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RESUMEN

La neosporosis bovina es una enfermedad ocasionada por Neospora
caninum. Hoy en dia, presenta una distribucion a nivle mundial, adquiriendo
importancia en la ultima década por ser una de las principales causas de
aborto en los bovinos. El objetivo de este estudio fue determinar la
seroprevalencia de Neospora caninum en los rebafios bovinos lecheros del
Uruguay y buscar la existencia de posibles factores asociados a esta
enfermedad. Para esto se realiz6 un muestreo aleatorio estratificado
bietapico en el segundo semestre del afio 2015; en la primera etapa fueron
seleccionados 102 predios lecheros, de acuerdo al tamafio de poblacion
bovina (1 a 50 bovinos, 51 a 250 bovinos, mas de 250 bovinos), y en la
segunda etapa se seleccionaron de forma aleatoria sistematica hasta 60
vacas adultas por predio. Ademas de colectar las muestras de los animales
en el predio se les realizaba una encuesta y un estudio de poblacién a los
productores. Por otro lado, se contd con los datos de entradas de bovinos el
afio previo al muestreo (julio 2014 a julio 2015), las coordenadas geograficas
y resultados de seroprevalencia en cada predio de diarrea viral bovina,
leucosis bovina enzootia y rinotraquitis infecciosa bovina. La serologia se
determind por medio de la prueba ELISA indirecto (kit comercial), bajo las
recomendaciones del fabricante en un total de 4.223 bovinos. Para
determinar los factores asociados a los seropositivos se consideré como
caso a todos los predios con seroprevalencias intraprediales superiores a
20%. Primero se realiz6 un analisis univariado, y aquellas variables con
p=<0,2 fueron tenidas en cuenta para ser incluidas en el modelo multivariado
de regresion logistica. La seroprevalencia aparente estimada proyectada a la
poblacién de bovinos en funcion del disefio fue de 22,3 + 1,8 % (intervalo de
confianza (IC) 95%, 18,7-25,9 %), con una prevalencia a nivel predial de
96,0 £ 1,9 %(IC 95%, 92,1-99,8%). Dicha prevalencia predial tendié a
aumentar a medida que el tamafo de los predios también lo hacia (p=0,11).
Por otro lado, la prevalencia intra predial tuvo una amplitud de variacion
entre 0 y 53,3 % (mediana 23,1 %). Para el andlisis multivariado nueve
variables fueron tenidas en cuenta, pero sélo una de ellas demostré estar
asociada en el modelo. El numero de perros en los predios lecheros se
encontré asociado a los niveles de infeccion, por cada perro adicional
presente en el predio el riesgo de tener seroprevalencias superiores a 20%
aumentaba 1,43 veces (OR=1,43; p=0,04), con un IC 95 de 1,02 a 2,03. Con
este estudio se concluydé que si bien la seroprevalencia individual se ha
mantenido estable con los afios, hay una alta difusion del agente en los
rebafos lecheros del pais; a pesar de que este trabajo arrojo evidencia de
que los perros son un importante factor a controlar para intentar reducir los
niveles de infeccion en los predios, mas estudios se deberian realizar, con
un mayor numero de establecimientos, para conocer mejor la epidemiologia
de la enfermedad y asi elaborar medidas de control eficientes.



SUMMARY

Bovine neosporosis is a disease caused by Neospora caninum. Nowadays
has a worldwide distribution becoming important in the last decade because
it is one of the main causes of abortion in cattle. The aim of this study was to
determine the seroprevalence of Neospora caninum in the dairy cattle of
Uruguay and to look for the existence of possible associated factors with this
disease. In the second semester of 2015; a cross-sectional study was
developed with a two steps random sample: in the first step, dairy herds were
divided into three strata according to the bovine population size (from 1 to 50,
51 to 250 and more than 250 cattle). In the second step, until 60 dairy cows
were sampled within each herd. In addition to collecting the blood of the
animals in the herds, a survey and a population study were carried out to the
herdpersons. On the other hand, the in degree data were available for the
sampling previous year (July 2014 to July 2015), geographic coordinates and
seroprevalence in each herd of bovine viral diarrhea, bovine leukosis
enzootia and infectious bovine rhinotraquitis. A total of 4223 serum samples
were analyzing by indirect ELISA test (comercial kit), under the
manufacturer's recommendations. In order to determine the factors
associated with the disease, all herds with intra-herd seroprevalence higher
than 20% were considered as a case. First, a univariate analysis was carried
out, and those variables with p<0.2 were taken into account to be included in
the multivariate logistic regression model. Dairy cow apparent
seroprevalence of N. caninum was 22.3 £ 1.8 % (95% confidence interval
(Cl), 18.7-25.9 %), and at herd level was 96.0 + 1.9 % (95% CI, 92.1-99.8%).
Herd seroprevalence tended to increased when the size of the herd
increased (p=0.11). In addition, intra-herd seroprevalence was calculated,
having a range between 0 and 53.3% (median of 23.1%). For the multivariate
analysis, nine variables were taken into account, but only one variable
showed significant association in the model. The number of dogs in the dairy
farms was found associated with infection levels, for each additional dog
present in the farm the risk of having seroprevalences higher than 20%
increased 1.43 times (OR = 1.43, p=0.04), with an IC 95 of 1.02 to 2.03. With
this study, it was concluded that although the individual seroprevalence has
remained stable over the years, there is a high diffusion of the agent in the
dairy herds of the country. Although this work showed evidence that dogs are
an important factor to control in order to reduce the levels of infection in the
farms, more studies should be conducted, with a greater number of dairy
herds, to better understand the epidemiology of the disease and thus develop
efficient control measures.

Vi



CAPITULO I: Antecedentes Especificos

1. INTRODUCCION

La neosporosis bovina es una enfermedad poli sistémica causada por
Neospora caninum (N. caninum), un protozoario intracelular obligado del
phylum Apicomplexa, clase Coccidia (Dubey et al., 1988).

Neospora caninum fue descripto por primera vez en perros con
encefalomielitis y miositis en 1984 (Bjerkas et al., 1984), pero no fue hasta
1988 que Dubey et al. (1988) lo describieron como una nueva especie. Antes
de esta fecha el parasito era mal diagnosticado como Toxoplasma gondii
una coccidia con caracteristicas similares, pero como después se describira,
patdogenos muy diferentes (Dubey y Lindsay, 1996; Dubey et al., 2002). En
los bovinos, Thilsted y Dubey (1989) fueron los primeros en reportar N.
caninum en tejidos nerviosos de fetos en rodeos con problemas de abortos
esporadicos en Nuevo México (Dubey y Lindsay, 1996).

Hasta la fecha, se han logrado diferentes aislamientos de N. caninum,
encontrando una gran variabilidad en su virulencia (patogenicidad) y rangos
de crecimiento (Donahoe et al., 2015).

Otra especie de N. caninum fue identificada en 1998 por Marsh et al. (1998),
Neospora hughesi; éstos investigadores la clasificaron tanto molecular como
antigénicamente, describiendo su presencia Unicamente en equinos, (Dubey,
1999; Almeria, 2013), en los que causa la denominada mieloencefalitis
protozoaria equina (Marsh, 1998 citado por Martinez et al., 2015). No hay
reportes en la bibliografia que este haya sido aislada en América del sur
(Martinez et al., 2015).

Hoy en dia la neosporosis bovina es considerada una enfermedad de
distribucion mundial (Dubey y Schares, 2011), que ha venido adquiriendo
importancia por las pérdidas econdmicas que ocasiona, ya que es una causa
importante de aborto en bovinos (Dubey y Lindsay, 1996).

2. CICLO BIOLOGICO

Neospora caninum tiene un ciclo biolégico heteroxeno (Dubey et al., 2006;
Goodswen et al., 2013), en donde los hospederos definitivos son los perros
(Canis familiaris) (McAllister et al., 1998), coyotes (Canis latrans) (Gondim et
al., 2004b), lobo gris (Canis lupus)(Dubey et al., 2011) y dingos (Canis lupus
dingo) (King et al., 2010); mientras que los bovinos y un amplio rango de
animales de sangre caliente (Dubey et al., 2006), incluso los mismos caninos
(Dubey, 1999), pueden actuar como hospederos intermediarios (Dubey et
al., 2006).

En el proceso infeccioso de N. caninum estan descritas tres etapas: la de los
taquizoitos, bradizoitos y de los esporozoitos; en las cuales ocurren dos
formas de reproduccion (Dubey, 2003; Dubey et al.,, 2006; Monney y
Hemphill, 2014). Los taquizoitos y bradizoitos se encuentran a nivel
intracelular en los tejidos del hospedero intermediario (Dubey, 1999; Dubey
et al., 2006), en donde toma lugar la reproduccién asexuada; mientras que
los esporozoitos son excretados por el hospedador definitivo, en donde se



da la reproduccion sexuada (Dubey et al., 2006; Almeria, 2013; Almeria y
Lépez-Gatius, 2013).

Los esporozoitos, derivan de los ooquistes no esporulados que liberan los
perros infectados, u otro hospedero definitivo, a través de su materia fecal.
Estos son la forma mas resistente del parasito, ya que resisten a la
desecacion y frio (Lindsay et al., 1999), teniendo un didametro aproximado de
10-12 pm (Williams et al., 2009). Una vez en el ambiente, luego de
transcurridas 24 horas, éstos esporulan, conteniendo en su interior dos
esporocistos con cuatro esporozoitos cada uno (Dubey, 1999; Lindsay et al.,
1999). El hecho de que los ooquistes sean altamente resistentes lleva a que
sean un punto clave en la epidemiologia de la neosporosis bovina (Dubey y
Schares, 2011).

Previo a la liberacion de los ooquistes, es fundamental que el hospedero
definitivo se infecte a través de la ingestion de tejidos de hospederos
intermediarios con bradizoitos o taquizoitos (Buxton et al., 2002; Almeria y
Lopez-Gatius, 2013). Una vez ingerido, tarda en promedio 5 dias en
comenzar a liberar ooquistes no esporulados por medio de la materia fecal
(periodo pre-patente) (Lindsay et al., 1999). Esta liberacion ocurre durante 1
a 27 dias aproximadamente, pero es variable junto con la cantidad de
ooquistes liberados al medio (Dubey et al., 2007). El nUmero de ooquistes
excretados usualmente es pequefio (Gondim et al., 2005; Dubey y Schares,
2011) y esta liberacion disminuye progresivamente con la edad (Schares et
al., 2005 citado por Goodswen et al., 2013); siendo que los cachorros liberan
mayor cantidad de ooquistes que los adultos. Luego de este perido de
excrecion, los perros parecerian volverse refractarios a la eliminacion de
ooquistes, al menos durante ocho a 18 meses (Gondim et al., 2005; Dubey
et al., 2007).

Como mencionamos anteriormente, los taquizoitos y bradizoitos son las
fases que se dan en el hospedero intermediario una vez que éstos ingieren
ooquistes esporulados (De Marez et al., 1999; Donahoe et al., 2015). En el
tracto gastrointestinal los esporozoitos parasitan el intestino, en donde pasan
a taquizoitos, éstos ultimos son capaces de invadir una gran variedad de
células nucleadas (Dubey et al., 2006).

Los taquizoitos son las formas de multiplicaciéon rapida, produciendo lesiones
en los tejidos por la multiplicacién y ruptura celular (Buxton et al., 2002),
pudiendo diseminarse por todo el cuerpo del hospedero intermediario
(Anderson et al., 2000). Tienen forma ovoide o globular, midiendo 3-7 x 1-5
pm, dependiendo de la etapa de division en la que se encuentren, la que se
da por endodiogenia (Dubey y Lindsay, 1996). Estos, penetran a las células
mediante invasion activa luego de cinco minutos que comienzan el contacto
(Hemphill et al., 1996 citado por Dubey y Lindsay, 1996), se han encontrado
hasta 100 taquizoitos en una unica célula (Dubey y Lindsay, 1996). Se los
pueden hallar en una gran variedad de tejidos, principalmente en células de
origen nervioso, macréfagos, fibroblastos, células del endotelio vascular,
miocitos, células del epitelio tubular renal, hepatocitos (Dubey et al., 1988) y
trofoblastos placentarios (Dubey et al., 2002). Se localizan dentro de una
vacuola parasitéfora dentro del citoplasma celular (Dubey et al., 2002), la
que deriva de la propia membrana celular de la célula huésped que es



modificada por el parasito previamente a la invasion para prevenir la fusién
endocitica con otros organelos (Hemphill et al., 1996 citado por Monney y
Hemphill, 2014).

Esta fase de multiplicacion rapida de N. caninum es la que se determina
como la fase aguda de la enfermedad, diseminandose por el torrente
sanguineo vy linfatico a los diferentes tejidos del animal e induciendo la
muerte celular (Davison et al., 1999; Dubey et al., 2007; Goodswen et al.,
2013). En el caso en que el hospedero carezca de respuesta inmune, los
taquizoitos continuarian su proceso de multiplicacion hasta causar la muerte
del animal la cual se produciria a causa de la muerte celular (Buxton et al.,
2002). Sin embargo, en un animal con una correcta respuesta inmune, la
rapida replicacion del taquizoito in vivo es limitada a 20 divisiones
aproximadamente, las que se dan en un periodo de tres semanas; luego de
las cuales los taquizoitos se diferencian a bradizoitos (Dubey y Lindsay, 1996
citado por Goodswen et al., 2013). Entonces, la ocurrencia de la destruccion
celular y por ende la presencia de enfermedad, depende del balance entre la
multiplicacion y penetracion de los taquizoitos y la habilidad que tiene el
hospedero de inhibir la multiplicacion y diseminacion de esta forma
infecciosa (Buxton et al., 2002).

Los bradizoitos a pesar de que también se multiplican por endodiogenia, lo
hacen de forma lenta (Buxton et al, 2002). Son muy similares
morfolégicamente a los taquizoitos (Almeria, 2013), teniendo un nucleo
subterminal y midiendo 8X2 pum (Dubey et al., 2002), pero estan
comprendidos dentro de un quiste tisular que es redondeado u oval, que
puede medir mas de 100 micras (Dubey y Lindsay, 1996), dependiendo la
cantidad de bradizoitos que contenga en su interior (Dubey et al., 2006). EI
principal tejido en donde se alojan es el sistema nervioso central incluida la
retina, y de forma secundaria en el tejido muscular esquelético (Dubey et al.,
1990 citado por Goodswen et al., 2013), pudiendo persistir en el hospedero
de por vida sin manifestar signos clinicos (Dubey y Lindsay, 1996). Los
quistes tisulares con los bradizoitos contenidos en su interior se forman
basicamente ante la reaccion de los taquizoitos a la respuesta inmune del
hospedero, siendo la forma de infeccidn persistente, crénica y asintomatica
(Dubey et al., 2007).

El ciclo biolégico del parasito se completa cuando el quiste tisular presente
en el hospedero intermediario es ingerido por el canino, los quistes pueden
sobrevivir a los jugos gastricos del estbmago, pasando intactos al intestino
delgado, en donde los bradizoitos se liberan e invaden las células,
comenzando el ciclo nuevamente (Goodswen et al., 2013).

