal. En el

mismo estudio las vacas con abortos y nacimientos prematuros tuvieron mayores
posibilidades de ser seropositivas que vacas normales (OR = 12).
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También han sido reportadas epidemias de aborto asociadas a N. caninum en rodeos
de alta prevalencia, posiblemente debido a la sumatoria de factores que inducen a un

recrudecimiento de lainfeccion (Wouda et al. 1999a)*".

McAllister et al. (2000)' reportaron que durante un brote de abortos en un rodeo de
carne debidos a una exposicion con punto de origen de transmisién h orizontal de N.
caninum, las vacas con evidencia seroldgica de exposicion previa a N. caninum
tuvieron significativamente menor probabilidad de abortar 0 dar nacimientos
prematuros, comparadas con vacas con evidencia de infeccion primaria. El 21% de
208 vacas abortaron (por toda causa) y el 79% fueron seropositivas a N. caninum €l
dia 14 del brote. Seis vacas (3%) seroconvirtieron entre los dias 14 y 85. Durante €l

brote, las concentraciones de anticuerpos fueron significativamente més altas en las
vacas que abortaron comparadas con las vacas que no abortaron (P>0.001). La
concentracion de anticuerpos decrecio a pasar €l tiempo en ambos grupos de vacas,

las que abortaron y las que no abortaron. (McAllister et al. 2000)'%. En un rodeo
lechero, también con una fuente de exposicion, en € cual € 18% de 360 vacas
aborto, resultaron seropositivas a N. caninum a dia 18 del brote, e 100% de 79
vacas muestreadas (McAllister et al. 1996)*®.

Morales et al. (2001)™ en un estudio epidemioldgico en predios lecheros en México,
encontraron 72% de seroprevalencia en las vacas de 47 rodeos con altos porcentajes
de aborto, mientras que en 7 predios utilizados como controles |a seroprevalenciafue
de 36%.

Factores de Riesgo
Tedricamente, diferentes niveles de riesgo pueden ser distinguidos en relacion con la
N. caninum en el ganado. En primer lugar el riesgo de un vaca de ser infectada c on el
parasito, riesgo de infeccion, y en segundo lugar el riesgo de un vaca infestada de
abortar e feto, riesgo de aborto (Wouda et al. 2000 7).

o Presencia de perros.

El perro ha sido identificado como un hué sped definitivo de N. caninum (McAllister
et al. 1998b'%; Lindsay et al. 1999%), y es posible que el ganado pueda ser infectado
por la ingestion de ooquistes excretados por perros (De Marez et al. 1999%).
Evidencia epidemioldgica del rol del perro fue obtenida en dos estudios de casos y
controles que fueron llevados a cabo antes de descubrir que fuera huésped definitivo
(Paré et al. 1998 Bartels et al. 1999'"). Ambos estudios indicaron que la presencia
de perros fue el factor de riesgo mas importante en el ganado. Otros estudios tamb ién
han proporcionados evidencia epidemiol 6gica que indica asociacion entre el perro g/
la ocurrencia de abortos por N. caninum (Moen et al. 1998'%; Dijsktra et al. 2002%°).
Estudios en Espafiay Francia han encontrando asimismo asociaciones positivas entre
la seropositividad de la N. caninum del ganado y la presencia (Ould-Amrouche et al.
199912% 0 el nimero de perros (Mainar-Jaime et a. 1999%). Un estudio en Holanda
(Wouda et al. 1999b*) encontré que la presencia de seropositividad en el perro
estaba asociada a una alta prevalencia de infeccién en el ganado, indicando una
relacion entre la infeccion de N. caninum en ambas especies. A pesar de que se ha
incrementado la evidencia que el ganado puede ser infectado por la exposicion a
ooquistes caninos, se duda que todos las tormentas de abortos por N. caninum sean el
resultado inmediato de una exposicion reciente a ooquistes eliminados por perros. La
seroprevalencia en el ganado de la mayoria de los rodeos con abortos epidémicos en
Holanda fue estable en todas las categorias de edad, sugi riendo que la infeccion ha
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sido perpetuada por transmision vertical por algunos afios previamente a la
ocurrencia de las tormentas de abortos (Wouda et al. 1999a'™ ). En e estudio
espariol, la proporcion estimada de abortos atribuibles a N. caninum en rodeos no fue
asociada a nlmero de perros (Mainar-Jaime et al. 1999%). Sanchez et al. (2003)**°
en un estudio realizado en predios lecheros de Tizayuca-Mexico, encontraron
diferencias significativas en la frecuencia de anticuerpos anti N. caninum en bovinos
de granjas con perros (58% de 158 animales) comparada a las granjas sin perros
(35% de 43 animales).

o Presencia de aves de corral

La presencia de aves de corral en las granjas también ha sido encontrada como un

factor de riesgo para los tormenta de abortos asociados a N. caninum (Bartels et al.
1999%"). Se especula que las aves de corral pueden servir como vector mecanicos de
ooquistes. Otra posibilidad es que los perros adquieran la infeccion por comer aves

infectadas. Ha sido demostrado que las palomas pueden actuar como huéspedes

intermediarios después de la inoculacién con taguizoitos (McGuire et al. 1999'%). En
un estudio francés de N. caninum, la seropositividad del ganado fue asociada a la
presencia de congjos y/o patos (Ould-Amrouche et al. 1999'%°). El mismo estudio
encontrd una asociacion negativa a la presencia de gatos.

o Alimentacion en terneros con pool de calostro

Se ha demostrado que taguizoitos de N. caninum adicionados a la leche fueron
infectivos para los terneros recién nacido s que fueron alimentados via oral (Uggla et
al. 1998™%. La posibilidad de una infeccién lactogénica, particularmente por la
préctica de alimentar con pool de calostro a los terneros recién nacidos ha sido

mencionada. Sin embargo, hasta ahora, no se ha encontrado evidencia de infeccion

natural por estaruta (Hietala & Thurmond 1999 "; Davison et al. 1999*%).

. Inmunosupresion

En un estudio la alimentacion con silo de maiz enmohecido aparecié como un factor

de riesgo (Bartels et al. 1999'7). El forraje enmohecido puede contener micotoxinas,

que han demostrado causar inmunosupresion. Eventos que inducen al estrés como la
vacunacion, la ata temperatura, factores de la dieta como desbaance en el

suministro de proteinas fueron sugeridos pero esos factores no fueron significativos

en el andlisis (Bartels et al. 1999%).

Se ha reportado una asociacion positiva entre seropositivos a N. caninum vy
seropositividad al virus de diarrea viral bovinaen el ganado (Bjorkman et al. 2000 ).
Esa asociacion no fue encontrada por otros (Gottstein et al. 1999%, Bartels et al.
1999%".

. Estaciones, edad, raza

La estacionalidad en la ocurrencia de tormentas de abortos de N. caninum ha sido
observada en Holanda (Wouda et al. 1999a'", Bartels et al. 1999') y en California
(Thurmond et al. 1995'*°). En Holanda, 38 de 50 tormentas de abortos durante los
anos 1995 a 1997 ocurrieron € verano y otofio temprano. En California el aumento

de riesgo de abortos por N. caninum ha sido visto durante los meses de invierno,

correspondientes a clima suave y himedo. Los factores intervinientes pueden ser
sobrevivencia de ooquistes 0 un incremento en la exposicion a factores que causan

disminucién e la inmunocompetencia (Thurmond et a. 1995 ™°). Thurmond &
Hietala (1997a)™’ encontraron que el riesgo de aborto en vaquillonas infectadas
congénitamente decrecié para la prefiez subsiguiente. Sin embargo, los autores
establecen que esta observacion puede haber sido sesgada por un re fugo selectivo.
Un estudio holandés indico que el riesgo de aborto durante la primer y segunda
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prefiez en hijas nacidas de madres infectadas fue mas alto que e de las madres

(Moen et a. 1998'%®; Wouda et al. 1998'™). En contraste, la seropositividad y el

riesgo de aborto aumentaron con €l nimero de gestacion en un estudio danés (Jensen

et al. 1999%).

No se ha encontrado preferencia en la raza en los abortos asociados a N. caninum en
un estudio incluyendo varios rodeos de razas lecheras (Jensen et al. 1999 #). Un
estudio francés no encontro asociacion entre las seropositividad de |l aN. caninumy la
raza del ganado (Ould-Amrouche et al. 1999') La prevalencia de N. caninum fue
més alta en ganado lechero que en ganado de carne en Espafia (Quintanilla -Gozalo
1999'%). Esto puede ser relacionado con los diferentes sistemas de produccién para

ganado de lechey de carney no debido alas diferencias en laraza

En e estudio redizado por Sanderson et al. (2000) *** sobre seroprevalencia y
factores de riesgo, no observd relacion entre e estatus serologico del ganado
individual con el origen (compra o propio) ni la prefiez a momento de la muestra.
Los animales menores de 3 afios mostraron mayor seropositividad que los mayores
de 6 afos.

En estudio transversal |levado a cabo en Itaia (Otranto et al. 2003 '*°), se relevaron
un total de 111 rodeos y 1140 animales. El 11% de los bovinos fueron seropositivos
y 49 rodeos (44,1%) presentaron por lo menos un animal seropositivo. EI mejor
predictor de la seroprevalencia en este estudio fue la préactica de reemplazo de las
terneras, teniendo |os rodeos que crian sus propios reemplazos mayores prevalencias
intra-rodeo (RO= 18,3). Un mayor riesgo fue asociado con una alta densidad de
animales, mostrando la fata de pastoreo (permanente 0 en verano) mayores
prevalencias que rodeos medianos 0 pequefios en los cuales |os animales pastaban en

forma estacional 0 permanente. Las granjas con dos 0 més perros tenian mayor
seropositividad intra-rodeo que las granjas con uno o ningun perro, y este factor
interactud significativamente con el tamafio de la granja y presencia de las aves de
corral. Entre las caracteristicas individuales, lainte raccion entre prefiez y practicas de
pastoreo resultd significativa, siendo mayor la seropositividad en los animales
prefiados a mitad de gestacion (0 més avanzada) que no pastaban, comparados con

los animales en gestacion temprana o sin gestar que estaban a pastoreo. Ningunos de
los datos epidemioldgicos registrados resultd ser un buen predictor del nivel del

anticuerpos de N. caninum. No se encontro asociacion con el tipo de produccion
(carne-leche) ni la edad (1 a 3 afios- mayor de 3 afnos), ni el antecedent e de abortos
previos.

Un estudio realizado en Alemania, en el cual los rodeos fueron clasificados positivos
0 hegativos utilizando la prueba de ELISA en e tanque de leche (los positivos
probablemente tengan seroprevalencias intra-rodeo mayores o iguales a 10%) mostré
gue las granjas positivas reportaban tasas mayores de aborto que las granjas
negativas y mayor antigtiedad en tener altas tasas de abortos. Dentro de un modelo de
regresion logistica los factores de riesgo significativos fueron el tamafio del r odeo y
factores relacionados con la localizacién de la granja como la densidad de los perros
en lazonay latemperaturaen julio (Schares et al. 2004 ).