2.1. Hospederos

Si bien N. caninum es un protozoario reconocido por su preferencia de
infeccion a bovinos y caninos, en los ultimos afios se han reportado
infecciones y/o evidencias seroldgicas en varias especies vertebradas de
sangre caliente (Dubey et al., 2002; Donahoe et al., 2015), tanto en animales
domésticos, salvajes como de zooldgico (Almeria y Lopez-Gatius, 2013). De
todas maneras, si bien se han encontrado evidencias seroldgicas en
multiples especies, para la confirmacion de una especie animal como
hospedero intermediario es necesario detectar el parasito o ADN del mismo
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en el cuerpo del animal (de Barros et al., 2018).

A la fecha, los unicos hospedadores definitivos que han sido demostrados
son los perros domeésticos (Canis lupus familiaris) (McAllister et al., 1998), el
lobo gris (Canis lupus) (Dubey et al.,, 2011), el dingo (Canis lupus dingo)
(King et al., 2010) y los coyotes (Canis latrans) (Gondim et al., 2004b). Los
coyotes de Norte América fueron los primeros caninos salvajes confirmados
como hospedador definitivo, éstos se encuentran en EEUU, parte de Canada
y América central (Gondim et al., 2004b). El lobo gris fue el canino silvestre
mas reciente que se confirmé como un hospedero definitivo natural de N.
caninum en EEUU (Dubey et al., 2011). Por otro lado, en Australia se logro
infectar artificialmente a un cachorro dingo con un aislado de N. caninum,
Nc-Nowra encontrandose ooquistes en sus heces (King et al., 2010). En el
caso de los perros, se ha reportado una susceptibilidad para la infeccion en
las razas Golden retrievers, Labrador, Boxer, Galgos y Basset hounds, pero
no se han encontrado diferencias segun las edades, aunque los casos
clinicos mas severos ocurren en jovenes 0 cachorros con infeccion
congénita (Buxton et al., 2002). De todos modos, investigaciones sobre el
tema parecerian indicar que el perro si bien es el hospedero definitivo mas
importante de América Latina (Dubey y Schares, 2011), la transmisién
horizontal no es la predominante en esta especie, siendo la via
transplacentaria y lactogénica las de mayor importancia (Cerdillo et al., 2008;
Bandini et al., 2011).

En cuanto al hospedero intermediario, cada vez se realizan mas estudios
sobre su reconocimiento, hoy en dia se sabe que N. caninum es capaz de, si
se da la oportunidad, invadir casi cualquier especie de sangre caliente
(Goodswen et al., 2013). Evidencia de infeccion natural fue encontrada en
perros, bovinos, ovinos, caprinos, equinos y cérvidos (Dubey y Lindsay,
1996). Sin embargo, la infeccién natural en ovinos y caprinos es muy poco
comun (Dubey et al., 1996 citado por Buxton et al., 2002), pero la inoculacion
experimental de este patdogeno durante la prefiez puede causar una
patologia muy similar a la que ocurre con el ganado bovino. Sélo algunos
casos de neosporosis clinica (EEUU y Francia) se han reportado en equinos,
pero no se determiné de forma concreta si se trataba de N. caninum, N.
hughesi o ambos. Es muy probable que éstos animales sélo sucumban a la
infeccion cuando su sistema inmunitario se encuentre muy deprimido. Por el
contrario, en los porcinos la infeccién natural no se ha descripto (Buxton et
al., 2002).

Si bien no todas las aves han demostrado ser hospederos intermediarios
naturales de N. caninum, las aves de corral (Gallus domesticus) y los
gorriones (Passer domesticus), entre otros, han sido confirmadas como tales
al lograr detectar la presencia de ADN del parasito en varios tejidos (de
Barros et al., 2018). Estas son concideradas las mas relevantes, dado que
son las que tienen mayor contacto con los bovinos en distintos sistemas de
produccion y también actuan como reservorio para la transmision a caninos.
De todas maneras, el rol de éstos animales en el ciclo biologico del
protozoario aun no se entiende completamente. Una hipétesis es que éstas
aves carguen en sus patas y plumas los ooquistes y los diseminen en el
ambiente, actuando como vectores mecanicos del protozoario (Almeria,
2013).



Los primeros rumiantes silvestres que se reportaron infectados por N.
caninum fueron los cérvidos, lograndose encontrar bradizoitos en el cerebro
de éstos animales en un zoolégico de la ciudad de Paris (Dubey et al., 1996
citado por Almeria, 2013). Por otro lado, en Espafia Sobrino et al. (2008)
encontraron la presencia de N. caninum en gatos salvajes y otros animales
carnivoros silvestres. Estos animales se encontraban en una gran variedad
de habitats, principalmente en montes con escasa presencia de humanos,
actuando como hospederos intermediarios de este protozoario y
perpetuando la infeccion en el medio. Se ha visto que los roedores tales
como ratas y ratones cerca de los predios también pueden ser posibles
hospederos intermediarios (Almeria, 2013); al igual que los conejos salvajes
(Hughes et al., 2008).

En mamiferos acuaticos, varios estudios epidemioldgicos han mostrado que
se puede detectar la presencia de N. caninum, tanto en especies marinas
como de rio (Almeria, 2013). Pero aun no se ha determinado si éstos
animales son o no hospederos intermediarios (Godim et al., 2006 citado por
Almeria, 2013). En cambio, si bien se ha logrado infectar a primates de
forma experimental, la evidencia de infeccion en humanos es muy escasa
(Dubey et al., 2006).

3. TRANSMISION

En bovinos, existen dos modelos de transmision fundamentales para la
supervivencia de N. caninum (Dubey y Schares, 2011). La transmision
horizontal, que como ya mencionamos, ocurre por medio de la ingestién
posnatal de alimentos o agua contaminada con ooquistes esporulados
(Dubey et al., 2006) y la vertical o transplacentaria en donde la vaca
gestante infectada le transmite la infeccion al feto (Dubey, 2003). Una vez
que un bovino se infecta (ya sea via horizontal o vertical) permanecera
infectado de por vida (Dubey et al., 2006).

Neospora caninum es uno de los microorganismos mas eficientes en la
transmision transplacentaria en el ganado bovino (Almeria y Lépez-Gatius,
2013). Si bien esta infeccion puede resultar en aborto, por encima del 95%
de las veces nace un ternero clinicamente sano, pero persistentemente
infectado (Dubey et al., 2006). Estos terneros, seran los encargados de
mantener la infeccion en el rodeo, dado que transmitiran N. caninum de
forma vertical a sus futuras crias (Piergili-Fioretti et al., 2003 citado por
Almeria y Lopez-Gatius, 2013), ya sea de forma continua o intermitente
(Dubey y Lindsay, 1996). Es por este motivo, que los investigadores afirman
que este tipo de transmisién es la responsable de la difusion y persistencia
del protozoario en el rodeo en las sucesivas generaciones (Dubey et al.,
2006).

La transmision vertical no s6lo es la principal ruta de infeccidn en bovinos
domeésticos, sino que también lo es en otras especies de bovinos (como por
ejemplo bufalos) y en la mayoria de los rumiantes salvajes como los
cérvidos. De todas maneras, la importancia de la transmision vertical en el
mantenimiento de la infeccidn en los animales silvestres aun es desconocida
(Almeria, 2013).

Se describen basicamente dos tipos de transmision transplacentaria:



exdgena y endogena, que varian dependiendo del origen de la infeccion al
feto. La transmision transplacentaria exdégena se da cuando una vaca
prefiada libre de infeccion se infecta por primera vez, a través de la ingestiéon
de ooquistes esporulados (transmisién horizontal), mientras que la de tipo
enddégena sucede cuando se reactiva la infeccibn en una vaca prehada
persistentemente infectada (infeccion crénica) (Williams et al., 2009). La
reactivacion de los bradizoitos a taquizoitos (recurrencia de la infeccién
aguda) puede ocurrir ante cambios en el estado inmune del hospedero
(inmunomodulacion o inmunosupresion), y en el caso de los animales
prefiados es cuando sucede la diseminacion a través de la placenta
infectando al feto (Williams et al., 2009), siendo asi los taquizoitos la forma
de infeccion hacia el feto (Almeria y Lépez-Gatius, 2013). Se ha logrado
encontrar la presencia de N. caninum en fetos abortados 31 dias post
inoculacién de taquizoitos a vacas gestadas (Dubey et al., 1992 citado por
Dubey, 1999).

Los distintos tipos de transmision transplacentaria (endégena y exdégena)
tienen diferentes consecuencias epidemioldgicas, inmunitarias y sobre el
control (Piaggio et al., 2007). Williams et al. (2009) determinaron que vacas
persistentemente infectadas transmitiran la infeccion a sus crias en las
sucesivas prefieces, no generando un grado de inmunidad suficientemente
fuerte contra la infeccion endégena. Por el contrario, en el caso de la
infeccion exdgena, las vacas si serian capaces de desarrollar una respuesta
inmunitaria tal que evitaria la transmisién de la infecciéon en las futuras
prefieces. En vacas infectadas, se ha descripto que a mayor titulo de
anticuerpos al servicio o previo a la prefiez mayor sera la probabilidad de
parir terneros infectados; esto podria ser tomado como predictor de la
transmision vertical, pudiendo utilizarse como medida de control en predios
problema (Moré et al., 2009).

A pesar de la importancia de la transmision vertical, la infecciéon en el rodeo
no podria persistir sin la transmisién horizontal (Dubey et al., 2006), aunque
sea en bajos niveles. Dado que, como se reportd, la eficiencia de la
transmision vertical esta por debajo del 100%, y unicamente con esta via de
infeccion N. caninum iria con el pasar de las generaciones disminuyendo su
prevalencia en el rodeo (Dubey et al., 2007). Usualmente, la transmision
horizontal en el ganado ocurre con baja frecuencia (<5%), a excepciéon de
los casos de brotes de aborto, en los que haya evidencia de que la infeccién
fue provocada por una fuente de infeccion medioambiental (Piaggio et al.,
2007).

La ingestién de ooquistes por parte de los bovinos, ha sido la unica via de
transmision horizontal que se ha demostrado (Dubey et al., 2007), ya que la
transmision horizontal entre bovinos no es posible (Dubey y Schares, 2011;
Almeria, 2013; Goodswen et al., 2013). Por otro lado, se logré6 demostrar la
transmision de animales salvajes a domésticos, en donde los ciervos son
fuente de infeccion para perros, diseminando de esta manera luego la
infeccion al rodeo (Gondim et al., 2004a).

A lo largo de los afios se ha estudiado la posible existencia de otras vias de
transmision, ademas de las mencionadas previamente, surgiendo la via
lactogénica, venérea (Dubey y Schares, 2011) y por la transferencia de



embriones (Baillargeon et al., 2001). Hasta la fecha, no se han encontrado
reportes con evidencia de que la infeccion por via lactogénica ocurra de
forma natural (Ortega-Mora et al., 2006; Dubey et al., 2007). Si bien Davison
et al. (2001) adicionaron taquizoitos en calostro y leche de terneros logrando
la seroconversion de éstos, esta ruta de infeccion es poco probable que se
de en condiciones naturales. A la vez, perros alimentados con leche con
taquizoitos no eliminaron ooquistes a través de sus heces (Dijkstra et al.,
2001 citado por Dubey, 2003). De igual manera, tampoco se ha logrado
demostrar la transmision venérea por parte de este protozoario a través del
semen (Almeria y Lépez-Gatius, 2013). Si bien Serrano et al. (2006) y
Serrano-Martinez et al. (2007) lograron infectar a vacas inseminadas con
semen infectado, se precisé una gran dosis de taquizoitos en el semen para
lograrlo, no siendo reproducible en condiciones naturales y desconociéndose
la viabilidad de los taquizoitos en el semen bovino y la minima dosis
infectiva. Por otro lado, Ferre et al. (2008) no lograron alcanzar un numero
de taquizoitos en semen tal que fuera suficiente para infectar a la hembra
servida.

De todas formas, ésta es una via de infeccion que no se debe descuidar
totalmente, dado que se ha observado la presencia esporadica del ADN de
N. caninum en la fraccion celular del semen, tanto en fresco como en
congelado (Ortega-Mora, 2003). En cuanto a la transferencia de embriones,
es una via de infeccion que resulta muy poco probable, tanto es asi que la
transferencia de embriones es un método recomendado para controlar la
transmision transplacentaria endégena (Baillargeon et al., 2001).

4. PATOGENIA

La neosporosis bovina es una enfermedad que afecta tanto al feto como a la
placenta, pudiendo estar ocasionada por una infeccién primaria (exégena) o,
lo que ocurre con mayor frecuencia, por una reinfeccion de vacas
persistentemente infectadas (endégena) durante la gestacion (Dubey et al.,
2006).

La infeccion al feto por una infeccion primaria de la vaca, es la que
previamente fue denominada como transmision transplacentaria exégena,
donde la vaca gestante se infecta a causa de la ingestion de ooquistes
esporulados. Cuando éstos llegan al intestino los esporozoitos son liberados
e invaden las células intestinales, transformandose en taquizoitos. En esta
fase es cuando ocurre la multiplicacion rapida, en donde se replican en los
ganglios mesentéricos para luego invadir el torrente sanguineo, esta
parasitemia lleva a que el protozoario se disemine por multiples tejidos,
incluyendo el utero gravido (Dubey et al., 2006).

En el caso de la transmisidn transplacentaria enddgena, las vacas ya estan
infectadas al momento del servicio, dado que son las denominadas
persistentemente infectadas (infeccidén crénica). En éstas vacas N. caninum
se encuentra latente en el SNC (sistema nervioso central) y musculo
esquelético, en forma de bradizoitos (fase de multiplicacion lenta), en
perfecta armonia con su sistema inmunitario (Dubey et al., 2006). Durante la
gestacion sufren una reactivacion de la enfermedad, desencadenado
posiblemente por la baja de inmunidad que ocurre hacia la mitad de la
gestacion (Innes et al.,, 2005). Aunque es razonable pensar que la
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inmunosupresion que sufre la hembra durante la gestacion es lo que lleva a
la reactivacion de la infeccion, este mecanismo no ha sido demostrado para
el caso de N. caninum (Dubey, 2003). EI momento en el que ocurre la
reactivacion de la enfermedad sera clave para determinar el resultado de la
prefiez (Williams et al., 2000; Guy et al., 2001).

Una vez que los taquizoitos comienzan a circular por el torrente sanguineo
maternal (parasitemia), N. caninum es capaz de establecerse en el septum
de las carunculas maternales, antes de pasar al feto (Dubey et al., 2006). En
el utero gravido, comienza a multiplicarse causando una destruccion celular
focal en tejidos maternos, fetales y en la interface materno-fetal, en tanto se
inicia una respuesta inflamatoria por parte de éstos tejidos (Buxton et al.,
2002). El riesgo de transmision y el dafo fetal esta muy relacionado con la
edad gestacional al momento de infeccién, la probabilidad de transmision
aumenta con la edad gestacional, esto puede relacionarse con la
vascularizacion de la placenta, dado que esta es mas permeable el ultimo
trimestre de gestacién (Dubey y Schares, 2011).

Luego de una infeccion primaria en el feto, el IFN-gamma activa una
respuesta pro inflamatoria de macréfagos u otras células mononucleares que
inducen la diferenciacion de taquizoitos a bradizoitos formando los quistes
tisulares (Williams et al., 2009 citado por Goodswen et al., 2013). Esto
dependera también de la edad gestacional, la inmunocompetencia del feto al
momento de infeccién (Innes et al., 2005; Dubey et al., 2006) y las
particularidades de la cepa actuante (Maley et al., 2003).

El sistema inmune del feto se desarrolla de forma progresiva durante la
gestacion, para al nacimiento ser inmunocompetente (Dubey et al., 2006).
Durante el primer tercio de la gestacion el feto es particularmente vulnerable,
cuando el timo, bazo y ganglios linfaticos periféricos se estan comenzando a
formar (Goodswen et al., 2013). Estos tejidos comienzan a responder ante
patdogenos luego del segundo tercio de la gestacion. Desde los 100 a 150
dias de gestacion el sistema inmune del feto comienza a ser capaz de
responder ante la invasion de diferentes tipos de microorganismos,
tornandose cada vez mas eficiente (Osburn, 1986 citado por Dubey et al.,
2006). Es por este motivo que durante el primer tercio de la gestacion el feto
es particularmente sensible a la infeccion con N. caninum, siendo poco
probable que sobreviva, y a medida que la gestaciéon avanza se vuelve mas
resistente ante la infeccion, disminuyendo la probabilidad de aborto (Dubey,
2003; Dubey et al., 2006).

A partir del segundo tercio de gestacion el feto es capaz de generar una
respuesta inmune rudimentaria, evidenciada por la presencia de anticuerpos
en suero de fetos abortados, pero claramente esta respuesta puede no ser
suficiente, teniendo en cuenta que la mayoria de los abortos a causa de
neosporosis ocurren durante este periodo (Maley et al.,, 2003). De forma
general, en los fetos mas jovenes los taquizoitos se multiplicaran de forma
descontrolada, causando posiblemente la muerte; en los de mayor edad la
multiplicacion sera mas restringida, por la mayor capacidad de responder
ante infecciones que tendra el feto (Buxton et al., 2002). Es por eso que
cuanto mas temprano ocurra la parasitemia y la infeccion fetal, mas
peligroso sera para el feto. Se encontraron lesiones en multiples 6rganos



(cerebro, corazon, rifiones y pulmoén) en fetos con infecciones tempranas,
mientras que aquellos que sufrieron la infeccion mas tardiamente las
lesiones se observaron soélo a nivel de cerebro (Innes, 2007). Siendo mas
probable el nacimiento de wun ternero clinicamente sano pero
persistentemente infectado cuando este se infecta en el ultimo tercio de
gestacion (Guy et al., 2001).

Para que el aborto suceda debe ocurrir un dafio a nivel de placenta y/o feto
de forma que al menos uno de éstos no pueda ser viable (Dubey et al.,
2006). N. caninum afecta inicialmente la placenta, causando una liberacion
de prostaglandinas por parte del utero materno que lleva a lutedlisis y por
ende al aborto (Dubey et al., 2006). La muerte del feto, también puede
ocurrir por la multiplicacion del parasito en los tejidos fetales produciendo
extensivas lesiones en 6rganos vitales (Dubey y Schares, 2011), o bien, por
una insuficiente nutricién y fuente de oxigeno por las alteraciones que se
producen de forma secundaria en la placenta. De forma adicional, la
expulsion del feto como resultado a la respuesta inmune maternal puede
ocurrir dada la inflamaciéon placentaria y la liberacion de citoquinas pro
inflamatorias maternales (Dubey et al., 2006).

Por todo lo anteriormente mencionado, se puede establecer que N. caninum
es un patogeno primario causante de aborto, tanto por la inflamacién y
necrosis que produce en la placenta maternal como por el dafio ocasionado
en los tejidos fetales, no considerado un patégeno oportunista (Dubey et al.,
2006).

5. SIGNOS CLINICOS EN BOVINOS

La neosporosis bovina es una causa muy importante de aborto, de todos
modos, esta infeccidn tipo cronica suele presentarse de forma subclinica en
bovinos adultos (Dubey y Lindsay, 1996; Goodswen et al., 2013),
encontrandoselo asociado con la cepa de N. caninum presente (Dubey y
Schares, 2011).

El aborto en los bovinos, tanto en ganado de carne como de leche (Dubey,
2003; Dubey et al., 2006; Almeria y Lépez-Gatius, 2013), es el signo clinico
mas importante de la enfermedad y muchas veces el unico visible
(Goodswen et al., 2013), puede ocurrir a cualquier edad de la hembra
gestante (Dubey, 1996; Dubey, 2003; Dubey et al., 2007; Dubey y Schares,
2011), no siendo caracteristica la retencion de placenta (Anderson et al.,
2000). Como signo clinico secundario, se han observado picos de fiebre
bifasicos en vacas muy cercanamente monitoreadas que fueron inoculadas
con N. caninum (Maley et al., 2003), pero no se ha logrado observar en
vacas con infeccién natural (Dubey et al., 2006).

El aborto se produce principalmente a partir del tercer mes de gestacion
hasta los 9 meses, pero ocurre con mayor frecuencia durante el segundo
tercio de gestaciéon (5 a 7 meses) (Dubey, 1996; Dubey, 2003; Dubey et al.,
2007; Dubey y Schares, 2011). De todas maneras, la muerte fetal se da tan
s6lo en el 5% de los casos aproximadamente, siendo lo mas frecuente la
transmisién de la infeccion al feto sin la ocurrencia de aborto (Davison et al.,
1999).

Como se menciond anteriormente, la supervivencia del feto varia
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ampliamente de acuerdo al momento en que se dé la infeccion in utero,
estando relacionado con el desarrollo del sistema inmune fetal (Buxton et al.,
2002). Cuando la infeccion se da en los primeros dos meses de gestacion,
usualmente el feto es reabsorbido y la vaca vuelve a ciclar normalmente,
observandose como una repeticion de celo (Dubey y Lindsay, 1996; Dubey
et al., 2006). Es importante mencionar que la neosporosis bovina no afecta
la fertiidad de las vacas previo a la gestacion (Almeria y Lépez-Gatius,
2013). Cuando la infeccion in utero ocurre entre los 3 a 8 meses de
gestacion, el feto puede morir y es expulsado con una moderada autolisis.
Pero, en caso de que se produzca la muerte fetal antes de los 5 meses de
gestacion, el feto puede momificarse y ser retenido en el utero por varios
meses (Dubey et al., 2006). Por lo que, de acuerdo con la etapa de la
gestacion en la que se infecte el feto, este puede morir en el utero, ser
reabsorbido, momificado, autolisado, nacer muerto, nacer vivo con signos de
la enfermedad, o bien, clinicamente sano pero persistentemente infectado
(Dubey y Lindsay, 1996; Dubey, 1999; Dubey, 2003; Almeria y Lépez-Gatius,
2013).

Las vacas que abortan por primera vez no generan inmunidad, repitiéndose
el aborto o el nacimiento de crias persistentemente infectadas con el correr
de las gestaciones (Dubey y Lindsay, 1996; Anderson et al., 2000; Innes et
al., 2005). De todas formas, es mas probable que una vaca tenga mas de un
ternero congénitamente infectado a que repita el aborto (Dubey y Lindsay,
1996).

Si bien no se ha descripto la ocurrencia de infertilidad en vacas infectadas,
Bahrami et al. (2018) demostraron que en toros infectados la concentracion,
motilidad y viabilidad espermatica se encontraban disminuidas con respecto
a toros sin la infeccidon por este protozoario. Esto, segun éstos autores,
puede estar relacionado con la afeccion del SNC (mas que nada con el
alojamiento de N. caninum en hipotalamo), con la afeccion directa en tejidos
testiculares o con la existencia de estrés oxidativo en los testiculos de
animales infectados (Bahrami et al., 2018). Seria necesario estudiar de qué
manera éstas afecciones en los parametros espermaticos influyen en las
tasas reproductivas de los rodeos bovinos.

5.1. Terneros

Los terneros que nacen de vacas infectadas, a pesar de que la gran mayoria
nace sin signos clinicos aparentes (Anderson et al., 2000), en el 95% de los
casos estan persistentemente infectados (Davison et al., 1999). De todas
maneras, se ha reportado en terneros menores de dos meses de edad
signos nerviosos a causa de la infeccion in dtero por N. caninum (Dubey,
1999), limitandose éstos signos unicamente al SNC (Dubey y Lindsay, 1996).

El desarrollo de los signos neuroldgicos, se da usualmente cuando la via de
infeccién es la transplacentaria exégena (Reichel et al., 2014). Estos
terneros naceran con bajos pesos vivos, debilidad (Dubey et al., 2006) y
gran dificultad para ponerse de pie que podra llegar incluso hasta la paralisis
completa (Dubey y Lindsay, 1996). Podran sufrir tanto en uno como en los
cuatro miembros laxitud de tendones o miembros hiperextendidos, ataxia,
disminucién del reflejo patelar, pérdida de la propiocepsion, exoftalmia y
asimetria aparente en los ojos (Dubey et al., 2006). Aunque es poco
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frecuente los defectos congénitos también esta descrita la escoliosis,
hidrocefalia y médula espinal bifida (Dubey, 2003; Dubey et al., 2006).

6. RELACION HOSPEDERO-PARASITO

Los eventos inmunoldgicos de mayor importancia que llevan al control de la
infeccion por parte del bovino, haciendo que los taquizoitos se diferencien a
bradizoitos, son: la destruccion de las células infectadas promoviendo la
actividad de las células T (CD+4 y CD+8), inhibicion de la multiplicacion
parasitaria por medio de las citoquinas IFN-gamma y TNFa, y bloqueando la
entrada del parasito a través de los anticuerpos (Innes, 2007).

La respuesta inmune que desarrollan los bovinos ante la infeccion con N.
caninum es basicamente de tipo celular (Innes et al., 2005; Dubey et al.,
2006); siendo mediada por las células T-helper tipo |, favoreciendo la
liberacion de citoquinas pro inflamatorias como IFN-gamma, TNFa y IL-12,
que limitan e inhiben la multiplicacion de los taquizoitos (Innes et al., 2005).

A pesar de que la respuesta inmune de las celular T-helper tipo | es muy
importante para la proteccion contra N. caninum y otros patégenos
intracelulares, también se los considera perjudiciales para la prefiez, siendo
en muchos casos fatal para el feto (Innes et al., 2002). Se ha demostrado
que algunas citoquinas en la interface materno fetal son beneficiosas,
mientras que otras como las citoquinas pro inflamatorias IFN-gamma y TNFa
no lo son (Entrican, 2002 citado por Innes et al., 2005), dependiendo
basicamente de su concentracion y localizacion (Innes et al., 2005).

Durante la gestacion las células trofoblasticas del feto producen IL-10, que
son importantes para estimular la generacion de los linfocitos T-helper tipo I,
favoreciendo el ambiente de la interface materno fetal (Innes et al., 2002).
Ese aumento en la concentracion de IL-10 estimula la baja produccién de
IFN-gamma, generando la disminucion de la respuesta inmune necesaria
para combatir este protozoario entre los 4 y 6 meses de gestacion,
favoreciendo su multiplicacion y por lo tanto la transmisién vertical de la
enfermedad (Innes et al., 2002). Por esto, es muy dificil para la vaca
responder ante la infeccion de N. caninum y a la vez mantener la prefiez, ya
que por un lado la inmunomodulacion natural que ocurre durante la prefez
puede alterar la efectividad de controlar la infeccion y por el otro la respuesta
inmune que sucede para combatir la infeccidn puede de por si comprometer
la prefiez (Innes et al., 2005).

La presencia o no de aborto en un caso determinado depende de multiples
factores, los mas importantes a considerar son la etapa de gestacion en la
que se encuentre el animal, la edad gestacional del feto y la magnitud de
parasitemia que sufra la madre. La respuesta inmune celular ante N.
caninum en una vaca prefiada es eficiente hasta la mitad de la gestacion,
pero a medida que se acerca al parto la respuesta inmune disminuye. De
todos modos, en el ultimo tercio de la gestacion el feto ya tendra su propio
sistema inmune desarrollado, siendo capaz de defenderse ante la infeccion
en la gran mayoria de los casos (Buxton et al., 2002).

La respuesta inmune del tipo humoral es considerada mas que nada como
un indicador indirecto de la exposicidon antigénica para el sistema inmune, un
aumento de este titulo puede reflejar un aumento de la actividad parasitaria y
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la multiplicacion de N. caninum en el hospedero (Innes et al., 2005; Innes,
2007). Se sabe que la respuesta inmune del tipo humoral fluctua a lo largo
de la prefiez (Guy et al., 2001). Un aumento de los anticuerpos en la mitad
de la gestacion estara mas probablemente ligada a un aborto que un
aumento de éstos al final de la gestacion (Innes et al., 2005).

7. PATOLOGIA

Una vez que N. caninum invade el torrente sanguineo fetal se disemina por
varios tejidos, teniendo una especial predileccion por el sistema nervioso
central (Dubey et al., 2006). En este 6rgano el protozoario se localiza
principalmente alrededor de los vasos sanguineos y en fetos muy jovenes
(primer tercio de gestacion) la multiplicacion descontrolada de los
taquizoitos, tanto en cerebro como en corazén, puede causar lesiones
letales (Dubey y Schares, 2006) tales como necrosis y muerte celular (Dubey
y Lindsay, 1996). Otras lesiones caracteristcas son encefalomielitis,
miocarditis, hepatitis, encefalitis, meningoencefalitis, epicarditis, placentitis y
miositis (Nam et al., 2011).

A nivel microscépico, las lesiones nerviosas incluyen encefalomielitis no
supurativa, gliosis y necrosis; los quistes tisulares usualmente se logran
observar. Las lesiones miocardicas pueden ser severas, pero suelen estar
enmascaradas por autolisis (Dubey y Lindsay, 1996). Asociada a éstas
lesiones se puede llegar a encontrar meningitis. Los fetos abortados cuentan
con necrosis multifocal y una diseminacién de infiltrados de células
mononucleares en varios tejidos (Dubey et al., 2006). También se puede
observar inflamacioén linfoide en tejidos tales como corazén, pulmoén, higado
y musculo esquelético (Wouda et al., 1997).

Los fetos de edad mas avanzada, son capaces de responder mejor ante
infecciones, por lo que la multiplicacion parasitaria se produce de forma mas
restringida (Dubey et al., 2006), en éstos casos las lesiones estan presentes
en menor grado y sin inflamacion (Gibney et al., 2008 citado por Monney y
Hemphill, 2014). Aquellos terneros que nacen con signos clinicos de la
enfermedad, la principal lesién caracteristica es la encefalomielitis (Dubey y
Lindsay, 1996).

8. DIAGNOSTICO

A la hora de realizar un diagnostico de neosporosis bovina, no solo es
importante tener en cuenta el resultado de la prueba diagnéstica, sino que
también es imprescindible la historia clinica y la epidemiologia del animal o
rodeo (Ortega-Mora et al., 2006).

Las pruebas diagndsticas disponibles para N. caninum son
fundamentalmente de dos tipos, las directas que detectan la presencia del
protozoario en diversos tejidos o sangre y las de tipo indirecto, o también
llamadas serolOgicas, que detectan la presencia de anticuerpos en suero,
plasma o leche, éstas ultimas son las mas utilizadas en bovinos vivos
(Alvarez-Garcia et al., 2013).