Un estudio en Suiza encontrd que rodeos con titulos an ticuerpos de enfermedades

causantes de aborto como Leptospiras y BVDV, presumiblemente debidas a
vacunacion, fuero menos probables de experimentar abortos relacionados con N.
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caninum (Hassig & Gottstein 2002) 2. En contrate, trabajos del este de Canada han
demostrado una fata de asociacion entre las practicas de vacunacion y la
seroprevalencia de N. caninum (Chi et al. 2002) *. El estudio canadiense, realizado
sobre 2604 bovinos de 90 establecimientos lecheros en Canadd, encontrd una
seroprevalencia de 19,2% (Chi et al. 2002) **. Mediante un andlisis factorial fueron
evaluaron 27 variables, no encontrandose ninguna asociacié n con la serologia a N.
caninum.

Un incremento de riesgo de exposicion a N. caninum fue asociado con canidos
salvajes (zorros grises y coyotes) y un aumento de la densidad de ganado de carne
(Barling et al. 2000b™?).

Hobson et al.(2005)”" en un estudio que abarcd 5080 vacas de 88 establecimientos
estudio factores de riesgo asociados a la presencia de abortos por N. caninum. La
regresion logistica indicO como parametr os asociados positivamente a rodeos con
aborto por N. caninum, la seroprevalencia intra-rodeo a N. caninum (OR = 1,1); €l
nimero total de perros en la granja (OR = 2,8); la frecuencia con que los perros eran

observados defecando en los corrales (OR = 2,8); el niUmero de caballos en la granja
(O =3,1); latasaanual de retencion de membranas fetales (OR = 1,2) y la tasa anual

de las vacas que volvian al estro después de haber tenido prefiez confirmada (OR =

1,2). Los factores protectores (asociados negativamente) fueron la frecuencia de
gatos ambulantes (OR = 0,4); la frecuencia de canidos salvajes observados en la

granja (OR = 0,7) y establo de terneras con divisiones en area de alimentacion,

callejon de pasgjey areas de camas (OR =0,1).

Barling et al. (2001)* estudiaron factores de riesgo asociados a seroprevalencia en
terneros de carne en 76 establecimientos de Texas. 13% de los terneros fueron
seropostivos a N. caninum y el 59% de los establecimientos tuvieron a menos un
animal positivo. El nivel de seropositividad fue asociado a patrones estacionales de
partos (en primavera), densidad de animales, uso de fardos redondos, reemplazos
propios y el acceso de animales salvgjes a los suplementos alimenticios de eng orde.
El uso de alimentadores autométicos para los suplementos se asocié con una
reduccion del riesgo (potencialmente por disminucion del riesgo de transmision
horizontal) y el uso de perros de trabgjo.

Corbellini et al. (2006)* realizé un estudio transversal para estudiar la asociacion
entre la seroprevalencia y factores de riego potenciales, en 60 tambos de 2 regiones
del sur de Brasil, que abarcaron 1549 animales. La seroprevalencia general fue
17,8% y el 93,3% de los rodeos tuvieron a menos 1 animal seropositivo. Se
construyé un modelo multivariado de regresion logistica (GEE) con la
seroprevalencia como variable dependiente, en el cual finamente quedaron 4
variables asociadas significativamente: el nimero de perros (OR=1,13 por cada perro
adicional), la superficie (OR=0,92 por 10 ha), el empleo de pool de calostro
(OR=1,79) y laregion (OR=0,71).

Guimaraes et al. (2004)%°, en Parana-Brasil, estudiaron las seroprevalencias en
bovinos y perros, y analizaron factores asociados a la serologia positiva en los
establecimientos. Encontraron que la presencia de serologia en rodeos lecheros
estaba posiblemente asociada con la presencia de perros seropositivos (r=0,47) y con
la edad de las vacas (OR=3,19 para mayores de 24 meses). Resultaron factores de
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proteccién el empleo de silo para alimentar al ganado (OR=0,63) y la produccién del
concentrado en el propio establecimiento (OR=0,47).

En otro estudio realizado en Brasil , Ogawa et al. (2005)'® no encontraron diferencias
significativas entre serologia a N. caninum y las variables estudiadas, como el
manejo de las vacas lecheras, problemas reproductivos, alimentacion, presencia de
perros, gatosy roedores.

Romero et a. (2002) 138 en un estudio transversal evaluaron factores asociados a la
serpositividad. La prevalencia general fue de 39.7% (1191/3002), e intra-rodeo los
valores fueron entre 25% y 70.5%. La edad (3-6 afios, paricion <, la raza Jersey y
fata de muestras para diagnéstico de enfermedades infecciosas abortivas fueron
asociadas con sero-estatus positivo.

g. Importanciay Pérdidas Econdmicas

Posibilidad de Infeccion en Humanos

Lobato et al. (2006)* reportaron niveles mayores de anticuerpos en pacientes con
infeccion de HIV (38% de seropositivos) y en pacientes con desdrdenes neurol 6gicos
(18% seropositivos), comparados con cont roles sanos (6% seropositivos) y recién
nacidos (5% de seropositivos), ademas de una asociacion entre la seropositividad a
N. caninumy T. Gondii. Los autores sostienen que estos resultados indican presencia
de infeccidn o exposicion de N. caninum en humanos, particularmente en este tipo de
pacientes, asociada como oportunista o concurrente con infeccién de T. Gondii.
Previamente agunos estudios en humanos sefidlaron ausencia de evidencia
serol6gica de infeccion con el parasito (Graham et al. 1999 ®; Petersen et al. 1999%%;
Tranas et al. 1999'). Sin embargo experimentalmente se habia logrado infeccion
experimental en 2 monos rhesus revelando su potencialidad zoonética (Barr et al.
1994)~".

Omata et al. (2005)™"" reportaron que el suero de humanos adultos no tiene efecto
inhibitorio sobre el desarrollo de N. caninum in vitro e in vivo. En dos grupos de
ratones no encontraron diferencias en €l nimero de parésitos intracelulares entre
células incubadas con suero humano e incubadas con suero fetal bovino (FBS).
Tampoco hallaron efecto inhibitorio sobre la multiplicacion intracelular del parésito
en las células incubadas con el suero humano.

Pérdidas econdémicas

La importancia de la enfermedad radica en las pérdidas directas ocasionadas por 10s
abortos. Dubey et al. (1999b)°* encontré que las pérdidas estimadas solamente por
aborto para Californiafue de 35 millones de U$S anuales. Otras pérdidas incluyen la
posible disminucion de la produccién de leche en vacas seropositivas ( Thurmond &
Hietala 1997b)™®, muerte fetal temprana, mortalidad neonatal, infertilidad,
alargamiento de los periodos interpartos, aumento de la tasa de refugo y reduccion
de los animales de reemplazo (Dubey 1999b°"; Trees et a. 99'°% Hernandez et al.
2001, y costos de asistencia técnica. En ganado de carne también se ha reportado
disminucion de laganancia diaria (Barling et al. 2000a™).

Herndndez et al. (2001) " en Florida, USA, encontraron que |as vacas seropositivas
presentan una disminucién en la produccion | actea de 2,8 Ib/vaca/dia respecto de las
seronegativas.
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Se ha reportado que las vacas seropositivas a N. caninum producen menos leche
durante su primera lactancia que las vacas seronegativas. En un estudio prospectivo
en vacas Holstein en su primera lactancia, la produccion lactea de las vacas
seropositivas, promedio 25 litros/vacaldia y fue 1,2 litros/vaca/dia menor que el

promedio para las vacas seronegativas que fue de 26,2 litros/vaca/dia. Esto significa
unos 366 litros menos de leche por lactacion (par a una lactacion de 305 dias)
(Thurmond & Hietala 1997b*%®). El riesgo de refugo por baja produccion lechera fue
dos veces mayor para vacas seropositivas comparadas con las seronegativas. Otro
estudio encontré que las vacas seropositivas son refugadas 6,3 meses antes y tienen
1,6 veces mayor riesgo de ser refugadas que las vacas seronegativas en el mismo

rodeo (Thurmond & Hietala 1996™°).

La existencia de otras pérdidas distintas a aborto asociadas a la seropositividad es atin
tema de controversia (M oore 2005b) ™2, En contraste a |os reportes de disminucién de
la produccion de leche asociados a la seropositividad, en un estudi o las vacas
seropositivas produjeron més leche que las seronegativas (Pfeiffer et al. 2002) *%,
Hobson et al. (2002) “® encontraron que las diferencia de produccion entre animales
seropositivos y seronegativos dependia del estatus del rodeo respecto a aborto. No

observaron diferencias significativas en la produccién de leche en rodeos sin

problemas de aborto, aunque si las encontraron en rodeos con abortos. Ogawa et al.
(2005)*° no encontraron diferencias significativas entre serologiaa N. caninumy la
produccién de leche.

Cramer et al. (2002)* en un estudio retrospectivo sobre 56 rodeos y 3412 vacas
lecheras concluyeron que el sero-estatus de las vacas a N. caninum no se encontraba
asociado momento o riesgo de refugo. Por otra parte, en un rodeo sin problemas de
aborto una mejor salud de la ubre fue asociada a un serostatus po sitivo de N.
caninum en las vacas (Peregrine et al. 2004'%).

L6pez-Gatius et al. (2005)” evaluaron 7518 inseminaciones artificiales en tres
rodeos con ata incidencia de abortos por N. caninum. No encontraron diferencias en
el % de prefiez entre vacas seropositivas (32,6%) y seronegativas (34%). Los
porcentgjes de aborto fueron 30,1% para las vacas seropositivas y 4,2% para las
seronegativas. El andlisis de regresion logistica indico que € titulo de anticuerpos
para N. caninum, los dias de lactancia y la produccion de leche no tuvieron efectos
significativos sobre la fertilidad, mientras que fueron significativos la estacion,
nimero de lactancia e inseminacion, €l toroy el inseminador . Los autores concluyen
que la infeccién con N. caninum no afecta la fertilidad en vacas lecheras de alta
produccién.

Signos clinicos de la enfermedad solamente han sido reportados en terneros menores
de 2 meses de edad (Dubey 2003b°*). Por otra parte, en uno de dos rodeos de vacas
lecheras fue encontrada una ventgja significativa en la supervivencia a los 90 dias
para 1’[2623rneras con infeccion congeénita respecto a las no infectadas (Paré et al.
1996°).

En ganado de carne los terneros seropositivos han tenido reducciones significativas
en laganancia diaria de peso vivo y del peso de carcaza en el matadero (Barling et al.
2000a™). Los terneros seropositivos tuvieron una reduccion de 0.05 kg de ganancia
diaria (en feed lots). La seropositividad no fue asociada con enfermedad, mortalidad,
0 venta temprana. No obstante en otro estudio, la ganancia pre -destete de terneros de
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produccién de carne infectados y no infectados resultd similar (Waldner et al.
2002'%).

h. Tratamiento

En la actualidad, no hay un tratamiento efectivo para las vacas infectadas que pueda
prevenir la transmision vertical (Anderson et al. 2000; McAllister y Latham, 2002;
Dubey 2003b). Sin embargo, experimentos en ratones han evidenciado que el uso de
los anticoccidiales derivados de la triazina, como toltrazuril y ponazuril, previenen la
formacion de lesiones cerebrales y ademés disminuye la deteccion de DNA
parasitario por medio de PCR en més de 95% (McAllister & Latham, 2002).