8.1. Métodos directos

e Inmunohistoquimica
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La inmunohistoquimica es un método muy efectivo para identificar el parasito
(taquizoitos o bradizoitos) en tejidos fetales. La muestra a remitir siempre es
el cerebro por preferencia, pero también se lo puede identificar de forma
secundaria en pulmaén, rifidn o musculo esquelético (Anderson et al., 2000).
De todas maneras, si bien esta técnica es la de eleccion a la hora de
evidenciar el parasito en las lesiones fetales, la sensibilidad es considerada
baja (Dubey, 2003). Hoy en dia a nivel comercial estan disponibles tanto
anticuerpos monoclonales como policlonales para la realizacion de la prueba
(Dubey y Schares, 2006).

e Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El diagnostico mediante técnicas moleculares tiene la ventaja de ser
altamente especificos y sensibles, teniendo la capacidad de amplificar
pequefias cantidades del patégeno en muestras de gran tamafio (Anderson
et al., 2000) y de cuantificar el protozoario en la muestra utilizada (Dubey y
Schares, 2006). Por el otro lado, las desventajas mas importantes son los
costos que implica, la necesidad de contar con un equipo especializado, la
experiencia y entrenamiento que se necesita por parte del profesional y por
sobre todo la baja eficiencia que tiene esta técnica en muestras con cierto
grado de autolisis, como es el caso de muchos de los fetos remitidos para el
diagndstico de aborto (Anderson et al., 2000). La eficiencia en el diagndstico
por medio de esta técnica se ve influenciada por una gran variedad de
factores: el grado de autolisis, la distribucion del parasito dentro de las
muestras, la utilizacion de primers adecuados, el método de extraccion de
ADN, los ciclos del PCR y la formas de analizar los resultados (Dubey y
Schares, 2006; Nam et al., 2011).

El cerebro y los tejidos corporales del feto abortado son las muestras que se
utilizan con mayor frecuencia (Nam et al., 2011), pero también se lo utiliza en
placenta, leche, liquido amnidtico, materia fecal de perros y en muestras
extraidas del medio ambiente como ser comida y agua (Dubey y Schares,
2006). En trabajos experimentales se utilizé la fraccion celular del semen
para la deteccidn de ADN del protozoario, pero siempre se lo detecto a bajas
cargas (Ortega-Mora et al., 2006).

Por medio de esta técnica, se ha logrado diferenciar distintas cepas de N.
caninum a través del multiplex PCR (Al-Qaassab et al., 2010 citado por Nam
et al., 2011). Los genes que se utilizan para detectar al parasito son ADNr
18S, ADNr 28S, ITS1 y el gen pNc5 (Pena et al., 2007 citado por Nam et al.,
2011).

e Cultivo celular

Se ha realizado el aislamiento de taquizoitos de N. caninum a través de
cultivo celular, pero esta técnica no siempre es exitosa, dado que la autolisis
fetal lleva a la muerte del protozoario (Dubey y Schares, 2006), para éstos
casos el material a remitir de eleccién es el cerebro (Nam et al., 2011). Es
mas probable aislar bradizoitos de N. caninum en tejido nervioso de vacas
congénitamente infectadas, dado que éstos son mas resistentes que los
taquizoitos (Dubey y Lindsay, 1996).

8.2. Métodos indirectos

La deteccion de anticuerpos tanto en suero como en leche ha sido descripta
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como una opcion facil, rapida y eficaz para el diagnéstico de neosporosis
bovina tanto a nivel individual como grupal, siendo una herramienta
ampliamente utilizada para el monitoreo en el rodeo (Almeria y Lopez-
Gatius, 2013).

La deteccién de anticuerpos especificos que se producen en respuesta a la
exposicion de N. caninum son representados por las IgM, las cuales son las
primeras en producirse, el pico se da a las 2 semanas y comienza a
disminuir a las 4 semanas postinfeccion. Esta disminucion de las IgM es
seguida por la produccién de IgG, las cuales permanecen por un periodo de
3 a 6 meses, persistiendo de por vida en los animales persistentemente
infectados (Dubey y Schares, 2006). La subclase de anticuerpos detectado
puede variar con el estatus clinico del animal. La IgG2 domina en casi todos
los bovinos que sufrieron aborto, mientras que en bovinos infectados que no
sufrieron aborto puede dominar la IgG1 o la IgG2 (Almeria et al., 2009 citado
por Dubey y Schares, 2011). Es importante tener en cuenta que en algunos
casos los titulos de anticuerpos especificos para taquizoitos disminuyen por
debajo del nivel de deteccion, por lo que puede pasar que un animal
seropositivo de un resultado seronegativo (Benavides et al., 2012 citado por
Guido et al., 2016).

Hay varios test que pueden ser usados para la deteccion de anticuerpos, los
mas empleados son ELISA, inmunofluorescencia indirecta (IFAT) y el test de
aglutinaciéon. Algunos de éstos test estan disponibles de forma comercial
(Dubey, 1999; Dubey, 2003), pero es esencial que los laboratorios
establezcan correctamente el titulo de corte para cada test. Estos se validan
usualmente mediante la comparacion entre los titulos de una vaca abortada
y no abortada o con el test de referencia para el diagndstico, IFAT. Lo mas
recomendado, seria que la comparacion se realizara con aquellas vacas en
las que se diagnosticd la enfermedad por medio de la deteccion de N.
caninum en sus fetos abortados o las que presentan infeccion congénita
(Anderson et al., 2000).

e Inmunofluorescencia indirecta (IFAT)

Esta es la prueba considerada como referente a la hora de realizar un
diagnostico serolégico de N. caninum (Bjorkman y Uggla, 1999). Como
antigeno se utilizan taquizoitos, por lo que el test detecta anticuerpos que se
adhieren a antigenos presentes en la superficie celular del parasito. Estos
antigenos en el caso de los Apicomplexa son mas especificos que los
intracelulares (Bjorkman y Uggla, 1999). Un resultado es considerado
positivo cuando se observa la membrana del taquizoito intacta (Paré et al.,
1995 citado por Ortega-Mora et al., 2006).

Si bien tiene la ventaja de que no presenta reaccidn cruzada con
Toxoplasma gondii (Dubey y Lindsay, 1996), tiene la desventaja que requiere
de personal entrenado y con experiencia, siendo la observacién subjetiva
(Ortega-Mora et al., 2006).

e Enzima inmunoensayo (ELISA)

Los test de ELISA disponibles pueden ser de tipo indirecto como de
competicion, teniendo como ventaja que es una técnica sencilla, objetiva y
automatizada (Ortega-Mora et al., 2006). Es la técnica de eleccion para
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implementar a nivel de rodeo (Almeria y Lopez-Gatius, 2013), cuando las
muestras son muchas (Guido et al.,, 2016) y se necesita un resultado de
forma rapida, dado que una gran cantidad de muestras pueden ser
procesadas en un mismo momento (Nam et al., 2011). A nivel mundial estan
disponibles gran variedad de kits comerciales, que pueden ser usados tanto
en suero, plasma o leche (Almeria y Lépez-Gatius, 2013). Estos kits utilizan
a los taquizoitos como antigeno (Dubey y Schares, 2006; Alvarez-Garcia et
al., 2013; Guido et al., 2016), pudiendo utilizarlos enteros fijados, como
proteinas recombinantes o como taquizoitos “iscom” (Nam et al., 2011).
Alvarez-Garcia et al. (2003) realizaron un estudio con un panel de 458
bovinos tanto infectados (de forma natural como artificial) como no
infectados para comparar y estimar la sensibilidad y especificidad de 10
ELISA comerciales. La mayoria de los kits comerciales tuvieron alta
sensibilidad como especificidad (>95%), dandole una gran validez a los
ELISA disponibles comercialmente y confianza a investigadores que realizan
estudios epidemiolégicos basandose en éstas pruebas diagnosticas.

Se han desarrollado ELISA que diferencian la presencia de IgG de la IgM, lo
cual, en base a los que se menciond anteriormente, permitiria diferenciar
una infeccion aguda de la cronica (Dubey y Schares, 2006). Esta
herramienta es de vital importancia a la hora de implementar medidas de
control contra la enfermedad, dado que ayuda a determinar la via
predominante de infeccion, siendo diferentes las medidas prioritarias si esta
es vertical u horizontal (véase Prevencion y control) (Aguado-Martinez et al.,
2008).

Del mismo modo, Aguado-Martinez et al. (2008) describié un test de ELISA
basado en las proteinas recombinantes NcGRA7 y NsSAG4, con el objetivo
de lograr diferenciar primo-infeccién, re-infeccidén, recrudecimiento e
infeccion crénica. La proteina NcGRA7 se encuentra presente tanto en los
taquizoitos como bradizoitos, siendo indicativo de infecciéon aguda (primo-
infeccion, reinfeccion o recrudecimiento), mientras que la proteina NsSAG4
esta presente solo en los bradizoitos, indicando infeccién crénica. La
deteccién de anticuerpos para las dos proteinas recombinantes indicaria una
reactivacion de la infeccién o un patrén de aborto del tipo endémico. Por el
contrario, en el caso de los abortos epidémicos, se detectarian anticuerpos
s6lo para las proteinas NcGRA7, pudiendo estar los anticuerpos contra las
proteinas NsSAG4 en valores negativos o en torno al punto de corte
(Aguado Martinez et al., 2008).

e Test de aglutinacion directa (DAT)

Es altamente sensible y especifico, facil de usar en varias muestras a la vez,
sin requerir equipos especiales. Se puede usar para cualquier especie
animal sin ningun tipo de modificacién (Nam et al., 2011).

e Immunoblot (Western blot)

Es un test muy especifico, que se puede utilizar para diferenciar las etapas
de infeccién, dado que reconoce diferentes proteinas antigénicas de N.
caninum mediante IgA, IgE, IgG y IgM (Nam et al., 2011). A la vez un
immunoblot de avidez puede utilizarse para diferenciar una infeccion aguda
de una cronica (Aguado Martinez et al., 2005). Anderson et al. (2007)
determinaron que este test era mas eficiente cuando la muestra de sangre
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estaba degradada (Nam et al., 2011). Usualmente se utiliza para el
diagnostico de aborto a través de fluidos fetales, siendo mas especifica que
la IFAT (Sondgen et al., 2001).

e Test de inmunocromatografia rapida

Es una técnica simple, rapida, sensible y especifica para la deteccion de
Anticuerpos especificos de N. caninum en bovinos (Nam et al., 2011).

8.3. Diagndstico de aborto

El determinar a N. caninum como la causa de aborto en bovinos es dificil, no
solo por la existencia de otros patdégenos involucrados, sino que también los
predios lecheros usualmente tienen una alta prevalencia de neosporosis
(Dubey y Schares, 2006), siendo las tasas de transmisién vertical muy
elevadas y se transmite en general de forma asintomatica en bovinos (Dubey
et al.,, 2007). Encontrar la presencia del parasito, su ADN o incluso
anticuerpos no significa que N. caninum haya sido la causa de aborto
(Dubey et al., 2007; Dubey y Schares, 2011; Almeria y Lopez-Gatius, 2013),
es indispensable tener en cuenta la epidemiologia para llegar a un
diagnostico definitivo (Anderson et al., 2000; Almeria y Lopez-Gatius, 2013;
Guido et al., 2016).

El examen de los fetos abortados es necesario para llegar al diagndstico
definitivo de neosporosis (Dubey, 2003). Lo ideal es que se remita el suero
de la madre (Dubey y Lindsay, 1996), la placenta (Ortega-Mora et al., 2006)
y la totalidad del feto abortado (Dubey y Lindsay, 1996; Dubey, 1999; Dubey,
2003), pero si esto no es posible se debe examinar el cerebro, corazén e
higado, de forma de poder buscar cambios histopatolégicos que confirmen el
diagndstico, usualmente el 6rgano mas afectado es el cerebro (Dubey, 1999;
Dubey, 2003). Si bien el suero o liquidos corporales de los fetos abortados
son los mas utilizados para el diagndstico, el liquido peritoneal deberia ser el
de eleccién a remitir (Dubey, 2003).

Para el caso de los fetos abortados, el diagnéstico de laboratorio se basa
principalmente en la deteccion de lesiones histoldgicas o del patdgeno en si
a través de PCR (Ortega-Mora et al., 2006) o inmunohistoquimica en cerebro
(6érgano de eleccion), corazén o higado (Jenkins et al., 2002; Almeria y
Lopez-Gatius, 2013). En el caso que se encuentren lesiones en SNC tales
que hayan podido causar la muerte fetal y en esas lesiones se encuentre el
protozoario podria llegar a considerarse diagnéstico definitivo (Dubey y
Schares, 2006).

e Histopatologia

Como bien se menciond, el diagndstico presuntivo usualmente se puede
realizar por medio de la observacion de las lesiones histoldgicas (Anderson
et al., 2000). Si bien no hay lesiones patognomonicas en esta enfermedad
(Dubey, 1999), las lesiones mas caracteristicas son encefalitis y miocarditis
multifocal, caracterizada por necrosis e inflamacién no supurativa (Wouda et
al., 1997; Dubey, 1999; Dubey, 2003; Barr et al., 1991 citado por Almeria y
Lopez-Gatius, 2013). Las lesiones en higado, tales como hepatitis, son mas
frecuentes de encontrar en los casos de abortos epidémicos (Dubey, 1999;
Dubey, 2003).
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Estas areas focales de necrosis rodeadas por células inflamatorias también
se pueden observar en medula espinal, pulmones, corazén, higado, rifion,
musculos y otros tejidos (Anderson et al., 1994 citado por Anderson et al.,
2000; Lindsay et al., 1993 citado por Jenkins et al., 2002) como por ejemplo
la placenta maternal (Barr et al., 1991 citado por Almeria y Lépez-Gatius,
2013). Aunque este ultimo tejido usualmente no se logra remitir al
laboratorio, se han encontrado lesiones tales como placentitis y necrosis no
supurativa, lo cual es indicativo de aborto temprano a causa de neosporosis
(Ortega-Mora et al., 2006). Los fetos abortados generalmente se presentan
con autolisis y acumulacién de fluidos serosanguinolentos en las cavidades
corporales (Anderson et al., 2000).

En un estudio llevado a cabo en Espana en fetos bovinos abortados se
observo que los principales 6rganos afectados eran cerebro, corazon, rindn,
pulmén e higado, detectandose la presencia de N. caninum mediante PCR.
Se observé que la gravedad de las lesiones disminuia a medida que la edad
fetal aumentaba, siendo mas severos en el primer trimestre de gestacion en
comparaciéon con el segundo y tercer trimestre. En fetos en el ultimo tercio,
N. caninum sélo pudo ser detectado en el cerebro, y ocasionalmente en
diafragma, corazén y ganglios linfaticos, esto confirma que el dafo que
pueda ocasionar N. caninum varia segun la edad fetal (Collantes-Fernandez
et al., 20006).

e Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica generalmente es necesaria dado que hay muy pocos
protozoarios presentes en las muestras, esto junto con la autolisis que
presentan los tejidos, hace muy dificil el diagndstico por medio de la
observacion histolégica (Dubey, 2003). Si bien se ha encontrado a N.
caninum en fetos momificados y en tejido cerebral casi liquido (Dubey y
Lindsay, 1996) es muy dificil encontrarlo en los cortes histologicos de tejidos
fetales, aun cuando los fetos estan en buenas condiciones de preservacion.
Esto usualmente se da debido a que la respuesta que dispara el parasito en
la célula hospedera no solo mata a dicha célula, sino que también a los
taquizoitos presentes en los fetos abortados (Dubey y Schares, 2006).

Dado que los fetos que abortan a causa de neosporosis autolisan
rapidamente, el tejido cerebral deberia se fijado en formol al 10% de forma
inmediata, para poder realizar inmunohistoquimica (Dubey, 1999) y examinar
las secciones de tejidos mediante la tincibn con hematoxilina y eosina
(Dubey, 2003). Dada la baja sensibilidad que presenta esta técnica, se
puede utilizar tejido fetal (fresco, congelado, fijado en formol o embebido en
parafina) para el método de PCR, siempre y cuando se optimice la
extraccion del ADN (van Maanen et al., 2004 citado por Almeria y Lépez-
Gatius, 2013).

o Deteccion de anticuerpos

La busqueda de anticuerpos en los fluidos fetales o en el suero fetal es una
herramienta complementaria muy util a la hora de buscar un diagnostico
definitivo del aborto (Dubey, 1999; Jenkins et al., 2002; Dubey, 2003).
Especialmente en los fetos que vienen con un grado de autolisis tal que la
busqueda de lesiones histopatoldgicas resulta dificil (Dubey y Lindsay,
1996). De todas formas, asi como un resultado positivo no es indicativo de
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aborto, un resultado negativo no indica que N. caninum no haya sido el
causante del aborto (Jenkins et al., 2002).

Los rumiantes cuentan con una placenta sindesmocorial, esto lleva a que
durante la gestacion la madre no le pueda transmitir inmunoglobulinas al
feto, por lo que cualquier nivel de anticuerpos detectados en el feto, son de
origen fetal (Innes et al., 2005). Sabiendo esto, se podria decir que la
posibilidad de encontrar anticuerpos en el feto aumenta con la edad
gestacional (Dubey y Lindsay, 1996), dado que recién luego de los 4 meses
de gestacion el feto es capaz de montar una respuesta inmune celular contra
el parasito (Innes et al., 2005). Barr et al. (1995) encontraron anticuerpos
contra N. caninum en 37 de 74 fetos, utilizando diluciones de 1:80 con la
técnica IFAT, 31 de éstos fetos tenian 6 meses o mas de gestacion (Dubey y
Lindsay, 1996). La sintesis de anticuerpos por parte del feto depende
entonces de la etapa de la gestacion en la que se encuentre al momento de
infectarse, pero también del nivel de infeccidon y del tiempo que paso entre la
infeccion y el aborto; éstos factores influyen en la sensibilidad de la serologia
fetal (Wouda et al., 1997). La respuesta que predomina a nivel fetal es la
produccion de IgG1, aunque también se puede observar la presencia de
IgG2 e IgM (Buxton et al., 1999 citado por Dubey y Schares, 2006).

9. EPIDEMIOLOGIA
9.1. Epidemiologia del aborto

La ocurrencia de abortos en un rebafo puede darse basicamente de dos
formas, lo que se denomina como un patrén de aborto endémico o como un
patron de aborto epidémico, estando directamente relacionado con la
presencia de N. caninum en el rodeo (Anderson et al., 1995; Dubey et al.,
2006). De forma general, en el patron endémico, los porcentajes de aborto
anual no superan el 5%, pero se mantienen constantes con el correr de los
anos. Esto se observa principalmente en los establecimientos en los que la
neosporosis esta ya presente (Anderson et al., 1995) y la ruta predominante
de infeccidn es la vertical. El patron epidémico, se desarrolla basicamente en
los rodeos en los que el ganado estaba libre de la enfermedad e ingresa N.
caninum por primera vez mediante transmision horizontal (Dubey et al.,
2006), observandose lo que se conoce como “tormenta de aborto”. Este
ultimo patrén es el menos frecuente, pero causa pérdidas por aborto que van
desde un 10 hasta un 57% en algunos casos (Dubey y Schares, 2006),
ocurriendo en un periodo de tiempo muy breve que puede ir de 6 (Anderson
et al., 1995) a 12 semanas (Davison et al., 1999 citado por Goodswen et al.,
2013). Como concepto general, Dubey y Schares (2011) definieron como
brote de aborto epidémico si mas del 10 a 12,5% de las vacas con riesgo de
aborto abortan en un periodo de entre 6 y 8 semanas.

Como se menciond, en los abortos de tipo endémicos, la ruta predominante
de infeccion que se da en el rodeo es la vertical. Para que esto ocurra, debe
haber una inmunosupresion tal que cause en la vaca prefada una
reactivacion de la infeccion, de manera que los bradizoitos pasen a la fase
de taquizoitos y se transmitan al feto (Goodswen et al, 2013).
Generalmente, la infeccidn cronica no afecta el periodo temprano de
gestacion, pero si tiene un efecto abortivo luego de pasados los 90 dias de
prefiez (Lopez-Gatius et al., 2004). Se ha reportado que la ocurrencia de
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aborto es mayor en gestaciones menores a seis meses, dado que pasado
ese tiempo el ternero tiene un grado de desarrollo tal que puede combatir de
mejor manera la infeccion; resultando de un ternero clinicamente sano, pero
persistentemente infectado (Guy et al., 2001).

Los patrones de aborto reportados como epidémicos estan relacionados con
infecciones primarias de vacas que nunca han sido expuéstas al protozoario,
este tipo de infeccidbn generalmente proviene de una unica fuente de
infeccion, siendo las vacas expuéstas casi al mismo tiempo (McAllister et al.,
2000) mediante la ingestion de ooquistes (Anderson et al, 2000). La
concentracion de anticuerpos contra N. caninum aumenta durante el brote y
disminuye luego del dia 85 post exposicion (McAllister et al., 2000); en
general las vacas recientemente infectadas tienen bajos titulos de
anticuerpos y se observara en muchas la seroconversion al momento del
brote, lo que sugiere la existencia de transmision horizontal (Dubey, 2003).

Es importante tener en cuenta que cuando las tormentas de aborto estan
asociadas a infecciones postnatales, niveles de trasmision vertical de
madres a hijas seran mas bajos (Landmann et al., 2011), y la probabilidad de
aborto sera mayor que en vacas con infeccion crénica (Lopez-Gatius et al.,
2004; McAllister et al., 2000). Es por eso que en un predio los niveles de
transmision vertical seran indicativos de la presencia de infeccién cronica o
post natal que esté ocurriendo (Landmann et al., 2011).

La probabilidad de infeccion al feto una vez que la vaca es infectada durante
la gestacion y la ocurrencia de aborto depende de varios factores: la
cantidad de ooquistes ingeridos por la vaca prefiada, el tiempo, la cantidad y
duracién de la parasitemia, la etapa de la gestacion y el sistema inmunitario
tanto de la madre como del feto (Innes et al., 2005; Goodswen et al., 2013);
siendo mayor la probabilidad de infeccidon del feto cuando se ingieren gran
numero de ooquistes y en etapas mas tardias de la gestacion (Gondim et al.,
2004c). La edad del animal gestante no parece ser un factor que influya en
la probabilidad de infeccion, por lo menos por medio de la via horizontal
(Anderson et al., 2000). Por otro lado, hay reportes que indican que la
transmision vertical es mas usual en las vacas prefiadas de menor edad
(Dubey, 2003). En cuanto al riesgo de infeccion fetal, se ha descripto que
este aumenta junto con el aumento de la edad gestacional (Innes et al.,
2005).

Previo a hablar de vacas con riesgo de aborto y sus factores asociados, es
importante definir qué animales son los que estan en riesgo. La “vaca en
riesgo” varia si se trata de un caso de aborto endémico o epidémico. Para el
caso de abortos endémicos, se considera como vaca en riesgo todas
aquellas vacas que hayan estado prefiadas desde que comenzaron los
sucesos de aborto, puede tratarse de meses o incluso afos. Para el caso de
los abortos epidémicos, las vacas en riesgo son aquellas que presentaban
prefieces de entre 58 a 260 dias cuando comenz¢ el brote (Schares et al.,
2002).

Se ha demostrado que vacas seropositivas a N. caninum tienen mayor
riesgo de aborto que las seronegativas (Dubey, 1999; Dubey et al., 2003;
Williams et al., 2009), y este riesgo aumenta con el aumento del titulo de
anticuerpos (Dubey et al., 2007). Kashiwasaki et al. (2004) observaron que
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vacas con altos titulos de Ac (IFAT=1:3200) tenian un riesgo de aborto
mayor (OR=10) que aquellas seropositivas, pero con bajos titulos de Ac
(IFAT=1:200). A nivel predial se ha visto que altas prevalencias estan
asociadas con un aumento en el riesgo de aborto en el predio, esto se
explica por el aumento del riesgo de aborto en las vacas con infeccion
cronica sumado al riesgo de infeccion postnatal que se incrementa a causa
de la primera (Dubey et al., 2007). Pabon et al. (2007) realizaron el
seguimiento durante tres anos a un predio seropositivo a N. caninum, este
tenia un 13% de abortos de los cuales mas del 90% de esas vacas eran
seropositivas y de esos abortos el 61,5% se trataban de repeticidn de
abortos. Estos autores reportaron que en vacas con infeccion crénica la tasa
de aborto fue casi igual a la tasa de repeticion de aborto, siendo frecuente
que las vacas que abortaran una vez lo sigan haciendo. Por otro lado, en un
estudio que fue llevado a cabo en California, se determindé que los bovinos
con infeccion congénita tenian 7,4 mas riesgo de aborto en la primera
prefiez que aquellos bovinos no infectados. A la vez, los bovinos
seropositivos que abortaban, tenian 5,7 mas de riesgo de volver a abortar en
la gestacion siguiente (Thurmond y Hietela, 1997). De todos modos, si bien
estos datos parecerian indicar que la mejor opcidn para controlar los abortos
es disminuir la prevalencia intra-predial, se ha observado que el riesgo de un
brote de aborto epidémico se incrementa cuando esto ocurre, ya que vacas
con infecciéon crénica desarrollan cierta inmunidad contra posteriores
infecciones exdgenas (McAllister et al., 2000).

Cuando se va a proceder a analizar un predio, es importante calcular el OR
del riesgo de aborto, dado que nos puede llegar a dar informacién util sobre
el patron de aborto. En algunas ocasiones OR menores a 10 podrian indicar
que el patron de aborto es endémico, mientras que OR superiores que es
epidémico (Schares et al., 2002 citado por Dubey et al., 2007).

9.2. Prevalencia

Multiples trabajos se han realizado sobre la prevalencia de N. caninum
alrededor del mundo, de tal forma que este protozoario ha sido detectado en
cada pais en el que fue llevado a cabo un estudio epidemioldgico
(Goodswen et al., 2013).

Si se evalua la seroprevalencia de la enfermedad en distintas partes del
mundo, se puede observar que se han encontrado considerables diferencias
entre paises, dentro de cada pais, entre regiones e incluso entre el ganado
lechero y carnicero (Dubey y Schares, 2011). Estas seroprevalencias varian
dependiendo del test utilizado para el diagndstico (Dubey, 2003; Almeria,
2013), el titulo de corte (Dubey, 2003), el disefio de muestreo y, para el caso
de los biotipos, las diferencias marcadas pueden deberse también al manejo
realizado en los distintos sistemas (Moore et al., 2009). Es por eso que en
esta revisibn se procedera a describir la distribucién geografia de N.
caninum, sin hacer grandes comparaciones entre estudios.

En el ano 2006 en Europa se llevd a cabo un estudio en el que se
determinaron las prevalencias prediales de N. caninum en Alemania, Paises
bajos, Espana y Suecia, las cuales para el rodeo lechero fueron de 49, 76,
63 y 16%, respectivamente. Como se observa hubo grandes diferencias
entre los paises estudiados, a pesar que el método de muestreo y la técnica
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de ELISA implementada fue la misma (Bartels et al., 2006). Un factor
importante a tener en cuenta es la presencia en cada region de posibles
factores de riesgo o de proteccidon asociados a esta enfermedad que
contribuyen a la variacién en las seroprevalencias (Goodswen et al., 2013).

La seroprevalencia de N. caninum en un predio o region puede ser muy
constante con el correr del tiempo. Mas aun en aquellos lugares en los que
no se implementan medidas para su control (Pabon et al., 2007) y la
transmision horizontal no es muy frecuente (Monney y Hemphill, 2014). Esto
se reportd en un estudio llevado a cabo en Espanfa, en el que se realiz6 el
seguimiento a un predio lechero durante tres afos consecutivos,
muestreandose 259, 222 y 231 bovinos en cada ano, de los cuales 122
animales fueron los mismos en cada muestreo, de éstos ultimos bovinos
mencionados, en los tres anos de estudio sélo seroconvirtieron 4 (3,3%)
(Pabon et al., 2007).

A la vez, la seroprevalencia en los predios varia significativamente segun
éstos tengan o no historias de brotes de aborto (Canada et al., 2004; Ogawa
et al., 2005; Reiterova et al., 2009). Canada et al. (2004) evaluaron en una
zona de produccion intensiva de leche en Portugal dos grupos de predios,
uno seleccionado de forma aleatoria en la zona (49 predios, 114 vacas) y el
segundo seleccionado por ocurrencia de historia de aborto ya sea de forma
endémico o epidémica (36 predios, 1237 vacas); observandose diferencias
significativas en las seroprevalencias de cada grupo (28 vs. 46%,
respectivamente) (Canada et al., 2004). Un estudio similar se realizdé en
México, en donde el grupo con historia de aborto tenia una seroprevalencia
del 72%, mientras que el grupo que tenia tasas de aborto consideradas
como normales para la zona tenia seroprevalencias del 36% (Morales et al.,
2001). Moore et al. (2002) realizaron un trabajo en la pampa humeda en
Argentina con 2414 vacas tanto carniceras como lecheras, se estimaron las
seroprevalencias por medio de la técnica IFAT, observandose que para el
caso de las vacas lecheras el 16,6% (174/1048) de vacas sin antecedentes
de enfermedades reproductivas eran seropositivas, mientras que el 43,1%
(323/750) de vacas con historia de abortos se encontraron eran
seropositivas. De todas maneras, se debe tener en cuenta que la historia de
aborto no deberia ser un factor que afectara la seroprevalencia de N.
caninum, sino que mas bien es un factor que ocurre a causa de la
enfermedad.

Como se mencioné anteriormente, es una enfermedad que se ha reportado
en la mayor parte del mundo, incluyendo: Australia, Nueva Zelanda, Europa,
Corea, Japdn, Tailandia y en todo el continente americano (Dubey, 2003). En
Francia (Orne) se realiz6 un muestreo aleatorio en el que se seleccionaron
42 predios lecheros y un total de 1924 vacas y vaquillonas (mayores a 15
meses de edad); a diferencia de otros estudios realizados en Europa y en el
mundo, la seroprevalencia resulto ser baja (5,6%), al igual que la prevalencia
predial e intrapredial, que fueron del 66,7% y 1,1 — 8%, respetivamente, si
bien este estudio data ya de casi 20 anos atras, la sensibilidad y
especificidad del kit comercial de ELISA era alta (98%) y los autores tomaron
dos muestras de los mismos animales para evitar falsos negativos,
considerandose a un animal como positivo cuando tenia al menos un
resultado a la prueba positivo, lo que lleva a suponer que los niveles de
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infeccion en esa zona realmente eran bajos (Ould-Amrouche et al., 1999).
Mas recientemente en Turquia, fue llevado a cabo un estudio serolégico en
560 bovinos a través de un kit de ELISA comercial, siendo el 39,6% de las
muestras positivas (Ekici et al., 2018).