El tratamiento con trimetoprim y sulfadiazina combinado con pyrimetamina por 4
semanas ha sido usado con moderado éxi to en el tratamiento de cachorros infectados
congénitamente, si se lo administra antes (y no después) de que se desarrolle una
severa pardlisis y encefalitis (Dubey & Lindsay 1996b). También ha mostrado ser
efectivo el tratamiento en base a Clindamycina durante 4 0 més semanas. AUn no
existen drogas que destruyan los quistes de tisulares de Neospora en el SNC (Dubey
2003Db).

i. Prevencién y Control

Las estrategias de control y prevencion se han focalizado en programas para reducir
el nimero de animales congénitamente infectados en e rodeo y minimizar la
oportunidad de transmision postnatal desde el medioambiente. (Anderson et al.
2000).

La elaboracion de programas de control para N. caninum en |os rodeos lecheros debe
considerar tanto las vias de transmi sién horizontal como vertical. Se deben hacer
esfuerzos para limitar la transmision vertical y horizontal simultaneamente para
prevenir lainfeccion por N. caninum en el ganado (Otranto et al. 2003).

. Infeccion post natal

La transmision horizontal en ganado, generalmente ocurre en un rango bajo (<5%),

excepto en casos de brotes de abortos en los rodeos con evidencia de ser provocado

por una exposicion a fuente de infeccion medioambiental. La exposicién del gan ado
através de contaminacion del alimento o de las fuentes de agua, con heces de perros

infectados o probablemente canidos salvajes que han eliminado ooquistes, es la
fuente de exposicion ambiental mas probable. Deben tomarse medidas con los tejidos
potencialmente infectados, como fetos abortados, membranas fetales o terneros
muertos (Dubey 1999a™; Anderson et al., 2000; Dijkstra et al. 2001“°; McAllister y
Lathman, 2002; Dubey 2003b). Estos deberan ser incinerados para que no estén
disponibles para el hospedero definitivo.

La serologia en los perros no es una herramienta Util debido a que la seropositividad

del perro puede deberse a su infeccién como hospedero inter mediario (Dubey et al.
1996a™), posiblemente infectado in (tero, en la cua no se produciria e ciclo

sexuado del protozoario con eliminacion de ooquistes, y a la evidencia existente de

que perros eliminando ocoquistes pueden no seroconvertir (McAllister et al. 1998b %
Lindsay et al. 1999%).

Reducir la posibilidad de contaminacion fecal en los alimentos o fuentes de agua
debida alos perros u otros potencial es huéspedes definitivos, como |os zorros.
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El calostro de vacas infectadas podria tedricamente ser potencialmente capaz de
transmitir infeccion post natal alos terneros.

o Infeccidn transplacentaria

La transmision vertical de la N. caninum de una madre a feto es muy eficiente
(>80%) y es suficiente para mantener la infeccion en rebafios por largos periodos de
tiempo, sin la necesidad de tener una nueva introduccion de lainfeccion en el rebafio

desde € medio ambiente (ooquistes) o de fuentes externas (comprando hembras
infectadas).

Debido a que la principal via de transmision esla vertical y que vacas seropositivas a
N. caninum tienen mayor riesgo de abortar, se podria disminuir €l nimero de vacas
positivas 0 congénitamente infectadas en e predio, como también evitar la
introduccién de animales seropositivos (Paré et al. 1998 2* Anderson et al., 2000;
Dubey 2003b; Hall et al. 2005™). Pero no hay evidencia de que la eliminacion de
animal es seropositivos a Neospora genere un beneficio econémico que justifique esta
medida (Barr et al. 1997*°). En predios con baja prevalencia de la enfermedad, podria
ser recomendable evitar la cruza o inseminacion de vacas seropositivas,

disminuyendo asi la transmision vertical (Hall et al. 2005). Moore (2005b) *** plantea
evaluar las ventgas y desventgjas de los predios libres de infeccion debido a

aumento de probabilidad de tormentas de abortos en predios sin contacto previo con

el agente. Ademas, en rodeos lecheros, plantea evaluar s existen pérdidas diferentes

al aborto que justifiquen la eliminacion de animales seropositivos.

El control de la transmision vertical requiere de la identificacion de las vacas

infectadas a través de un chequeo serol6gico. Segiin Moen et al. (1998) % el status
seroldgico puede ser usado como criterio de refugo, para asi disminuir el futuro

riesgo de aborto en los rodeos lecheros. Estos y otros autores concluyen que las

terneras infectadas por N. caninum no deberian ser usadas como reemplazos para asi

disminuir e futuro riesgo de aborto en los rodeos (Bjorkman et al. 19962

Thurmond & Hietala 1997a™’; Hobson et al. 2005).

Hasta el momento, el refugo es la Unica via para prevenir la transmision de vaca a
ternero.

La transferencia de embriones de hembras seropositivas a receptoras seronegativas

(usando procedimientos propuestos por la International Embryo Transfer Society)

puede prevenir la transmision vertical de la N. caninum (Baillargeon et al. 2001";
Landmann et al. 2002%).

También debe tenerse en cuenta que un rebafio con baja prevalencia esta en mayor
riesgo de abortos severos y pérdidas reproductivas si hay una e xposicion importante
a una fuente medioambiental que produzca nuevas infecciones en el ganado
previamente no infectado, por lo cual deben considerarse simultaneamente medidas
para evitar lainfeccion post natal, pero la existencia de un ciclo silvestre del parasito
y €l desconocimiento de aspectos epidemiol 6gicos como €l rol del zorro en nuestras
condiciones productivas limitan las posibilidades de |a prevencion.

En rodeos con Neosporosis endémica, las hembras congénitamente infectadas que
son retenidas, es mas probable que aborten que las hembras no infectadas,
especialmente durante la primera prefiez, 10 que sustenta la opcion de refugar esos
animales. Sin embargo, €l refugo es caro y puede disminuir lainmunidad del rebafio.
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Ademés € refugo puede ser inef ectivo si €l ganado remanente ingiere ooquistes de
N. caninum.

V acunacion

La inoculacion de las vacas con taquizoitos de N. caninum seis semanas antes de la
prefiez proveyO proteccion contra la transmision vertical del parasito cuando las
vacas fueron expuestas a los taquizoitos durante la mitad de la gestacion (Innes et al.

2001).

La inmunidad mediada por células, involucrando cytokinas como €l interferon
gamma (IFN ) son componentes importantes de inmunidad protectiva contra la N.
caninum. Durante la prefiez, cytokinas pro-inflamatorias como el interferon gamma
son regulados en baja, en particular en la interfase materno -fetal, donde dichas
respuestas pueden ser muy dafiinas y perjudiciales para el transcurso de la prefiez.

Los eventos claves en la patogenia de la Neosporosis en el ganado, involucran €l

recrudecimiento de una infeccion persistente, el momento y la severidad de la
parasitemia durante la prefiez. EI momento de la parasitemia en la gestacion es
determinante para el resultado de la enfermedad, resultando un factor critico la edad
gestacional del feto @ momento de latransmision (Maley et al. 2003).

El ganado puede desarrollar un grado de inmunidad protectiva contra el parasito.

Animales que experimentaron un aborto debido a Neosporosis tienen una
probabilidad decreciente de sufrir un siguiente aborto causado por el mismo agente
de infeccién (Anderson et a. 1995; Wouda et a. 1998). Sin embargo, como el

ganado infectado con N. caninum previamente a la prefiez puede sufrir abortos, la
inmunidad generada por una exposicion previa a parédsito es insuficiente para
protegerlo contra el aborto en todos |os casos.

Las vacas con evidencia de una exposicion previa a la N. caninum tuvieron menor
probabilidad de abortar o de tener un ternero prematuro d urante una epidemia de
Neosporosis (brote provocado por una exposicion) que las vacas con una infeccion
primaria de N. caninum. Este hallazgo sugiere un desarrollo de la inmunidad
protectiva en vacas previamente infectadas (McAllister et al. 2000 '%).

La utilizacion de vacunas inactivadas disminuye la tasa de abortos pero |os anticuerpos
vacinales aln no pueden diferenciarse de los producidos en la infeccién. Tampoco
existe informacion concluyente respecto a la eficacia de la vacuna en reducir la
infeccién fetal o en prevenir lainfeccién post natal en vacas no infectadas (Anderson
et a. 2000). Sin embargo, existen estudios que indican que la vacuna tiene la
capacidad de reducir laincidencia de abortos (Romero et al. 2004**), pero no genera
proteccion contra la transmision vertical del pardsito (Estill 2004 *°). Estudios
experimentales realizados en ratones mostraron prevencion de la ocurrencia de
signos clinicos y disminucion de la carga parasitaria a emplear una vacuna
recombinante NcMIC1 (Alaeddine & Hemphill 2004 ?).
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2. CARACTERIZACION DEL PROBLEMA

La Neosporosis bovina es una enfermedad que esta extendida a nivel mundial y ha
sido caracterizada como la principal causa de aborto bovino en muchos paises
(Dubey & Lindsay 1996b). A pesar de haber sido recientemente diagnosticada se han
encontrado valores de seroprevalencia en ganado de carne del 14% con presencia en
el 70% de los establecimientos (Repiso €l al. 2005).

Las pérdidas productivas ocasionadas por la enfermedad radican principamente en
la ocurrencia de abortos. Otras pérdidas incluyen la posible disminucion de la
produccién de leche en vacas seropositivas (Thurmond & Hietala 1997b 8, Hobson
et al. 200276), muerte fetal temprana, mortalidad neonatal, alargamiento de los
periodos interpartos, aumento de las tasas de refugo y reduccion de los animales de
reemplazo (Trees et al. 99%, Hernandez et al. 2001 7).

Dado que el huésped genera una def iciente respuesta inmunitaria contra el patégeno,
pueden producirse abortos repetidos y repeticion de la infeccion congénita,
perpetuandose con los animales infectados, 1a enfermedad en el tiempo y en el rodeo
(Dubey & Lindsay 1996b%).

En virtud de la importancia de los rubros de produccion bovina en la economia del
pais y las pérdidas que significa la presencia de problemas sanitarios causantes de
fallas reproductivas, es imprescindible conocer mejor la epidemiologia de la
Neosporosis en nuestros sistemas productivos, de manera de permitir la adopcion de
medidas preventivasy la elaboracién de planes de control.
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3. OBJETIVOS

Objetivo General

Describir la epidemiologia de la Neosporosis en la principal cuen ca lechera del
Uruguay.

Obj etivos Especificos

*Estimar la seroprevalencia de N. caninum en las vacas en lactacion de la cuenca
lechera Sur del Uruguay.

*Estimar la seroprevalencia en los perros de | os establecimientos lecheros de la
cuenca lechera Sur del Uruguay.

* Establecer el grado de asociacion entre las serologia halladas en caninos y bovinos.

*ldentificar los factores de manejo asociadas a la presencia de serologia positivaala
Neosporosis.
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4. MATERIALESY METODOS

Se rediz6 un estudio transversal en la cuenca lechera Sur del Uruguay,
comprendiendo predios lecheros de los departamentos de Florida, San José y
Colonia. En total €l estudio incluy6 117 establecimientos de un area geogréfica que
abarca aproximadamente 800 rodeos y una poblacion animal de 120.000 vacas
lecheras, y fue realizado entre los afios 2001 y 2003.