También en Africa ha sido descripta, en Etiopia se muestrearon 2334
bovinos perteneciente a 273 tambos, siendo la prevalencia individual del
13,3% y la predial del 39,6%, no observandose diferencias significativas
entre los predios de menor y mayor tamafio, ni entre los cercanos y lejanos a
zonas urbanas (Asmare et al., 2013). Por otro lado, en el sur de Egipto se
estudio la presencia de anticuerpos contra N. caninum en un total de 301
bovinos, reportandose que la seroprevalencia en esa region fue del 18,9%
(Fereig et al., 2016).

Infecciones por N. caninum han sido reportados en gran parte de América
del Sur, en Argentina, Brasil, Chile, Paraguay, Peru, Uruguay (Moore, 2005),
Colombia (Pulido et al., 2016) y Venezuela (Lista-Alves et al., 2006).
Habiendo evidencia de exposicién no solo en bovinos, sino que también en
ovinos, cabras, perros, gatos, bufalos de agua, alpacas, llamas, zarigieyas
sudamericanas, lobos y otros canidos silvestres (Moore, 2005).

En Brasil, se han realizado numerosos estudios en diferentes regiones. Por
ejemplo, en Bahia se realiz6 una investigacion en 447 bovinos lecheros (14
predios), determinandose por medio de la técnica IFAT que el 14% de los
animales eran seropositivos a N. caninum (Gondim et al., 1999). Por otro
lado, en Parana se realizaron dos trabajos, uno en el afo 2004 (Guimaraes
et al., 2004) y otro en el 2005 (Ogawa et al., 2005). En el primero se
utilizaron 623 vacas adultas perteneciente a 23 tambos, determinandose por
medio de IFAT que la seroprevalencia en la region era del 14,3% (Guimaraes
et al., 2004); mientras que en el segundo la seroprevalencia reportada fue
del 12 % también por medio de IFAT, muestreandose 90 predios lecheros y
un total de 385 bovinos (Ogawa et al., 2005). En el aino 2006 Corbellini et al.
(2006) realizaron un estudio epidemiolégico en 60 predios lecheros, siendo
seleccionados de forma aleatoria en 2 regiones del sur de Brasil, en dicho
estudio se muestré el 40% de los animales de cada predio, resultando en
1549 animales que se diagnosticaron por medio de la prueba IFAT. La
seroprevalencia a nivel individual determinada en este estudio fue de 17,8%,
mientras que la encontrada a nivel predial fue 93,3%.

En Paraguay, la seroprevalencia estimada por medio de ELISA fue de 29,8%
en 879 bovinos tanto de carne como de leche (Osawa et al., 2002). Mientras
que en Colombia se determinaron seroprevalencias de 64% en un hato
lechero en el municipio de Toca y de 76,9% en el municipio de Pasto
(Cedefio y Benavides, 2013).

En la zona central de Chile, Hervé-Claude et al. (2017) realizaron un estudio
de seroprevalencia en 11 tambos lecheros pequefios, en donde se
muestrearon 47 bovinos en total. Su seroprevalencia estimada a nivel
individual fue del 55% mientras que la predial del 67% (Hervé-Claude et al.,
2017). En Venezuela, la primera evidencia de exposiciéon a N. caninum en
predios bovinos fue reportada en el afio 2006, en donde se muestrearon 459
bovinos de doble propdsito provenientes de 15 predios; la seroprevalencia
en este estudio resulto ser de 86,7% (Lista-Alves et al., 2006).
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En cuanto a los reportes encontrados en el Uruguay, el primer registro de
infeccion fue determinado en 414 perros de estancia por Barber et al. (1997),
en los cuales se encontrd serologia positiva por medio de IFAT en el 20% de
éstos animales. Posteriormente, Cobo et al. (1999) detectaron a N. caninum
en un brote de abortos en vacas Holando del departamento de Florida, éstas
vacas fueron seropositivas mediante la técnica IFAT, y a los fetos abortados
se les realizé inmunohistopatologia la que resulto compatible con N.
caninum. Un trabajo realizado por Easton et al. (2003) en el que se describid
la etiologia de abortos en fetos que llegaron a la Direcciéon de Laboratorios
Veterinarios (DILAVE) entre el afio 1996 a 2002 establecieron que N.
caninum era una de las principales causas de aborto (22%).

El primer reporte de seroprevalencia en ganado lechero realizado en el
Uruguay fue en el ano 2003 por Piaggio (2006). Este estudio se realiz6 en
1597 bovinos provenientes de 49 predios lecheros de los departamentos de
Colonia, Florida y San José (lo que se considera como la principal cuenca
lechera sur del pais). Para la seleccion de la muestra se realizé un muestreo
aleatorio estratificado bietapico, en el que se selecciond primero los
establecimientos, quedando excluidos del muestreo todos los que tuvieran
30 vacas de ordefie 0 menos, y luego de cada establecimiento se tomaron
muestras en forma sistematica de 20 bovinos, de los cuales 10 eran vacas
adultas y 10 vaquillonas. La seroprevalencia reportada por medio del ELISA
indirecto a nivel individual fue del 22%, mientras que la predial resulto ser de
92%; la mayor parte de los predios contaron con una seroprevalencia intra
rodeo de 10 a 30% (Piaggio, 2006).

Para el caso del ganado de carne, Bafales et al. (2006) realizaron un
estudio transversal de 4444 bovinos, correspondientes a un total de 229
establecimientos distribuidos por todo el territorio uruguayo (a excepcion de
Montevideo). En este estudio se estimé que la seroprevalencia individual fue
del 13,9%, y la predial de 69,2%. No se observaron diferencias significativas
entre las prevalencias de vacas (14,3%) y vaquillonas (12,9%), pudiendo
estar relacionado con la mayor importancia que tiene la transmision vertical
en éstas explotaciones (Bafales et al., 2006).

9.3. Factores de riesqgo

A lo largo de los afios se han llevado a cabo multiples estudios
epidemiologicos que evaluan el riesgo, tanto a nivel individual como predial,
de sufrir infeccidon con N. caninum (riesgo de infeccidn) o de sufrir aborto a
causa del protozoario (riesgo de aborto). Se cree que ambos riesgos estan
asociados de forma positiva, pero influyen de diferente manera (Dubey et al.,
2007).

A continuacién, se describiran los factores de riesgo que han sido reportados
en la bibliografia, de forma de entender mejor la epidemiologia de la
enfermedad.

e Presencia del hospedero definitivo (perro)

La presencia de perros dentro de un predio se lo ha visto asociado a un
aumento de la prevalencia en el ganado bovino en muchas investigaciones
realizadas sobre el tema (Corbellini et al., 2006; Dubey et al., 2007; Schares
et al., 2004; VanLeeuwen et al., 2010), habiendo una clara relacién entre la

23



prevalencia de N. caninum en perros y bovinos dentro del predio (Dubey,
1999). Este hallazgo tiene sentido, dado que la presencia de los perros
aumenta el riesgo de transmision horizontal, ya que como se describi6
anteriormente, éstos son los que liberan los ooquistes capaces de infectar a
los bovinos (Dubey y Schares, 2011).

En un estudio llevado a cabo en el estado de Santa Catarina, Brasil se
observd que los predios que contaban con perros eran 2,22 veces mas
probables de infectarse que aquellos que no contaban con este hospedero
definitivo (Favero et al., 2017). Por otro lado, Guimaraes et al. (2004) en
Parana, Brasil también encontraron una asociacién entre presencia de
perros en el predio y presencia de N. caninum en el ganado, pero esta se la
considerd baja; los autores lo atribuyeron a la no inclusién en el estudio de
los perros callejeros y salvajes. De forma similar, Wouda et al. (1999b)
describieron que aquellos predios sin perros tenian una seroprevalencia
significativamente menor que aquellos que si contaban con perros.

Los habitos de alimentacion de los perros son muy importantes, vy
definitivamente contribuyen a aumentar el riesgo de infeccion, dado que este
aumenta cuando los perros consumen placentas y/o fetos abortados
(VanLeeuwen et al., 2010). En un estudio realizado en la zona central de
Chile se observd que aquellos predios en que los perros consumian
alimentos caseros y no los de origen comercial, tenian mayor probabilidad
de ser positivos a N. caninum (OR=6) (Hervé-Claude et al., 2017). A la vez,
la seropositividad a N. caninum esta asociado a los potreros y no tanto al
origen de la fuente de alimento; esto significa que el riesgo de contaminacion
con ooquistes en el alimento es mayor una vez que se lo distribuye (Dubey
et al., 2007).

El numero de hospederos definitivos en contacto con el agua y alimento de
los bovinos también se ha visto que incrementa el riesgo de infeccion
(Corbellini et al., 2006; Dubey et al., 2007; Monney y Hemphill, 2014). En un
estudio realizado en Alemania por Schares et al. (2004) se determin6 que un
buen predictor de prevalencia en la leche de tanque positiva a N. caninum
era el numero de perros presentes, asi como también el distrito, ciudad o
municipalidad en la que se ubicaba el tambo.

Hobson et al. (2005) determinaron que por cada perro adicional que hubiera
en el predio, el riesgo de aborto por N. caninum aumentaba 2,8 veces. Otros
autores describieron que la presencia de perros en un predio afecta la
seroprevalencia en ganado bovino cuando hay mas de dos (Otranto et al.,
2003) o tres (Portocarrero et al., 2015) perros segun los trabajos. De forma
similar, en un estudio realizado en el sur de Brasil se reportd que por cada
perro adicional que hubiera en el predio lechero, la probabilidad de infeccién
de las vacas aumentaba 1,13 veces (Corbellini et al., 2006).

No sélo la presencia o numero de perros es considerado un posible factor de
riesgo para esta enfermedad, sino que el tiempo que llevan los perros en el
predio también es relevante, y aqui es donde la bibliografia difiere. Hay
autores que afirman que la presencia de perros por mas de 5 anos (Asmare
et al., 2013) o incluso por mas de 10 afios llevan a aumentos en la
seropositividad del ganado lechero (Dubey et al., 2007); mientras que otros
afirman que el riesgo de infeccibn aumenta en predios con perros
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recientemente introducidos en comparaciéon con perros residentes. Esto
puede estar relacionado a que perros mas joévenes liberan mayor cantidad
de ooquistes (Dijkstra et al., 2002 citado por Dubey et al., 2007).

Pero no todas las investigaciones realizadas encontraron los mismos
resultados. En dos estudios realizados por Romero et al. (2002, 2017) en
Brasil la presencia de perros no se la vio asociada a la presencia de la
enfermedad en los bovinos. Estos autores atribuyeron la falta de asociacion
a que seguramente el numero de perros reportado por los productores fuera
inferior al que las vacas estuvieran realmente expuéstas, a la vez, hubo un
muy alto porcentaje de predios con perros, que seguramente circulan entre
predios. Lo mismo sucedié con el trabajo realizado por Piaggio (2006) en
Uruguay dando argumentos similares a los previamente descriptos, no
descartando la presencia de un posible factor de confusion.

No hay grandes evidencias que la presencia de perros en el ganado de
carne sea un factor de riesgo para la infeccién de los bovinos. Un posible
argumento es que éstos tipos de sistemas son mas extensivos, siendo mas
dificil el contacto de los bovinos con las heces de los caninos (Dubey et al.,
2007).

e Presencia de otros carnivoros

Si bien es sabido que los gatos no son hospederos definitivos de N.
caninum, en un estudio epidemiolégico realizado por Ould-Ambrouche et al.
(1999) en ganado lechero, se observé que la presencia de felinos en el
predio actuaba como un factor de proteccidén, esto posiblemente fue un
factor de confusién relacionado con la ausencia de perros en ese predio.
Otra posible explicacion, es que los felinos al alimentarse de hospederos
intermediarios (por ejemplo: el ratén) disminuyen de cierta forma la
probabilidad de que éstos infecten a los perros alli presentes (Dubey et al.,
2007).

e Presencia de otros hospederos intermediarios diferentes al bovino

Otros posibles hospederos intermediarios (véase Hospederos) pueden ser
fuente de infeccidon para los perros, observandose en multiples estudios que
la presencia de ratones, patos y aves de corral actuaron como factores de
riesgo en la infeccion de N. caninum (Dubey et al., 2007).

e Presencia de aves de corral

El rol de las aves en el ciclo biolégico de N. caninum no se conoce con
certeza, de todas formas, tienen importancia bioldgica y en la transmision de
este protozoario, dado que se comportan como vectores mecanicos de los
ooquistes y son hospederos intermediarios (Bartels et al., 1999; de Barros et
al., 2018).

Se ha demostrado que existe una asociacion positiva entre la presencia de
aves en los predios con bovinos y el aumento de la seroprevalencia en
dichos rumiantes, viéndose un mayor riesgo de aborto (Donahoe et al.,
2015). Los brotes de aborto se asociaban al aumento de la presencia de
aves de corral cuando éstas eran mas de 10 (Dubey et al., 2007).

En un estudio llevado a cabo en 111 tambos de Italia se encontré una
interaccién entre la presencia de aves de corral, la presencia de perros y el
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nivel de seroprevalencia en bovinos (OD=1,9), la hipétesis que los autores
plantearon fue que una vez que los perros liberan ooquistes, las aves actuan
como vectores mecanicos arrastrandolos a los alimentos de los bovinos
(Otranto et al., 2003).

e Edad del bovino/Categorias afectadas

Importantes trabajos se han realizado en busca de asociacion entre edad de
los bovinos vy el nivel de seropositividad en el predio, y se han encontrado
resultados discrepantes. Hay autores que encontraron tal asociacion
(Monney y Hemphill, 2014; Macedo et al., 2017), observandose que el riesgo
de seropositividad aumenta a mayor edad, tanto en ganado de carne como
de leche, sugiriendo que la transmision horizontal tiene particular importancia
en algunos predios (Dubey et al., 2007; Macedo et al., 2017). Por ejemplo,
Guimaraes et al. (2004) observaron que vacas de 12 a 24 meses de edad
tenian seroprevalencias mas bajas que las mayores a 24 meses. De forma
similar, un estudio llevado a cabo en el sur de Brasil en 41 vacas lecheras
abortadas se determind que aquellas con mas de 36 meses de edad tenian
mayor riesgo de ser seropositivas (Macedo et al., 2017).

Este factor puede estar asociado al numero de partos que tienen las vacas,
en un estudio llevado a cabo por Jensen et al. (1999) en 1561 vacas
provenientes de 31 tambos se observd que tanto la seropositividad a N.
caninum como el riesgo de aborto aumentaba con la edad, en especial
cuando éstas tenian dos o mas gestaciones (OR=3).