Bovinos

El muestreo fue redlizado en dos etapas, primero se seleccionaron los
establecimientos, quedando excluidos los que contaran con menos de 30 vacas en
ordefie. Se utilizaron dos estrategias, |a primera de ellas involucro a los técnicos que
brindan asesoramiento veterinario en estos departamentos y que estuvieran
dispuestos a participar del estudio. La segunda consistié en un muestreo aleatorio
estratificado por departamento, utilizando como marco de muestreo la base de datos
de DICOSE (Direccion de Contralor de Semovientes — Ministerio de Agricultura 'y
Pesca), totalizando 84 establ ecimientos.

Luego de seleccionados | os establ ecimientos se tomaron muestras de 20 animales en
produccién seleccionados por muestreo aleatorio sistemético.

Se extrgjeron 10 ml de sangre de cada animal, con agujas descartablesde 18G x 1y
% 'y jeringas descartables de 10ml. La sangre se trasladd a laboratorio
acondicionada y refrigerada en tubos de borosi licato de 100 x 10mm. En €
laboratorio y luego de producido €l proceso de formacion del codgulo se centrifugd
10 minutos a 2000 rpm, se separd €l suero, y se amaceno en dos viales especiales
para bajas temperaturas con tapa de rosca que se congelaron en freezer de -20° C en
cagjas para 50 viales hasta su utilizacion. Por cada animal se utilizd una aguja, una
jeringa, un tubo con tapdn de siliconay dos viales tipo eppendorf nuevos y estériles.

Los anticuerpos contra N. caninum fueron detectados mediante la técnica de ELISA
empleando € kit comercial ELISA CHEKIT (Bommeli Diagnostics, Suiza). El total
de muestras de suero analizadas fue 1597. Para este kit Von Blumrdder et al.
(2004)*®®  reportaron una Sensibilidad relativa de 95,9% y una Especificidad =
100%. De acuerdo a las instrucciones del fabricante (NEO1135E -25.07.02 version
1), luego de la validacion de cada placa, se realizo la interpretacion del resultado de
la densidad Optica de cada muestra mediante el calculo del valor porcentual (%) =
[(ODmuyestra - ODneg)/(ODpos -ODneg)] X 100. Siendo positivas las muestras con valor
% > 50%, negativas las muestras con valor % < 40% y dudosas cuando el valor % se
encuentra entre 40% y 50%. Para las estimaciones de prevalencia se adopt6 un
criterio conservador basado en la ata especificidad reportada para el kit (Von
Blumroder et al. 2004%°), considerando |os resultados dudosos como positivos.

Se redlizaron formulari os tanto para la toma de muestras como para la realizacién
del cuestionario a fin de recabar la informacion del establecimiento y los animales
muestreados (Anexo).

Los datos de los establecimientos se obtuvieron por entrevista persona del titular a
cargo del tambo, solicitandole ademas acceder a los registros del establecimiento o a
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los sistemas informéticos de registro. Las variables a relevar incluyeron aspectos de
manejo de los animales, datos sanitarios, productivosy reproductivos. (Anexo ).

Perros

Se coordind el muestreo con la “Comisién Nacional Honoraria de Lucha contra la
Hidatidosis” (CNHLCH). Junto a sus técnicos se tomaron muestras de los perros de
los establecimientos que participaron voluntariamente en el estudio (45 tambos), y
de 33 establecimientos lecheros de las mismas zonas, los cuaes fueron
seleccionados directamente por los técnicos de la CNHLCH. En estos dltimos no se
tomaron muestras de los bovinos. El total de establecimientos en que se evalud la
serologia de los perros fue de 78, de los cuales 12 pertenecen a departamento de
Colonia, 55 aFloriday 11 de San José. En los mismos fueron muestreados todos |os
perros totalizando 212 muestras de sueros. Seis establecimientos lecheros en los
cuales se evaluo la serologia en bovinos no poseian perros.

La sangre colectada fue remitida al laboratorio donde se procedi6 ala separacion del

suero, para luego almacenarlo a -20°C. Las muestras de suero fueron analizadas para
detectar la presencia de anticuerpos contra N. caninum mediante la prueba de
Inmunofluorescencia Indirecta (IFl), utilizando kits comerciales NC -1 N. caninum
(VMRD Inc.) en la DILAVE (Direccién Laboratorio Veterinario - Ministerio de
Ganaderia Agricultura'y Pesca). Esta es la prueba de referencia utilizada en caninos
(Dubey 1996). Debido a que los taquizoitos intactos son utilizados como antigeno,

tiene baja reaccidon cruzada con otras coccidias, especiamente T. gondii, siendo
utilizada como prueba verdadera para evaluar otras técnicas serolOgicas para
deteccion de anticuerpos en perros como la iscom-ELISA (Bjorkman & Uggla
1999a%; Lasri et al. 2004%).

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 preservando las caracteri sticas del disefio, utilizando
el software estadistico Intercooled STATA 8.2. (Stata Corp. 2003)™" Se estimaron
las prevalencias con sus intervalos de confianza de 95%. Para estimar la
seroprevalencia en bovinos los datos se ponderaron de acuerdo al disefio,
considerando el tamafio del establecimiento, € marco geografico del estudio
(Florida, San José y Colonia) y la estrategia de seleccion, realizando las proyecciones
a la poblacion mediante las rutinas para andl isis de “survey data” del STATA. El
peso para el andlisis fue definido como el inverso de la probabilidad de seleccién del

establecimiento multiplicado por la probabilidad de seleccién de los animales dentro

de cada rodeo [ 1/(Pestablecimiento™ Panima)] - LOS nimeros de establecimientos por estrato
se obtuvieron de la base de DICOSE 2002 teniendo en cuenta las regiones
departamentales seleccionadas para este estudio, de acuerdo al disefio aleatorio

estratificado. En el caso de establecimientos seleccionados po r 1os veterinarios que
participaron en el estudio, la probabilidad de seleccion del establecimiento en el

estrato fue considerada = 1. En la rutina de andlisis fueron definidos los estratos
(departamentos) y los clusters (establecimientos).

Para estimar la difusién (establecimientos con presencia seroldgica de anticuerpos
contra N. caninum) se estudio la distribucién de los establecimientos en funcién de
las seroprevalencias con las rutinas de muestreo “survey data” del STATA, post-
estratificando por serologia (vacas seropositivas).
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El estudio de los factores asociados a la seroprevalencia de N. caninum en los
establecimientos se realizdé mediante un estudio de casos y controles. Se definieron
como “casos” aquellos establecimientos con a menos 4 animales seropositivos a la
prueba ELISA, equivalente a una seroprevalencia intra-rodeo > 20%. De esta manera
los 84 establecimientos quedaron divididos en 39 controles y 45 casos. El estudio de

la asociacion entre los casos (alta serologia) y los factores de riesgo se reaizd

primero en forma univariada, para cada una de las variables explicativas (posibles
factores) y casos-controles como variable de respuesta. Las variables dicotémicas
corresponden a 0 “Ausencia del Factor de Riesgo” y 1 “Presencia del Factor de
Riesgo”. La asociacion fue evaluada mediante el Odds Ratio (OR: Relacion de las

QOdds), o razén de probabilidades de ser caso habiendo sido expuesto a FR y no

habiéndolo sido. Mide aproximadamente cuanto més probable es que sea caso un
establecimiento con exposicion a FR que uno no expuesto, proporcionando una

estimacion del riesgo de ser caso en presencia de exposicion al factor. Para factores
con mas de dos categorias en escala ordinal se utilizaron pruebas de Chi cuadrado de
homogeneidad y de tendencia con los procedimientos de Mantel -Haenszel (Fleiss
1981%). Luego del andlisis univariado se paso a un andlisis multivariado de regresién

logistica utilizando el método backward stepwise estimation. EI modelo inicial
comenzd con las variables que en forma individual mostraron significacion menor a
0.25 (Hosmer & Lemeshow 2000 ®). Las variables fueron removidas del modelo de
acuerdo alasignificacion (valor p) de la prueba de Wald ajustada.

Las variables cuantitativas fueron evaluadas mediante pruebas-t (Student) para
diferencias entre medias de los grupos (casos y controles) y en forma multivariada
mediante Andlisis de Regresién Mdltiple para controlar posibles variables
confundentes. Los porcentgjes de abortos y el nimero de servicios por prefie z fueron
evaluados mediante la prueba de suma de rangos de Mann -Whitney para muestras
independientes.

La proyeccion de los datos en perros se estimo a través de andlisis para muestreo por
conglomerados (Scheafer et al. 1987%). La relacion entre la serologia en bovinos y
caninos fue evaluada mediante una prueba de Chi cuadrado de tendencia y por su
OR (odds ratio) (Fleiss 1981%°).
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5.RESULTADOS
Bovinos

Estudio de Seroprevalencia

La estimacion de la seroprevalencia en bovinos es de 22 % de vacas seropositivas,
siendo su intervalo de confianza (1C 95%) de 16,8% - 27,2%.

La estimacién de la seropreval encia de vacas seropositivas por departamento se
muestraen laGréfica 1, y los respectivos interval os de confianza (IC 95%) se
presentan en la Tablai.

Colonia Florida San José

Grafica 1. Seroprevalenciapara N. caninum por departamento

Tablai. Seroprevalenciasy sus Intervalos de confianza de 95% para N. caninum por
departamento

pwei ght: w Nunber of obs = 1597
Strata: dept o Nunmber of strata = 3
PSU: codi go Nunmber of PSUs = 84
Popul ation size = 48490.796
Subpop. | Estinate Std. Err. [95% Conf. Interval] Cbs
_______________ o e e e e e e e e e e e e e e e M e e e e e e eemmemmemmemmmemmemmemmmmmmm— -
neospor a |
Col oni a | . 1738196 . 0389631 . 0962952 . 251344 426
Florida | . 1966287 . 0213323 . 154184 . 2390734 766
San_Jose | . 2415771 . 0402044 . 161583 . 3215712 405
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Difusién en rodeos lecheros

Ladifusion de N. caninum en los rodeos lecheros de la cuenca estudiada se muestra
en la Gréfica 2, mientras que su intervalo de confianza (IC 95%) se presentan en la
Tablaii.

Survey proportions estination

s +
8% |Estim Std.Err. [95%Conf.|Interval] |
B |
| 0.918 0.0358 0.8474 0.9876
L L e T T PR +
92%
Tabla ii. Intervalo de confianza para la
| B Positivos ONegativos | proporcion de rodeos seropostivos para N.

caninum.

Gréfica 2. Rodeos con a menos una
vaca seropositiva.

La estimacion de la proporcién de rodeos con @ menos una vaca seropositiva a N.
caninum en cada departamentos se muestra en la Tablaiii.

La distribucién de rodeos lecheros de acuerdo a proporcién de vacas seropositivas
para N. caninum intra-rodeo se muestra en la Gréafica 3. La amplitud de variacion fue
entre 0% y 62,5% (mediana 20%). La distribucion en cada departamento s e presenta
enlasTablasiv, vy vi.

Tablaiii. Difusién en bovinos para N. caninum por departamento.

Survey proportions estimation by depto

E TS +
| Obs Prop. Std. Err |
| oo |
| Colonia 23 0. 826087 0. 080810
L L T T R +
| Florida 41 0. 951220 0. 034059 |
T e +
| San José 20 0. 900000 0. 068825 |
E N N e . +
Pear son
Uncorrected chi 2(2) = 1. 5006
Desi gn-based F(1.62, 131.57) = 0. 8084 P = 0.4249
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38%

Porcentaje

31%

1 0
2% o 15%

Negativos < 10% 10a20% 20a30% > 30%
Ser oprevalenciasintra-rodeo

Gréfica 3. Distribucion de rodeos lecheros de acuerdo a proporcion de vacas
seropositivas para N. caninum intra-rodeo.

Tabla iv. Distribucion de los rodeos segin la seroprevalencia intra-rodeo para N.
caninum en el departamento de Colonia

Survey proportions estination

| neos Obs Est. Prop. Std. Err. |
|- |

| <10 7 0. 304348 0. 098100 |
| 10-20 9 0. 391304 0.104051 |
| 20-30 3 0.130435 0. 071802 |
| 30-40 3 0.130435 0. 071802 |
| > 40 1 0. 043478 0. 043478 |
e e e e e e +

Tabla v. Distribucion de los rodeos seglin la seroprevalencia intra-rodeo para N.
caninum en el departamento de Florida

Survey proportions estination

| < 10 4 0.097561  0.046916 |
| 10-20 12 0.292683  0.071941 |
| 20-30 20 0.487805  0.079033 |
| 30-40 5 0.121951  0.051740 |
e e e e e e e e e e e e e +

Tabla vi. Distribucién de los rodeos segun la seroprevalencia intra-rodeo para N.
caninum en el departamento de San José.

Survey proportions estination

| <10 2 0. 100000 0. 068825 |
| 10-20 5 0. 250000 0. 099340 |
| 20-30 9 0. 450000 0.114133 |
| 30-40 3 0. 150000 0. 081918 |
| > 40 1 0. 050000 0. 050000 |
o e e e eaan +
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Perros

Se relevaron datos de los perros en 84 establecimientos lecheros, encontrandose en

promedio 2,32 perros por tambo con un desvio estandar de 1,52 y un méximo de 10
perros en un tambo. Seis tambos no tenian perros.

Estudio de Seroprevalencia para N. caninum

La estimacion de la seroprevalencia para N. caninum en perros se observa en la
Gréfica4. Su intervalo de confianza de 95% es de 34,3% - 47,8%.

59%

41%

B Seropositivos [ Negativos

Grafica 4. Estimacion de la proporcién de perros seropositivos para N. caninum.

La estimacion de la seroprevalencia de perros seropositivos por departamento se

muestraen la Tablavii.

Tablavii. Seroprevalencia para N. caninum en perros por departamento.

| Obs
| Colonia 29
+
| Florida 148
+
| San José 35
+
Pear son

Uncorrected

Survey proportions estimation by depto

chi 2(2)

Desi gn-based F(1.94, 145.31)

5. 0294
2.5539

N°Est abl . |
12 |
55 |
11 |
P = 0.0830
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Difusién de la serologiade N. caninum en perros de tambos

Ladifusién de la seropositividad en perros a N. caninum, en |os rodeos lecheros de
la cuenca estudiada se muestra en la Grafica 5, mientras que su intervalo de
confianza (1C 95%) se presentan en la Tablaviii.

Tablaviii. Intervalo de confianza parala
proporcién de predios con a menos un

37,2% perro seropositivo.
@62 % Survey proportions estimation
,07/0

|Estim Std.Err. [95%Conf.Interval] |

I
|.Ser0positivos CINegativos | | 0.628 0.0553 0.5198 0.7367 |

Gréficab. Predios con al menos un
perro seropositivo.

La estimacion de la proporcion de rodeos con a menos un perro seropositivo a N.
caninum en cada departamentos se muestra en la Grafica 6.

64%

Colonia Florida San José

Gréfica 6. Difusion (predios con al menos un perro seropositivo) por departamento.
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Estudio de Casosy Controles

Relacion con presenciay serologiaen perros

No se encontré asociacion entre €l nimero de perros del establecimiento y la
ocurrencia de casos (p=0.314). Los odds ratios encontrados para los diferentes
nimeros de perros no difieren del encontrado para establecimientos sin perro
(p=0.32) ni manifiestan unatendencia (p=0.64). Tablaix.

Tabla ix. Relacién entre casos y controles con € numero de perros por
establecimiento.

Namero de perros

|
| 0 1 2 3 >4 | Total
___________ e SO
Control | 2 9 16 6 6 | 39
Caso | 4 8 12 15 6 | 45
........... e Y
Total | 6 17 28 21 12 | 84

Pearson chi 2(4) = 4.7497 Pr = 0.314

Fi sher's exact = 0.314
No_perros | (Odds Ratio chi 2 P>chi 2 [95% Conf. Interval]
............. e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e memmmemmemeemmmemmeemmmmmmm————— =
0 | 1. 000000 . . .
1] 0. 444444 0. 65 0.4188 0.058941  3.351320
2| 0. 375000 1.09 0.2962 0.055259  2.544851
3| 1. 250000 0. 05 0. 8250 0.172164  9.075637
>4 | 0. 500000 0.42 0.5145 0. 059664  4.190132
Test of honogeneity (equal odds): chi2(4) = 4.69
Pr>chi2 = 0.3203
Score test for trend of odds: chi2(1) = 0.22
Pr>chi2 = 0.6397

Las proporciones de casos no mostraron diferencias signific ativas entre los
establ ecimientos con perros y 10s que no tienen perros. Tabla x.

Tabla x. Relacion entre la ocurrencia de casos 'y la presencia de perros.

| Sin perro Tiene perro | Tota
........... e
Control | 2 37 | 39
Caso | 4 41 | 45
........... e
Total | 6 78 | 84

Pear son chi 2(1) = 0.4455 Pr = 0.504
Fi sher's exact = 0.409
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Relacion entre la serologia en bovinos y la serologiaen perros para N. caninum

La presencia de a menos un perro seropositivos no constituy6 un factor asociado ala
alta serologia en bovinos (p=0.89). Tablaxi.

Tablaxi. Relacion entre las serologias de casos y controles con la serologia en perros
por establecimiento

Proportion
| perr.pos perr.neg | Tot al Exposed
_________________ e
Cases | 13 13 | 26 0. 5000
Controls | 12 13 | 25 0. 4800
................. e
Total | 25 26 | 51 0. 4902
|

| Point esti nate | [95% Conf. Interval]
R R e
Odds ratio | 1.083333 | .3151023 3.730168
Attr. frac. ex. | . 0769231 | -2.173573 . 7319155

Attr. frac. pop | . 0384615 |
demmeemee e eememeemeemmemmem e ee e — e — e ———————

chi2(1) = 0.02 Pr>chi2 = 0.8864

El nivel de seroprevalencia en bovinos en |os establ ecimientos no mostré relacion
con la presencia de perros positivos en el mismo. Tablaxii.

Tablaxii. Relacion entre la serologia en perros con €l nivel de prevalenciaen
bovinos.

Bovi nos (% positivos)

[
| < 10 10- 20 20- 30 >30 | Tot al
........... T S Y
Perros | 4 9 10 3 26
Negativos | |
........... )
Al gln perro| 3 9 10 3 ] 25
Posi tivo | |
___________ O SO
Total | 7 18 20 6 | 51

Pear son chi 2(3) = 0.1233 Pr = 0.989
Fi sher's exact = 1.000
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Casos y controles — Andlisis univariado

El andlisis univariado de casos y controles para las variables dicotomicas incluy6 e
estudio de las siguientes variables independientes:

- Tomar de medidas de mangjo y eliminacién de placentas y fetos.
- Alimentacion de los terneros con pool de leche.

- Origen de los reemplazos (propios o compra).

- Recriade animales en campos de recria.

- Si las vacas tienen contacto con zorros.

- Si las vacas tienen contacto con aves.

- Si las vacas tienen contacto con roedores.

- Si las vacas tienen contacto con perros.

- Si las vacas tienen contacto con gatos.

- Depositos de alimentos accesibles a pgjaros.

- Presencia de aves domésticas en €l establecimiento.

- Utilizacion de nodrizas en la alimentacion de | os terneros.
- Acceso de roedores a los depdsitos de alimentos.

- Acceso delos perros alos depositos de alimentos.

- Realizacion de servicios con monta de toros.

- Sincronizacion de celos.

- Tipo de Asistencia veterinaria.

Tabla xiii. Resumen del andlisis univariado de casos y controles para las variables
dicotomicas.

Fom e +
| vari abl e OR signif N_obs |
e e L RSEREE LIS |
| vet 0. 44571 0. 34178 81 |
| renpl azos 0. 44871 0.19028 80 |
| contacto_p 0. 60000 0. 43602 78 |
| sincroniza 0. 60156 0. 31050 76 |
| nmont a 0. 86195 0. 78040 78 |
| c_recria 0. 63636 0. 32031 80 |
| contacto_z 0.66176 0. 39578 78 |
| dep_pa 0. 69053 0. 44823 77 |
| Nodri zas 0. 75833 0. 63448 71 |
| dep_p 0. 85526 0. 73855 77 |
| contacto_g 0. 88888 0. 79663 78 |
| p_l eche 0. 93750 0. 89395 69 |
| dep_r 0. 95454 0.92221 78 |
| plac_fetos 1. 02857 0. 96864 73 |
| contacto_r 1.26623 0. 62013 79 |
| contacto_a 1.29629 0. 60753 78 |
| aves 1. 42857 0. 44288 76 |
e e e +

No se continud con la realizacién de un modelo de regresion logistica debido a que
no hubieron por lo menos 2 variables con niveles de significacion < 0,25 en el
andlisis univariado.
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Importancia de aborto como causa de refugo.

La proporcion de productores que incluyen a aborto como causa de refugo fue de
54% en los casos mientras que en los controles fue de 40%, pero esta diferencia no
resulté significativa.

Tablaxiv. Tabla de contingencia de casos y aborto como causa de refugo.

| aborto
casos | Refuga No refuga | Tot a
........... e
Control | 12 18 | 30
Caso | 21 18 | 39
........... o
Total | 33 36 | 69

Pearson chi2(1) = 1.3028 Pr = 0.254

il
©
w
w
N

Fi sher's exact

Presencia de zorros

Los Odds ratios encontrados para los establecimientos con presencia de zorros
moderada o elevada no difieren significativamente del encontrado para
establecimientos que dicen no contar con la presencia de zorros (p=0.76) ni
manifiestan una tendencia (p=0.79).

Tabla xv. Relacion entre la presencia de zorros y los casos y controles de
establecimientos.

| Zorros
| Ni nguno Pocos El evado | Tot al
........... o
Control | 3 13 17 | 33
........... o
Caso | 3 21 20 | 44
........... e
Total | 6 34 37 | 77
Fi sher's exact = 0.729
zorros | Odds Ratio chi 2 P>chi 2 [95% Conf. Interval]
............. e e e e e e e e e e e e e e e e e mmemmmmmemmemmemmmmmmmmmmmmmmmmmmm—— =
Ni nguno | 1. 000000 . . . .
Pocos | 1. 615385 0.29 0.5923 0.274570  9.503843
El evado | 1.176471 0.03 0. 8552 0.205033 6. 750526
Test of honogeneity (equal odds): chi2(2) = 0.56
Pr>chi2 = 0.7564
Score test for trend of odds: chi2(1) = 0. 07
Pr>chi2 = 0.7952
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Calidad de laleche remitida

No se encontro asociacion entre la calidad de laleche remitiday la ocurrencia de
Casos.