Por el contrario, en dos trabajos el riesgo de infeccién transplacentaria
disminuia a medida que las vacas tenian mayor edad, viéndose una relacion
entre la probabilidad de transmitir la enfermedad y el nUmero de partos (6 en
el caso de Romero et al., 2002); lo que sugiere que eventualmente las vacas
adultas desarrollan cierto grado de inmunidad, previniendo la transmision
transplacentaria endégena (Romero et al., 2002; Dijkstra et al., 2003). En
cuanto al riesgo de aborto este disminuye con el numero de pariciones,
incluso en el trabajo realizado por Lopez-Gatius et al. (2005) se lo identifica
como un factor de proteccion (Dubey et al., 2007).

De forma similar, Yildiz et al. (2009) reportaron que vacas de 1 a 4 anos
tuvieron seroprevalencias mayores que aquellas de 5 a 9 anos, esto pudo
deberse a que aquellas vacas de mayor edad seropositivas eran
descartadas por posibles problemas de infertilidad.

De todas maneras, no en todas las investigaciones se encuentran este tipo
de asociaciones, Bartels et al. (1999) y Moore et al. (2009) no encontraron
asociacion en el ganado de leche y carne respectivamente, sugiriendo que
los niveles de infeccion horizontal tienden a ser relativamente bajos (Bartels
et al.,, 1999). Gindri et al. (2018) realizaron una investigacion en Brasil con
322 bovino en la que tampoco encontraron diferencias con la edad de los
animales, éstos asumieron que esto se debié a la baja frecuencia de la
transmision horizontal presente en la zona.

Que en algunos paises o regiones se observé un aumento de prevalencia
con la edad y en otros lo contrario, o incluso no ocurra, puede estar asociado
a las variaciones en la probabilidad de transmisién horizontal, de niveles de
reemplazo y de tasa de descarte que tenga cada pais o region. A modo de
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ejemplo, en casos que un predio compre hembras de reemplazo a otro con
menor prevalencia, sus hembras jovenes tendran una seroprevalencia
inferior a las vacas adultas (Dubey et al., 2007).

e Tamaro del predio/Altas cargas de animales

En el estudio realizado por Otranto et al. (2003) se observé que el riesgo de
infeccion individual de los bovinos en un predio aumentaba cuando el
tamafno del mismo también lo hacia, los autores lo relacionaron a que el
numero de perros aumentaba en predios de mayor tamafno. Del mismo
modo, en Peru se llevo a cabo un estudio con 388 bovinos pertenecientes a
20 predios ganaderos, observandose que en los predios con mas de 100
bovinos, el riesgo de infeccion aumentaba (Portocarrero et al., 2015).

La probabilidad de que un predio sea positivo a N. caninum aumente a
medida que aumenta su tamafio puede relacionarse a que éstos son mas
propensos a comprar hembras de reemplazo o bien a que por su tamano, las
medidas de higiene para prevenir que los perros se alimenten de material
infectado sean mas dificiles de aplicar (Dubey et al., 2007).

Corbellini et al. (2006) llevaron a cabo un estudio en el sur de Brasil,
reportando que a medida que el tamafio del tambo aumentaba (hectareas) la
seroprevalencia del rodeo disminuia, esto pudo deberse a que en tambos
mas pequefos los perros tienden a tener mas facil acceso a carcasas de
bovinos, fetos abortados, placentas y descargas uterinas que en el caso de
los tambos mas grandes.

Para el caso de ganado de carne, se observd que altas densidades de
animales se relacionaba con mayores niveles de seropositividad, dado que
este tipo de explotaciones ganaderas con altas cargas suelen suplementar a
los animales con grano o silos, atrayendo a hospederos intermediarios y asi
a los perros, favoreciendo la transmisién horizontal (Barling et al., 2000a;
Dubey et al., 2007).

e Fuente de hembras de reemplazo

Se lo considera como factor de riesgo la cria de las propias vaquillonas para
el reemplazo, cuando la prevalencia del predio es alta (Monney y Hemphill,
2014); esto esta asociado a que la seroprevalencia de un predio tiende a
disminuir cuando las hembras de reemplazo se compran a un predio con
seroprevalencia mas baja (Dubey et al., 2007). Dandose basicamente en
predios con neosporosis endémica, en los que la transmisién vertical es alta
(Barling et al., 2001). Por el contrario, en caso de predios libres o con
seroprevalencias intraprediales bajas, el riesgo de infeccién aumenta cuando
se compran hembras para el reemplazo, en el estudio realizado por Gindri et
al. (2018) se determind que la compra de hembras a otros predios jugaba un
papel importante en la ocurrencia de la enfermedad (OR=2,2).

e Presencia de otras enfermedades dentro del predio

Si bien N. caninum es considerado un patégeno primario, existen
enfermedades que pueden llegar a agravar la neosporosis (Dubey y
Schares, 2011). En ltalia se encontré una co-infecccion de un 27% de 948
bovinos con el herpesvirus bovino tipo |, determinandose por regresion
logistica que cada enfermedad es un factor de riesgo para la otra (Rinaldi et
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al., 2007). Esto puede relacionarse a que la infeccion con N. caninum esta
asociada muchas veces a enfermedades inmunosupresoras, como son
rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR) (Dubey et al., 2007), diarrea viral
bovina (DVB) (Dubey et al., 2007; Duong et al., 2008; Yildiz et al., 2009) y
leucosis bovina enzootica (LBE) (VanLeeuwen et al., 2010); con respecto a
esta ultima por ejemplo, se reportdé que vacas seropositivas a LBE eran 1,5
veces mas probable de que fueran seropositivas a N. caninum (VanLeeuwen
etal., 2010).

Por el contrario, estudios realizados por Bartels et al. (1999) no asociaron el
riesgo de aborto por N. caninum con IBR, DVB, Leptospira spp. serovar
Hardjo ni Salmonella dublin. Mientras que Peregrine et al. (2006) no lo
asociaron a Leptospira interrogans serovar Hardjo, Icterohaemorrhagiae ni
Pomona (Dubey et al., 2007).

Hobson et al. (2005) realizaron un estudio en Ontario en el que observaron
que la vacunaciéon contra otros agentes infecciosos disminuia los niveles de
estrés en el rodeo, por lo que también disminuia el riesgo de aborto por N.
caninum.

e Antigliedad del tambo

Klauck et al. (2016) determinaron que los tambos con menos de 10 afios de
permanencia tenian un mayor riesgo de infeccion, dado por la menor
experiencia en la implementacion de medidas de higiene y en la actividad en
general, como por ejemplo en la compra de hembras de reemplazo sin hacer
diagnodstico de enfermedades reproductivas.

e Historia de abortos

Como ya se ha mencionado, varios trabajos han asociado la historia de
aborto de las vacas con las seroprevalencia individual (Asmare et al., 2013;
Ansari-Lari et al., 2017), determinandose que aquellas vacas con historia de
aborto tienen un 85% mas de probabilidad de estar infectadas con N.
caninum (Moore et al., 2009). En un estudio epidemioldgico llevado a cabo
en el estado de Santa Catarina, Brasil se reporté que de 130 vacas el 43,8%
eran seropositivas a N. caninum, y aquellas vacas seropositivas tenian 3
veces mas riesgo de aborto que las seronegativas (21,6% vs. 7,3% de
aborto) (Klauck et al., 2016). Del mismo modo, Favero et al. (2017) hallaron
una asociacion entre la presencia de problemas reproductivos en predios y
el nivel de seropositividad de éstos. Las vacas seropositivas tenian un 25%
mas de probabilidad de tener problemas reproductivos tales como abortos,
metritis y/o mortalidad neonatal. Hall et al. (2005) estudiaron por un periodo
de un afio un tambo de 266 bovinos en Australia. Estos autores no sélo
determinaron que vacas seropositivas tenian 13 veces mas riesgo de aborto
que aquellas seronegativas, sino que el riesgo de infeccion era mas alto
(37%) cuando habia co-infeccion con DVB. De forma similar, en Uruguay se
estudiaron 217 bovinos de un predio lechero, observandose que aquellas
vacas con titulos superiores a 1:3200 por medio de IFAT tenian mayor riesgo
de aborto que vacas seronegativas (Kashiwasaki et al., 2004).

La existencia de historias de aborto recientes, deberia tomarse como una
consecuencia de la presencia de animales seropositivos, y no como una
causa del aumento de los niveles de infeccidon; es un indicativo de la
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existencia de un problema (Romero et al., 2017). En el trabajo realizado por
Martinez et al. (2017) se reportd que vacas seropositivas tenian 6,63 veces
mas de probabilidad de tener antecedentes de historia de aborto. Esto fue
determinado por medio de la construccién de un modelo jerarquico en el que
se tuvieron en cuenta como efecto aleatorio los predios lecheros y como
efecto fijo el estatus seroldgico del animal, edad y ubicacion del predio
(Martinez et al., 2017).

e Presencia de vacas con retorno al estro luego de gestaciones
confirmadas

Este tema ha sido muy discutido a lo largo de los afios, encontrandose
diferencias entre autores y resultados. Por un lado, hay autores que afirman
una asociacion positiva entre la presencia de aborto por N. caninum en
predios y las tasas anuales de retorno al estro luego de confirmada la
gestacion. Altas tasas de pérdidas de gestaciones tempranas aumentan la
probabilidad de la presencia de perros circulantes, y por ende de transmision
horizontal. Por el contrario, otros estudios epidemioldgicos no indicaron que
N. caninum fuera causante de pérdidas gestacionales tempranas (Dubey et
al., 2007).

e Biotipos y razas

Existe cierta evidencia epidemioldgica de que la infeccién con N. caninum
varia entre el ganado de carne y leche (Almeria y Lopez-Gatius, 2013),
notandose un mayor riesgo de aborto en el ganado lechero vs. carnicero (De
Meerschman et al., 2002 citado por Almeria y Lopez-Gatius, 2013). Este
concepto debe ser tomado con precaucion, dado que probablemente éstas
diferencias estan causadas por variaciones en el manejo productivo, y no por
la diferencia en susceptibilidad que presentan los biotipos (Dubey et al.,
2007). Moore et al. (2009) determinaron que vaquillonas lecheras de
reemplazo tenian un 76% mas de probabilidad de ser seropositivas a N.
caninum que las de ganado de carne, sugiriendo que la exposicion postnatal
es mas frecuente en explotaciones lecheras que en carniceras.

También se encontraron diferencias en la susceptibilidad entre razas o
cruzas, por ejemplo: la raza Limousine o0 sus cruzas son menos susceptibles
a la infeccion con N. caninum (Almeria y Lopez-Gatius, 2013). Es por eso
que se estudié que la inseminacion artificial de vacas lecheras seropositivas
a N. caninum con semen de toros carniceros, principalmente el Limousine,
disminuye el riesgo de aborto, pero es variable dependiendo del titulo de
anticuerpos de la vaca (Almeria et al., 2009).

e Alimento en mal estado o con moho

La alimentacion de vacas con alimentos en mal estado se ha demostrado
favorece el recrudecimiento de la enfermedad en vacas con infeccion
cronica, dado que la ingestion de micotoxinas puede llevar a la
inmunosupresion, ocasionando la reactivacion de los bradizoitos a
taquizoitos (Bartels et al., 1999). Por el contrario, Guimaraes et al. (2004)
observaron que alimentar a los bovinos con silos 0 concentrados producidos
en el mismo predio actuaban como factor protectivo, dado que la forma de
almacenamiento evitaba que los perros estuvieran en contacto con dicho
alimento.
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La alimentacion con fardos de baja calidad (sobre todo en verano) o el
suministro de réstos de fardo a vaquillonas, se los considera como un factor
de riesgo para la ocurrencia de abortos epidémicos de N. caninum, dado que
como mencionamos anteriormente, la baja calidad del alimento puede estar
relacionado con la presencia de micotoxinas, y por el otro, el suministro de
alimentos sobrantes a vaquillonas aumenta el riesgo de contaminacion con
materia fecal por parte de hospederos definitivos (Dubey et al., 2007).

En ganado de carne, se reportd que colocar fardos en campos con vacas
gestantes era un posible factor de riesgo, ya que éstas suelen abortar cerca
de los fardos atrayendo a los perros y favoreciendo que éstos liberen los
ooquistes entorno a dicho alimento. En ese mismo estudio se determiné que
el uso de comederos actuaba como un factor de proteccién (Barling et al.,
2000Db).

e Presencia de agua estancada

La presencia de agua estancada como fuente de bebida para los bovinos es
considerada un factor de riesgo para la neosporosis bovina (Ould-Amrouche
et al., 1999). Por otro lado, Hervé-Claude et al. (2017) realizaron un estudio
en pequenos predios lecheros en la zona central de Chile y reportaron que el
consumo de agua de canales de riego favorecia la transmision horizontal de
N. caninum (OR=4,5, p=0,034). De forma similar, se determiné como un
potencial factor de riesgo el consumo de agua de fuentes naturales (Justo et
al., 2013).

e Clima y otros agentes estresantes

El estrés caldrico es uno de los factores mas importantes que causan
desordenes reproductivos en ganado lechero, pero no se ha observado
asociacion entre el calor y el riesgo de aborto por N. caninum. De todos
modos, si se logré observar una relacion entre el riesgo de aborto, en el
segundo tercio de gestacion, y la presencia de épocas de sequia seguidas
por lluvias muy intensas; dado que produce de forma directa o indirecta
estrés a la vaca prefiada, por un lado, porque deben aumentar la produccién
de calor para mantener su temperatura corporal, y por el otro, porque
disminuye la higiene en el medio (Lopez-Gatius et al., 2005). Durante el
segundo tercio de la gestacion comienza la inmunosupresion en las vacas,
pudiendo ocurrir la recrudescencia de la enfermedad (Johnson, 1992 citado
por Almeria y Lopez-Gatius, 2013) en esa etapa.

Climas templados y humedos podrian ser considerados potenciales factores
de riesgo, dado que favorecen la esporulaciéon de los ooquistes en el medio
ambiente, a pesar de que los limites optimos de temperatura para la
esporulacion no se han logrado definir (Dubey et al., 2007), si se sabe que
es dependiente de la temperatura (Ghalmi et al.,, 2012). A la vez, éstas
condiciones favorecen la proliferacion de micotoxinas que, como se
menciond anteriormente, causan inmunosupresion en bovinos, llevando a la
recrudescencia de la enfermedad (Dubey et al., 2007).

Se logro determinar una clara relacion entre el status de higiene del predio y
su seroprevalencia, en donde a mayor higiene, menor era el riesgo de
infeccion (Ghalmi et al., 2012).

e Alimentar terneros con pool de calostro
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Aunque la infeccidn lactogénica es tedricamente posible, es a nivel practico
muy improbable, de todas maneras, se la debe considerar riesgosa, mas aun
en tambos en los que una practica habitual es alimentar a los terneros con
pool de calostro (Piaggio et al., 2007). En el trabajo de Corbellini et al. (2006)
se reportd que en predios que implementaban esta practica de manejo el
riesgo de infeccion aumentaba 1,79 veces. Siguiendo por esta linea, Romero
et al. (2017) determinaron como factor de proteccion que el ternero tome
calostro unicamente de su madre, dado que el riesgo de infeccion se reduce
unicamente a ese ternero y no a la totalidad de éstos como en el caso de los
que se les suministra pool de calostro.