Tabla xvi. Relacion entre casos-controles y calidad de remisién de leche.

cal i dal
casos | B-A-AA AAA | Tot al
........... e
Control | 7 23 | 30
Caso | 8 32 | 40
........... B
Total | 15 55 | 70
Pearson chi2(1) = 0.1131 Pr = 0.737
Fi sher's exact = 0.775

Inseminacion Artificia

Los Odds ratios encontrados para las diferentes opciones de |IA no difieren
significativamente. Tabla xvii.

Tabla xvii. Relacion entre casos-controles y diferentes alternativas de Inseminacion
Artificial.

| ia

casos | No IA Nacional Inport. Nac.e Inp. | Tot al

___________ decccemccmccecceccscccscce e e e sce e fomcc e

Control | 15 2 5 13 | 35

___________ decccemcemccecceccecccmscce e e sce e fomcca e

Caso | 13 3 10 18 | 44

........... T

Total | 28 5 15 31| 79

Fi sher's exact = 0.620

ia | cases control s odds [95% Conf. Interval]
____________ i
No 1A | 13 15 0.86667 0.41239 1.82138
Naci onal | 3 2 1. 50000 0.25064 8.97694
I nportado | 10 5 2. 00000 0.68361 5.85130
Nac.e | np. | 18 13 1.38462 0.67844  2.82583
Test of honogeneity (equal odds): chi2(3) = 1.79 Pr>chi2 = 0. 6168
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Variables Continuas

El promedio de produccion de leche (litros/vacaldia) fue de 16,3 para e grupo
control y 15,8 para los casos (tabla xviii). La diferencia observad a de 0,48 litros
vacaldia no resultd significativa (p=0.47) en el andlisis univariado (pruebat). Tabla
XiX.

Tabla xviii. Media, error estandar y tamafio de muestra de observaciones para
indicadores de produccién.

stats | leche iip ppc nsp racio6n vac.ord vac_ab superf
............... demme e e e e eeemmemmemeemmemmeememmeemmemmem e e m e ————————————
Cont rol nean | 16.3 13. 6 64 2.08 2.99 131 3.47 236
se(mean) | .516 . 252 5.9 .126 .281 15.1 . 562 36

N | 33 29 30 22 30 39 34 32
............... Fo e e e e e e e e e e e e e e e e mmmmm—m———— - =
Caso nean | 15.8 13.6 72.5 2.2 2.90 172 3.97 294
se(rmean) | 432 322 5.41 181 . 187 33.6 597 52.5

N | 40 31 32 26 44 45 43 43

Tablaxix. Andlisis univariado sobre produccion de leche.

Producci 6n de | eche (litros/vacal/dia)

Two-sanple t test with equal variances

Group | Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
“Gonirol |33 16.30303 5158105  2.963158 1525234 17, 35372
Caso | 40 15. 82 . 4324824 2.735259 14. 94522 16.69478
combined | 73 16.03836 3313217  2.830814 1537788  16.690883
T T  ssososlesrezra - 848779 1.81484

Degrees of freedom 71 Ho: nean(Control) - mean(Caso)=0

t=0.72 P = 0.47

Se evalu6é un modelo de Regresién Mudltiple sobre produccion de leche cuyas
variables iniciales fueron: Superficie del establecimiento, nimero de vacas en
ordefie, realizacion de control lechero, fuente de los ree mplazos, utilizacion de
campos de recria, formacién de lotes de aimentacién, kg. de racion diaria y
departamento.

Tesis de M aestria en Salud Animal 2006 39



Dr. José Piaggio Estudio Transversal de Neospora caninum

El efecto de los casos gjustado por las variables incluidas en el modelo fue de -0,48
litros/vacaldia, pero de igua forma que en el analisis univariado la diferencia no
resulté significativa (p=0,475). Tabla xx.

Tablaxx. Andlisis multivariado sobre produccion de leche.

xi: swreg leche (casos) contrl ech |otes vacas_ord superf kgrac_vac i.depto
renpl azos c_recria, pr(.2) pe(.05) |ockterntl
i .depto _ldepto_4-16 (naturally coded; _ldepto_4 omtted)
begin with full node
p = 0.7523 >= 0.2000 renoving |otes
p = 0.7268 >= 0.2000 renpving _ldepto_7
p = 0.6027 >= 0.2000 renoving renplazos
p = 0.5063 >= 0.2000 renoving superf
p = 0.2491 >= 0.2000 renoving contrlech
p = 0.2237 >= 0.2000 renoving kgrac_vac
Source | SS df VB Nunber of obs = 62
------------- R R T F( 4, 57) = 2.07
Model | 53.8743398 4 13. 4685849 Prob > F = 0.0963
Resi dual | 370.369527 57 6.49771101 R-squared = 0.1270
————————————— S Adj R-squared = 0.0657
Total | 424.243867 61 6.95481749 Root MSE = 2.5491
| eche | Coef Std. Err t P> t| [95% Conf. Interval]
_____________ o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e mmmm——————-
casos | -.4766875 .6634935 -0.72  0.475 -1.80531 . 8519353
_ldepto_16 | -2.545177 1.043074 -2.44 0.018 -4.633897  -.4564574
c_recria | -1.197442 . 7790216 -1.54 0. 130 -2.757406 . 3625214
vacas_ord | . 0065665 .0032782 2.00 0.050 1. 96e - 06 . 0131311
_cons | 16. 56309 .8741576 18.95 0.000 14.81261 18. 31356
Porcentaje de abortos

L os porcentgjes de aborto reportados por 1os productores tuvieron unamedia de 3,5%
para los controles y 4% para los casos. En ambos grupos la mediana fue 3%. La
prueba de suma de rangos de Mann-Whitney no mostré diferencias significativas
entre casos y controles (p=0,56). Tabla xxi.

NuUmero de Servicios por Prefiez

Los valores de nimero de servicios por prefiez reportados por los productores
tuvieron unamedia de 2,08 paralos controlesy 2,20 para |los casos. En ambos grupos
la mediana fue 2. La prueba de suma de rangos de Mann-Whitney no mostré
diferencias significativas entre casos y controles (p=0,53). Tabla xxii.
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Tablaxxi. Andlisis No-paramétrico sobre € porcentaje de aborto en vacas.

Porcentaj e de abortos

G oup | Obs
Control | 34 3

Caso | 43 3
conbi ned | 77 3

diff | -.

casos | obs
Control | 34
Caso | 43
conbi ned | 77

unadj ust ed vari ance
adj ustnent for ties

adj usted vari ance

. 470588
. 972093

rank sum expect ed

9503. 00
-81.19

9421. 81

. 5969591 3.914523 2.767381 5. 176805

Two- sanpl e W1 coxon rank-sum (Mann- Wi t ney) test

Ho: vac_ab(Control) = vac_ab(Caso)

z = -0.582 Prob > |z| = 0.5605

Tablaxxii. Andlisis No-paramétrico sobre el nimero de servicios por prefiez.

Nanero de servici os por
G oup | Obs
Control | 22 2
Caso | 26 2
conbi ned | 48
diff | -.

casos | obs
Control | 22
Caso | 26
conbi ned | 48

unadj usted vari ance
adj ustment for ties

adj usted vari ance

Ho: nsp(Control) = nsp(

prefiez

. 200385

rank sum expected

2335. 67
-97.11

2238. 56

Caso) z

Two- sanpl e W I coxon rank-sum ( Mann- Wi t ney) test

= -0.634  Prob > |z| = 0.5260

. 125992 . 5909551 1.820258 2.344288
1813984 . 924954 1.826788 2.573982
1131601 . 7839958 1.918601 2.373899
2289039
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Intervalo Inter-Parto

Las medias de intervalo inter -parto fueron de 13,6 meses para ambos grupos (casos y
controles). El andlisis univariado resulté en un valor de p=0,96. De igua forma el
efecto gjustado por las variables incluidas en e modelo no resultd significativo
(p=0,327). Tablaxxiii.

Tablaxxiii. Andlisis sobre el intervalo inter -parto.

Interval o Inter-Partos (neses)
Two-sanple t test with equal variances

G oup | os Mean Std. Err Std. Dev [ 95% Conf Interval]
“Gontrol | 20 13.60845 2523038 1358698 1308663  14.12027
Caso | 31 13. 58065 . 3222041 1. 793956 12. 92262 14. 23867
combined | 60  13.59167 2046306  1.585131 1318218  14.00115
T T J0228031 413011 - - 8039282 . 8495345
Degrees of freedom 58 t = 00552 P> |[t| =o0.9s62

xi: swreg iip (casos) contrlech |otes vacas_ord superf kgrac_vac i.depto

renpl azos c_recria, pr(.2) pe(.05) |ockterntl

i.depto _ldepto_4-16 (naturally coded; _ldepto_4 onitted)
begin with full node

p = 0.8828 >= 0.2000 renoving |lotes
p = 0.8099 >= 0.2000 renoving contrlech
p = 0.5458 >= 0.2000 renoving superf
p = 0.3099 >= 0.2000 renoving vacas_ord
Source | SS df Ms Nunber of obs = 54
————————————— e F( 6, 47) = 2.88
Model | 36.3942466 6 6.06570776 Prob > F = 0.0180
Residual | 99.0872349 47 2.10823904 R-squared = 0.2686
------------- e T Adj R-squared = 0.1753
Total | 135.481481 53 2.55625437 Root MSE = 1.452
iip | Coef Std. Err t P> t] [95% Conf. Interval]
............. demeemeecemcemmemececmmecemeeceeecmmemmeecmseme-meeeemecemsmemmemm—————-=
casos | -.4212104  .4248067 -0.99 0.327 -1. 275811 . 4333904
renpl azos | -.8435784 .6391726 -1.32  0.193 -2.129428 . 442271
c_recria | . 9778906 . 4770646 2.05 0.046 . 0181604 1.937621
_ldepto_7 | 1. 544314 . 498517 3.10 0.003 . 5414272 2.547201
_ldepto_16 | 2.150661 .6794436 3.17 0.003 . 7837973 3.517526
kgrac_vac | -.3672572 .1430577 -2.57 0.013 -. 6550522  -.0794622
_cons | 13.12052 .6586273 19.92  0.000 11. 79553 14. 4455
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6. DISCUSION

Prevalenciay Difusion

El valor encontrado de seroprevalencia de 22% =+ 5,2% de vacas lecheras positivas a
N. caninum esta dentro de los rangos reportados internacionalmente (Dubey 2003b).
También mantienen la tendencia de ser mayor en bovinos de produccion de leche que
en bovinos de carne (14%, Repiso et al. 2005), como fuera encontrado en otros
estudios (Quintanilla-Gozalo 1999™*°; Guimaraes et al. 2004%).

Comparados con la region, la seroprevalencia estimada es mayor que la de
Argentina, (16,6%, Moore et al. 20029 y que Brasil (12%, 14,1%, 15% y 18,4%,
Gondim et al. 1999 | Melo et a. 2004'%, Guimaraes et a. 2004% y Ogawa et al.
2005, pero con menores niveles que Paraguay (36% Osawa et al. 2002'9).

Con una tasa de transmision post natal generalmente menor a 5%, exceptuand o
brotes de aborto epidémico (Hietala & Thurmond 1996 ", Davison et al. 1999*), el
nivel de prevalencia encontrado indica que la infeccion en la poblacion animal de la
cuenca lechera sur del pais esta presente en forma endémica y posiblemente desde
hace larga data.

En cuanto ala difusion del agente anivel de los establecimientos, € valor encontrado

de 92% es sumamente elevado, evidenciando la alta difusion que tie ne la N. caninum
en los rodeos lecheros de la cuenca sur. Este valor es coincidente con el encontrado

por Corbellini et al. (2006), que obtuvieron un 93,3% de establecimientos con al

menos un animal seropositi vo, en el sur de Brasil. Los valores recientes encontrados
en Euro;l)sa son menores, oscilando entre 16% y 76% de rodeos positivos (Bartels et

al. 2006™).

La distribucion de los establecimientos por la seropreval encia intra-rodeo muestra
gque e 69% de los establecimientos tiene entre 10 y 30% de sus animales
seropositivos, quedando e 15% de los establecimientos con més del 30% de
animales positivos. Si bien la difusion es sumamente alta, aun la proporcion de
animales positivos intra-rodeo permite la adopcién de medidas para el control.

Los resultados de la evaluacién serol dgica de |os perros muestra un patron diferente a
los bovinos. La seroprevalencia de 41% + 6,8% muestra un elevado porcentgje de
perros que ha sido expuesto. Por otro lado la difusion en los rodeos es menor que en
los bovinos, llegando a un 63% de establecimientos con algin perro positivo.

La seroprevalencia encontrada en los perros duplica a antecedente existente sobre
perros de estancia de nuestro pais de 20% de serpositividad (Barber et a. 1997).
Ambos estudios utilizaron latécnica de I FI.

Con respecto a los valores de la region, la seroprevalencia de los perros rurales es
menor que la encontrada en Argentina (48% y 54,2% Basso et al. 2001%), pero
bastante mayor que las reportadas en Brasil (21% Guimaraes et al. 2004%, 21,7%
Uberlandia-Brasil (Fernandes et al. 2004°") y Chile (26% Patitucci et al. 2001*%")
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Con respecto a la prueba seroldgica utilizada, Von Blumroder et al. (2004)°
compararon 12 diferentes métodos seroldgicos de deteccion de anticuerpos anti N.
caninum, 11 pruebas de ELISA indirecto e IFAT (inmunofluorescencia indirecta)

sobre un panel de 523 sueros bovinos en un estudio multicéntrico realizado en

Europa. Para el kit comercial de Bommeli report6 una sensibilidad de 95,9% y una
especificidad = 100% usando como prueba de oro la decisién adoptada por la
mayoria de las pruebas evaluadas. Los autores concluyen con respecto a kit de
Bommeli que seria posible utilizar un menor punto de corte para aumentar | a
sensibilidad del test sin producir pérdidas importantes de especificidad (este kit fue el

nico que obtuvo una especificidad = 100%). Basado en los datos de Von Blumrdder
et al. (2004)*®®, de la alta especificidad de la prueba, en el presente este estudio se
consideraron positivas aguellas muestras que obtuvieron un resultado dudoso, con

valores porcentuales entre 40% y 50%, siguiendo un criterio conservador. (fueron

dudosas 37 de las 1597 muestras).

Casos y controles

Tedbricamente, diferentes niveles de riesgo pueden ser distinguidos en relacién con la
N. caninum en el ganado. En primer lugar el riesgo de un vaca de ser infectada con el

parésito, riesgo de infeccion, y en segundo lugar €l riesgo de un vaca i nfestada de
abortar el feto, riesgo de aborto (Wouda et al. 2000 ).

Dado € alto nivel de difusién de la N. caninum en los rodeos lecheros (92% de
establecimientos con a menos un animal positivo), se estable cié como punto de corte
para clasificar a los establecimientos como casos, un minimo de 4 animaes
seropositivos. Ello equivale a una seroprevalenciaintra-rodeo de 20%, que coincide a
su vez, con lamediana de la distribucion de seropositividad.

Por lo tanto se evalud la asociacion entre los diferentes factores estudiados con la alta
seroprevalencia en los rodeos (= 20%). Es importante realizar esta precision debido a
gue numerosos trabajos sobre factores de riesgo evallan su asociacion con la
ocurrencia de abortos (y no con seropositividad).

Corbellini et. a. (2006)*, con un nivel de difusién similar al encontrado en este
estudio (93,3% de establecimientos con al menos un animal seropositivo), emplearon
para € andisis los valores de prevalencia intra-rodeo como variable dependiente en
el modelo multivariado.

Relacién con presencia, nimero v serologiaen los perros

La falta de asociacion observada en este estudio entre la presencia de perros (p=0,50)

y €l nimero de perros en el establecimiento (p=0.314) con la alta seroprevalencia en
bovinos, discrepa con la mayoria de los estudios existentes. Asociaciones positivas

fueron encontradas por Corbellini et al. (2006)* OR=1,13 por cada perro adicional,
mientras que Otranto et al. (2003)'° reportaron que las granjas con dos 0 mas perros
tenian mayor seropositividad intra-rodeo que las granjas con uno o ningun perro. La
asociacion entre la seropositividad de la N. caninum del ganado y la presencia de
perros fue reportada por Ould-Amrouche et al. (1999)'%. Sanchez et al. (2003)**°
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encontraron diferencias en seropositividad en bovinos de granjas con perros (58% de
158 animales) comparada a las granjas sin perros (35% de 43 animales).

Los estudios de Paré et al. (1998)'**y Bartels et al. (1999) indicaron |a presencia de
perros como el factor de riesgo mas importante asociado a la ocurrencia de abortos
en el ganado. Coincidentemente Hobson et al.(2005)’’ observaron asociacion entre el
nimero total de perros en lagranja (OR = 2,8) y la ocurrencia de abortos.

Schares et al. (2004'%), encontraron asociacion entre granjas positivas (ELISA en
tanque de leche) y la densidad de los perros en laregion.

Sin embargo existen estudios cuyos datos coinciden con los del presente trabgjo.

Ogawa et a. (2005)™° no encontraron diferencias significativas entre serologiaa N.
caninum y la presencia de perros. Por otra parte, Barling et al. (2001)** encontraron
una asociacion negativa con uso de perros de trabgo en los establecimientos. Ellos
especulan que dichos perros alejaban a posibles canidos salvagjes. En un estudio
espanol, la proporcién estimada de abortos atribuiblesa N. caninum en rodeos no fue
asociada al nimero de perros (Mainar -Jaime et al. 1999%).

En el presente estudio tampoco se encontrd asociacion entre €l e status seroldgico de
bovinos y perros, la presencia de a menos un perro seropositivos no constituyd un

factor asociado ala alta serologia en bovinos (p=0.89). El nivel de seroprevalencia en
bovinos en los establecimientos tampoco mostro relacion con la p resencia de perros
positivos en el mismo (Tabla xii). Estos datos no coinciden con los estudios
realizados por Guimaraes et al. (2004)®y Wouda et al. (1999b'"®) quienes
encontraron gque la presencia de seropositividad en el perro estaba asociada a una ata

prevalencia de infeccidn en el ganado, indicando unarelacion entre lainfeccién de N.
caninum en ambas especies.

Los resultados del presente estudio podrian sugerir que en nuestras condiciones de
produccion la via mas importante de transmision de la infeccion podria ser la
transplacentaria, concordando con una situacién de infeccion endémica en los
rodeos, otra posibilidad seria, que tal vez podrian intervenir otros posibles huéspedes
definitivos (canidos salvgjes). La presencia de ata serologia en bovinos de
establecimientos que no tienen perros, podria sugerir la posibilidad de una infeccion
muy anterior en el tiempo, o la adquisicién de animales cronicamente infec tados, o
infeccién horizontal por perros vecinos o canidos salvajes, tal vez desde larga data.

La gran movilidad de los perros en las éreas rurales de nuestro pais también es un
factor importante a ser considerado para interpretar la falta de asociaciéon e ntre la
presencia de perros, como de su estatus serol 6gico con la ocurrencia de casos.

Casos y controles — Andlisis univariado

Todos los posibles factores que fueron estudiados en forma univariada no resultaron
asociados significativamente a la alta seroprevalencia de los rodeos (no tomar de
medidas con placentas y fetos; alimentacion de los terneros con pool de leche;
origen de los reemplazos (propios o compra); envio de animales a campos de recria;
contacto de las vacas con zorros, aves, roedores, perr os 0 gatos, presencia de aves
domésticas en € establecimiento; utilizacion de nodrizas en la aimentacién de los
terneros, acceso de roedores, pgaros y perros a los depositos de alimentos;
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sincronizacion de celos; realizacion de servicios con monta de toros y tipo de
asistencia veterinaria).

Muchos de los factores estudiados otros estudios los han encontrado asociados a la
seroprevalencia de N. caninum. La seropositividad del ganado fue asociada a la
presencia de conejos y/o patos (Ould-Amrouche et al. 1999'%°), mientras que el
mismo estudio encontrd una asociacién negativa a la presencia de gatos.

En el estudio transversal llevado a cabo en Italia (Otranto et al. 2003 ™), el mejor
predictor de la seroprevalencia en este estudio fue la préctica de reemplazo de las
terneras, teniendo los rodeos que crian sus propios reemplazos mayores prevalencias
intra-rodeo (RO= 18,3), sin embargo en el estudio realizado por Sanderson et a.
(2000)*** sobre seroprevalencia y factores de riesgo, no observé relacion entre el
estatus seroldgico del ganado individual con e origen (compra o propio). En e
estudio italiano, la presencia de dos 0 mas perros interactud significativamente con el
tamafio de lagranjay presencia de las aves de corral.

Barling et al. (2001)™ estudiaron factores de riesgo asociados a seroprevalencia en
terneros de carne, encontrando asociacion positiva con los reemplazos propios y €l
acceso de animales salvajes a los suplementos alimenticios de engorde.

Un incremento de riesgo de exposicién a N. caninum fue asociado con canidos
salvajes (zorros grises y coyotes) y un aument o de la densidad de ganado de carne
(Barling et al. 2000b?). Sin embargo en el presente estudio |a presencia de zorros no
demostro asociacion con la seroprevalencia en bovinos (p=0.76).

Corbellini et al. (2006)* reporté asociacion entre la seroprevalencia 'y el empleo de
pool de calostro (OR=1,79). La presencia de aves de corral fue un factor de riesgo
para los tormenta de abortos asociados a N. caninum (Bartels et al. 1999)*.

Sin embargo Ogawa et al. (2005)™° en el estado d Parana-Brasil no encontraron
diferencias significativas entre serologia a N. caninum y alimentacion, presencia de
perros, gatos y roedores. En un estudio realizado sobre establecimientos lecheros en
Canada, se encontré una seroprevalencia de 19,2% (Chi et al. 2002) *. Mediante un
andlisis factorial fueron evaluadas 27 variables, no encontrandose ninguna asociacion
con laserologiaa N. caninum

Indicadores de Produccion

En el presente estudio, los indicadores de produccién evaluados (produccion de
leche, porcentaje de abortos, niimero de servicios por prefiez e in tervalo interparto)
no mostraron diferencias significativas entre |os casos y |os controles.

El impacto de la enfermedad radica en las pérdidas directas ocasionadas por los
abortos, pero se han mencionado otras pérdidas como la posible disminucion de la
produccion de leche en vacas seropositivas ( Thurmond & Hietala 1997b)™8, muerte
fetal temprana, mortalidad neonatal, infertilidad, alargamiento de los periodos
interpartos, aumento de la tasa de refugo y reduccién de los animales de reemplazo
(Dubey 1999b°%; Trees et a. 99'°% Hernandez et al. 2001"°). Herndndez et al.
(2001) " comunicaron una disminucién en la produccién lactea de 2,8 Ib/vacaldia en
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las vacas seropositivas, aunque |a existencia de otras pérdidas ditintas al aborto

asociadas ala seropositividad es alin tema de controversi a (Moore 2005b) ™.

En contraste a los reportes de disminucién de la produccion de leche asociados a la
seropositividad, Pfeiffer et al. (2002)*3 encontraron que las vacas seropositivas
produjeron més leche que las seronegativas. Por otro lado Hobson et al. (2002) * no
observaron diferencias significativas en la produccion de leche en rodeos sin
problemas de aborto. Ogawa et al. (2005)™° no encontraron diferencias significativas
entre serologiaa N. caninum y la produccién de leche.

Loépez-Gatius et al. (2005)% en rodeos con altaincidencia de abortos por N. caninum.
no encontraron diferencias en e % de prefiez entre vacas seropositivas y
seronegativas, pero los porcentges de aborto fueron 30,1% para las vacas
seropositivas y 4,2% para las seronegativas, concluyendo que la infeccion con N.
caninum no afecta la fertilidad en vacas |echeras de alta produccion.

En un estudio francés, un aumento del intervalo interparto y altos contajes de células
somaticas se asociaron negativamente con la seropositividad del ganado (Ould -
Amrouche et al . 1999'%).

7. CONCLUSIONES

La seroprevalencia de anticuerpos anti N. caninum estimada en bovinos fue de 22%
+ 5,2% con una difusion en el 92% de los rodeos con a menos un bovino
seropositivo. La seroprevalencia intra-rodeo varié entre 0% y 62,5%, con una
mediana= 20%.

El promedio de perros por establecimiento fue 2,32 = 1,52, con una seroprevalencia
de anticuerpos anti N. caninum de 41% y una difusion de 61% de establecimientos
lecheros con @ menos un perr o seropositivo a N. caninum.

En el estudio de casos y controles, la seroprevalencia en bovinos no mostré relacion
con la presencia o € nimero de perros. El nivel de seroprevalencia en bovinos en los
establ ecimientos no mostro relacion con la presencia de perros positivos en el mismo

Ninguno de los factores de manejo evaluados resultaron asociados significativamente
a la dta seroprevalencia de los rodeos. Los factores estudiados fueron: toma de
medidas con placentas y fetos; alimentacidn de los terneros con pool de leche; origen
de los reemplazos (propios 0 compra); envio de animales a campos de recria;
contacto de las vacas con zorros, aves, roedores, perros 0 gatos; presencia de aves
domésticas en e establecimiento; utilizacion de nodrizas en la alime ntacion de los
terneros, acceso de roedores, pdaros y perros a los depdsitos de aimentos;
sincronizacion de celos; realizacién de servicios con monta de toros y tipo de
asistencia veterinaria.

Los indicadores de produccion evaluados (produccion de leche, porcentaje de

abortos, nimero de servicios por prefiez e intervalo interparto) no mostraron
diferencias significativas entre los casos y |os controles.
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No pudieron ser identificados factores de riesgo o proteccion asociados a altas
seroprevalencias intra-rodeo en nuestras condiciones productivas.

En resumen, N. caninum se encuentra presente en nuestro ganado lechero, con una
muy amplia difusion el la cuenca sur del pais.

Este estudio contribuye con informacién sobre la situacion epidemioldgica de N.
caninum en la cuenca lechera sur del pais, que pueden ser base para establecer
acciones que tiendan a prevenir o controlar laenfermedad, estudiar su progreso en el
tiempo, asi como la evaluacion de medidas que se puedan implementar.
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9. ANEXOS

DATOSGENERALES
1. Fecha D:I:I]:I] 2. Nombre del Entrevistado
3. Cuél es su Relaciéon con el Tambo? |:| 4. Nimero de Teléfono:

Propietario, Familiar, Encargado, Otro - -

5. Numero de Dicose

| | | | | | | | | | 6. Afio en que Inicié el Tambo

7. Cuales son los tamafios en hectareas de?

El Establecimiento

Dedicadas a la Lecheria 8. Cudl es el niUmero de potreros?

9. Poblacion Animal en Nro. Cabezas: 10. Indique cuantas de las vacas
GANADO LECHERO se encuentran en cada categoria
\Vacas en ordefie Perros la LACTANCIA
\Vacas Secas Bov Carne 2a. LACTANCIA
\Vaguillonas Ovinos/Cabr Mas de 2da Lact
Terneras Suinos
Terneros Aves Corral
Toros Equinos

11. Cual es la Raza Principal? 12. ¢ Cuenta con Asistencia Técnica Veterinaria? |:|:|

Holando

Jersey 13. ¢Con que frecuencia? Mensual

Otra Estacional

Otro, Cual?

14. ¢ Cuando fue la dltima visita?
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MANEJO SANITARIO

CUANDO NO SE ESPECIFIQUE OTRA COSA LAS PREGUNTAS SE REFIEREN AL ULTIMO ARO.

15. De las siguientes enferme- Enfermedad Presencia Fecha de ultima Preocupa
dades quisiéramos saber Vacunacion
si existen en su estableci-  |BVD

miento, si vacunay si alguna|lBR

de estas enfermedades Leptospirosis
le preocupan por su Clostridiosis
posible efecto sobre la Mancha
Produccion Campilobacter
Trichomona
Carbunco

Queratoconjuntivitis

Tristeza

Leucosis

Otras=

16. ¢ Presenta otro tipo de problema sanitario? I:l

¢;Cual?

BIOSEGURIDAD

17. Indique cuales de los siguientes animales tienen

contacto fisico con las vacas, alimentos (pasturas)

y el agua.

Perros || Carpinchos ||
Zorros || Bovinos de carne ||
Gatos || Ovinos ||
Roedores || Cabras ||
Liebres || Ciervos ||
Aves Domésticas || Cerdos ||
Equinos || Comadrejas ||

18. Indique si se produce el ingreso de los siguientes animales
a los depositos de alimentos (galpones)
Perros
Zorros
Pajaros
Roedores
Otros carnivoros |:|

19. ¢Qué medidas toma con las placentas, fetos y otro residuos?
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20. Perros y zorros, ¢, tienen contacto con dichos residuos? Sl
NO

21. ¢ Posee algun tipo de instalacion destinada al almacenamiento de los alimentos?¢ Cual?

22. Sobre los depésitos en los que almacena alimentos (racion, reservas, etc.):
poseen algun sistema que evite el ingreso de animales (aves, roedores)

los perros tienen libre acceso

se realiza limpieza

23. Sobre los depésitos de agua:

poseen tapa

se realiza limpieza

24 ¢Ha introducido bovinos de carne o le che desde otro establecimiento en el ultimo afio?

Sl Carne ¢ Cuantos?
NO Leche

25 ¢ Cuando introduce un animal exige alguna me dida sanitaria? ¢ Cual?

REFUGOSY REEMPLAZOS

26. Nro Vacas Refugadas en el tltimo afio:

27, ¢Cuales son las principales causas de refugo?

28. Dentro de las patologias reproductivas, cudles son las principales causantes de refugo?

repeticion de celos
abortos

otra, ¢Cual?
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MANEJO REPRODUCTIVO

29. Su servicio es con: 30. De los Indicadores Reproductivos que
I.A. Semen Nac conozca indique su valor en dias:
[.LA. Semen Imp Intervalo Inter-parto
Monta Campo Parto-Primer Celo
Monta Corral N servicios/prefiez

31. Realiza diagnéstico de prefiez con

Palpacion Rectal, Ecografia, No realiza

32. Con que Frecuencia realiza diagnoéstico de prefiez: Mensual
Estacional
PRODUCCION
33. Identificacion: 34. Tipo de Registros: 35. Hace Control Lechero:
Individual Planilla Sl
Caravanas Mejor. Lechero NO
Mej. Genético Con Computadora
Tatuaje Otro: Cual?
Otro, Cual?

I nfor macién sobr e practicas de Manejo y Produccion

36. Produccion en litros promedio Vaca/dia

Lactancia
37. Utiliza pool de calostro en la alimentacion de los terneros? Sl
NO
38. Emplea nodrizas para la crianza de terneros? Sl

NO
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SISTEMA DE CRIA DE REEMPLAZOS

39. ¢cuantos terneros nacieron durante el Gltimo afio?

Total

Hembras

40. ¢Las terneras van al campo de recria? |:|
¢A qué campo de recria?

41. Al momento actual cuantas

de las vacas han:

42. ¢Cuéntos terneros han presentado sintomas nerviosos

Vivos
Muertos

a que edad se van

Nacido y criadas en el tambo
Nacido aqui y recriadas fuera

Nacido fuera del tambo

y cuantos mueren por esta razon?

43. ¢ Conoce la Neosporosis?

Sobr e la Enfermedad

s [

44. ;Han habido diagndsticos de esta enfermedad?

45.¢, Cuéntos de los siguientes casos se han presentado en su establecimiento el Ultimo afio?

abortos en vacas

edad gestacional de los abortos

signos neuromusculares en terneros

aborto en perras

signos neuromusculares en perros (cachorros)

46, ¢ Existen zorros en su establecimiento?

Sl ¢ Representan un problema en su predio?

NO
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CUESTIONARIO Muestreo Caninos

1) Cddigo: 2) Propietario:

3)Veterinario: 4) Encuestado:

5) Fecha: 1 6) Numero de DICOSE: | | | | | | | | | |
7) Teléfono: 8) N° de vacas: Ordefie Secas

9) ¢ Conoce la Neosporosis? 10) ¢Ha tenido diagnéstico de esta enfermedad?

Sl SI
NO NO
11) ¢ Cuantos de los siguientes casos se han presentado en el Ultimo afio en su predio?

11.1) abortos en vacas edad gestacional de los abortos

11.2) signos nerviosos en terneros ¢Cuales?

11.3) aborto en perras

11.4) signos nerviosos en cachorros ¢Cuales?
12) ¢ Cuantos perros hay en su establecimiento? E‘j
13) ¢ Existen zorros en el predio? Sl H
NO

14) Sobre los depésitos en los que almacena alimentos (racion, reservas, etc.):
14.1) poseen algun sistema que evite el ingreso de animales (aves, roedores)
14.2) los perros tienen libre acceso

Observaciones:

Encuestador:
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FORMULARIO DE TOMA DE MUESTRAS - CANINOS

Establecimiento Caodigo
Fecha de recolecciéon / /

Veterinario actuante

muestra RESENA DEL ANIMAL Hembras Antecedentes Obs
Nombre | Raza | Sexo | Edad | N° cam. | Abortos | Probl. nerviosos
N° A B C D E F G H
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

Referencias:
A Nombre del animal u otra forma de identificacion
B Nombre de la raza a la que pertenece
C M en machos; H en hembras
D Indicar edad aproximada del animal en afios 0 meses

E Indicar el nimero de camadas (partos) que ha tenido la perra y si
existieron alteraciones expresarlas en Observaciones

F Indicar si la perra present6 problemas de aborto y sus caracteristicas

G Indicar si los animales (sobre todo cachorros) presentaron sintomas
nerviosos y expresar sus caracteristicas en Observaciones

H Referir las observaciones de los items anteriores
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