Esta ruta de transmision adquiere mayor importancia en predios con altas
seroprevalencias y en los que los animales son sometidos a un constante
estrés, ya sea por altas temperaturas, restriccion alimentaria o
enfermedades parasitarias (Romero et al., 2017).

e Uso de monensina oral

El uso de monensina se lo determiné como un factor de proteccion, siendo
usado en vacas en produccion en forma de bolo para evitar el balance
energético negativo en vacas en transicion o de alta produccion
(VanLeeuween et al., 2010).

e Densidades de poblaciones humanas

Esto podria ser considerado un posible factor de riesgo, dado que esta
altamente asociado al numero de perros presentes en la zona (Dubey et al.,
2007).

e Uso de tecnologias reproductivas

El uso de tecnologias reproductivas, tales como transferencia de embriones
y fertilizacién in vitro, fueron factores que se encontraron disminuyen los
niveles de infeccion en predio lecheros (Romero et al., 2017).

10. INFECCION EN HUMANOS

Si bien hay cierta preocupacién por el posible potencial zoonédtico de esta
enfermedad en funcién de algunas evidencias serolégicas de infeccion en
humanos, especialmente en aquellos inmunolégicamente deprimidos (Barratt
et al., 2010 citado por Donahoe et al., 2015), y Barr et al. (1994) lograron
infectar de forma experimental a dos monos Macacos (Macaca mulatta); aun
no se ha demostrado de forma contundente la posible infeccion en humanos
(Dubey et al., 2007; Innes et al., 2005), no detectandose el ADN del parasito
en tejidos humanos (Dubey et al., 2002).

11. PERDIDAS ECONOMICAS

Como se describidé anteriormente, la neosporosis bovina es una enfermedad
de distribucién mundial (Dubey et al., 2002), produciendo grandes pérdidas
econdmicas en muchos paises por las fallas reproductivas que ocasiona
(Dubey et al., 2007; Dubey y Schares, 2011). En paises como Australia y
Nueva Zelanda, en donde la Brucelosis ha sido erradicada, N. caninum se
ha tornado la causa de aborto mas frecuente en bovinos, llegando a ser
responsable de hasta el 20% de las causas de aborto (Nueva Zelanda)
(Reichel et al., 2014).
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Ademas del costo directo que supone la pérdida del ternero, hay una serie
de costos indirectos que estan implicados y deben ser tenidos en cuenta a la
hora de estimar los costos que supone esta enfermedad (Dubey y Schares,
2011). Estos incluyen: el asesoramiento veterinario, los costos de
diagnodstico de preiez, el diagnostico de aborto (que es caro y dificil), la
recria, el aumento de intervalo interparto, la disminucién de la produccion de
leche, numero de lactancias y el costo de reemplazo de las vacas que
abortaron en caso que se las mande a faena (Thurmond y Hietala, 1997;
Trees et al., 1999 citado por Innes et al., 2005; Dubey y Schares, 2011). En
cuanto a los costos directos, son variables, ya que dependen basicamente
de la edad fetal, el valor genético y la capacidad productiva de la madre
(Dubey et al., 2007).

Hall et al. (2005) realizaron el seguimiento de un predio con 266 bovinos
(144 vacas) durante un afio, con una seroprevalencia inicial de 10,6%; no
encontrando diferencias significativas en litros de leche producidos por vaca
por dia, pero si en el numero de servicios necesarios para obtener una
preiiez. Aquellas vacas seropositivas requerian un mayor numero de
inseminaciones para lograr la prefiez que vacas seronegativas (3,5 vs. 2,5,
p=0,06), si bien los autores lo adjudicaron a la muerte fetal temprana
resaltaron que no habia evidencia biolégica que explicara el porqué.

En cuanto a la tasa de descarte en el rodeo lechero, muchos autores
difieren. Por un lado, Cramer et al. (2002) no encontraron asociacién entre
seropositividad a N. caninum y el mayor riesgo de ser descartadas,
afirmando que la tasa de descarte no se ve afectada por la seropositividad
de las vacas. Por el otro, Thrmond y Hietela (1996) reportaron que parte de
las pérdidas econdmicas que ocasiona la enfermedad radica en un descarte
mas temprano. En su estudio se observd que vacas seropositivas eran
descartadas 6,3 meses antes que las seronegativas, teniendo 1,6 veces mas
riesgo a ser descartadas (p=0,004).

Los efectos que tiene esta enfermedad en la produccién de leche aun no
estan claros (Dubey y Schares, 2011), dado que multiples investigadores
han reportado resultados muy diversos. Hay quienes afirman que vacas
seronegativas producen mayor cantidad de leche que las seropositivas
(Hernandez et al., 2001; Hobson et al., 2002; Tiwari et al., 2007; Pessoa et
al., 2016), mientras que otros establecen que no hay diferencia (Doherty et
al., 2015), o que incluso vacas seropositivas tienen una mayor produccion
(Dubey et al., 2007). Hernandez et al. (2001) observaron una disminucion en
la produccion lechera de hasta un 3 a 4 %, por medio de un estudio en un
predio de 565 vacas, en el modelo se incluyeron factores tales como numero
de lactaciones, época de parto, presencia de mastitis clinica, edad al parto y
existencia de cojeras, de forma de tener en cuenta posibles factores de
confusion (Hernandez et al., 2001). En un estudio realizado en Canada, la
seropositividad a N. caninum se la vio asociada a la baja produccion de
leche (de 158 litros por lactancia), grasa (5,5 kg por lactancia) y proteinas
(3,3 kg por lactancia) en vacas primiparas (Tiwari et al., 2007). De forma
similar, en Ontario se realizdé un estudio de casos y controles en 3702 vacas
Holstein provenientes de 83 tambos, determinandose que por lactacion
vacas seropositivas producian menor cantidad de leche que seronegativas,
pero solo en los casos en que los predios tuvieran antecedentes de aborto
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por N. caninum u otros patdégenos (Hobson et al., 2002).

Por el contrario, en Irlanda realizaron una investigacion con 312 tambos, en
los que se evalué produccion de leche, performance reproductiva y
mortalidad. El diagnostico se realizé mediante un kit comercial de ELISA en
tanque de leche en 4 oportunidades en el ano 2009, considerando a un
predio negativo cuando los cuatro resultados fueran negativos. No se
observaron diferencias significativas en la produccion de leche, pero los
costos de reemplazo eran superiores en los predios positivos (Doherty et al.,
2015).

Las pérdidas posnatales debidas a N. caninum son dificiles de documentar,
dado que no hay evidencia de enfermedad en los bovinos adultos aparte de
la ocurrencia de abortos (Dubey y Schares, 2011). Si bien se ha reportado
que N. caninum produce una disminucion en las ganancias diarias de peso
vivo postdestete y un menor peso de carcasa una vez faenado el animal
(Barling et al., 2000b), no se encontraron diferencias en las ganancias
diarias en vacas lecheras seropositivas versus seronegativas a N. caninum
(Moré et al., 2010).

Reichel et al. (2013) realizaron una extensa revision de articulos para discutir
las pérdidas econdmicas que ocasiona este protozoario, en la cual se
utilizaron articulos de un total de 10 paises, concluyendo de forma general
que las pérdidas econdmicas rondan entorno a 1.298 billones de ddlares por
afio (mediana), con una maxima de 2.380 billones, de éstos gastos 2/3 se le
adjudicaron al sector lechero. Se debe tener en cuenta que en este estudio
se evaluaron los datos provenientes de 10 paises, y los costos y ganancias
de éstos sistemas varian de pais a pais ya que influyen multiples factores;
pero si se puede concluir que los gastos que implica esta enfermedad son
mayores para los sistemas lecheros que para los ganaderos. En Argentina
se realizé un estudio reciente en donde se estimd que las pérdidas anuales a
causa de la neosporosis bovina fueron de US$ 50 millones (Moore et al.,
2013 citado por Reichel et al., 2014).

En Australia se estimé que la mayoria de los tambos con la presencia de N.
caninum tienen pérdidas de 2 a 5% anual y en predios con alta prevalencia
las pérdidas pueden llegar a un 20% anual de forma ocasional (Reichel y
Ellis, 2008 citado por Goodswen et al., 2013). Dichas pérdidas varian si el
predio sufrié un brote de aborto endémico o epidémico, en caso de un brote
de aborto epidémico las pérdidas econdmicas pueden prolongarse por dos
anos luego del brote, dado que lleva a un descarte temprano, aumento del
intervalo interparto, de la edad al primer parto y por las pérdidas en la
produccion de leche y costos diagnédsticos. Pero, en caso de abortos de tipo
endémico se reportd que el 76% de los predios no sufren pérdidas
econdmicas (Bartels et al., 2006b).

12. TRATAMIENTO

A pesar de que la enfermedad es causante de pérdidas productivas,
reproductivas y econdmicas en areas ganaderas de todo el mundo, hasta el
presente no existe tratamiento, quimioterapia (Dubey y Schares, 2011) ni
inmundgeno capaz de prevenir la infeccion en los bovinos (Dubey, 2003).

En los perros, aunque cierto tratamiento puede llevarse a cabo para
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disminuir el impacto de la infeccidn, la erradicacién no es posible, y no es
posible frenar la diseminacion de los ooquistes por parte del animal (Almeria,
2013).

El tratamiento en el ganado bovino puede parecer poco practico y caro si se
maneja a nivel productivo, dado que por un lado debe ser usado mas que
nada como una medida de prevencidn, y por el otro, son tratamientos
aplicados a largo plazo en los que durante ese periodo el animal libera
residuos en leche y deja residuos en carne (Dubey y Schares, 2011).
Estudios experimentales han determinado que el toltrazuril y el derivado
ponazuril son efectivos (Strohbusch et al., 2009 citado por Dubey y Schares,
2011). En bovinos tratados con ponazuril no se logré detectar luego quistes
en cerebro ni en ningun otro érgano (Dubey y Schares, 2011). Dado que el
toltrazuril es un parasitostatico mas que un parasiticida (Goodswen et al.,
2013), se vio que puede retrasar la diseminacién de taquizoitos de forma
experimental en ratones y bovinos, pero necesita del apoyo inmunitario de
las células T para lograr controlar la infeccion (Gottstein et al., 2001 citado
por Goodswen et al., 2013). Por otro lado, no hay evidencia de que los
bradizoitos se vean afectados por este tratamiento (Goodswen et al., 2013).

13. PREVENCION Y CONTROL

Dado que no se ha logrado determinar un tratamiento ni vacuna eficaz para
la neosporosis bovina (Almeria, 2013; Marugan-Hernandez, 2017) la
prevencion y control de la enfermedad es esencial para reducir la infeccidn
en el ganado bovino (Dubey y Schares, 2011; Marugan-Hernandez, 2017) y
asi minimizar las pérdidas economicas que esta ocasiona.

Tanto los llamados factores de proteccion como los factores de riesgo (de
infeccion y de aborto) deben ser tenidos en cuenta para implementar las
medidas de control adecuadas (VanLeeuwen et al., 2010). Pero, dado las
diferencias anteriormente descriptas en los distintos estudios de éstos
factores segun regiones, tipos de sistemas y manejos, las estrategias de
control deberan ser diferentes dependiendo de los sistemas productivos, el
manejo realizado en cada predio, la seroprevalencia intra-predial, la via
predominante de infeccion presente, la existencia de medidas de
bioseguridad y segun el nivel en que la afeccién este influyendo en la
performance reproductiva y productiva de los animales (Dubey et al., 2007).

Un buen programa de control debera incluir un analisis econémico en el que
se considere la relacién entre los costos de implementar las medidas de
control y las pérdidas que la neosporosis bovina conlleva en el predio
(Dubey et al., 2007). Se han venido desarrollando diferentes modelos para
determinar cual es la medida de control mas redituable a nivel econémico
(Fench et al., 1999), pero es importante destacar que éstos estudios
realizados parten de realidades productivas y epidemiolégicas que son
diferentes entre paises y regiones, por lo que no deben ser extrapoladas a
nuestras condiciones (Piaggio et al., 2007).

A la hora de estudiar qué medidas de control o prevencion pueden
implementarse en un predio, se deben tener en cuenta multiples factores. Lo
primero es saber si el establecimiento esta libre o infectado, dado que en los
primeros las medidas estaran orientadas a prevenir la introduccion, mientras
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que en los infectados lo estaran a disminuir la trasmision de la enfermedad
(Dubey et al., 2007). Si el predio ya se encuentra infectado, debera
evaluarse la ruta predominante de infeccion presente y el patrén de aborto
que ocurre en el predio; ya que pareceria ser que romper el ciclo del
protozoario en uno o varios puntos, deberia llevar a la reduccion de la
infeccion (Dubey et al., 2007; Reichel et al., 2014). En los rodeos en los que
se presentan los abortos endémicos, la medida de control mas importante
deberia ser la identificacion y refugo de los animales infectados o
seleccionar vaquillonas para la recria provenientes de madres no infectadas
(control de transmision vertical); mientras que en el caso de los abortos
epidémicos la principal medida de control a considerar seria el control de los
hospederos definitivos (control de transmisién horizontal) (Dubey et al.,
2007).

Tratar de erradicar la enfermedad es algo muy discutido por muchos autores,
pero de ser factible, sera clave que la zona presente un riesgo minimo de
transmision horizontal, y las medidas de prevencion estaran enfocadas en
reducir esta fuente de infeccion (Reichel et al., 2014). De todas maneras, el
riesgo de reintroduccion de la enfermedad siempre va a estar presente
(Guido et al., 2016). Es por eso que hay autores recomiendan que en caso
de predios con seroprevalencias muy bajas lo mejor es no implementar
medidas de control alguna, ya que la correcta identificacion de los animales
infectados mediante test de laboratorio o la erradicacion de la enfermedad
del rodeo (sacrificio de animales seropositivos), seria mas costoso que el
hecho de convivir con la enfermedad y asumir las bajas pérdidas
econdmicas que la enfermedad ocasiona (abortos, descarte temprano,
posible disminucién en la produccion de leche, etc.) (Reichel et al., 2014).
Reichel y Ellis (2006) desarrollaron un modelo econémico en el cual se logré
determinar que en aquellos predios en donde la prevalencia de la
enfermedad era inferior a 18 - 21% era mas redituable econémicamente
convivir con la neosporosis que intentar erradicarla, dado que el costo de
identificar a las vacas infectadas superaria el beneficio que ello conlleva
(Reichel et al., 2014).

13.1. Control de transmision horizontal

Como se menciond a lo largo de la revision el perro es el hospedero
definitivo de mayor importancia, o mas bien el Unico descripto en el Uruguay,
por lo que a la hora de tomar medidas para prevenir la transmision horizontal
de esta enfermedad su control es clave. Si bien lo mejor seria evitar la
presencia de perros en los establecimientos (Almeria y Lopez-Gatius, 2013),
se sabe que es una medida muy dificil de implementar. Es por eso que se
debe tener la precaucion de no dejar cadaveres bovinos, placentas, fetos
abortados o cualquier material contaminado en el campo, de forma de evitar
que los caninos tengan acceso a ellos (Anderson et al., 2000; Dubey, 2003;
Gondim et al., 2004a; Almeria, 2013; Reichel et al., 2014). A la vez, prevenir
la contaminacion fecal de los caninos en el agua y alimento del ganado se
debe tratar de llevar adelante (Anderson et al., 2000; Reichel et al., 2014). La
fauna silvestre adquiere importancia cuando se quiere controlar este tipo de
transmision, dado que también son fuente de infeccion para los perros, por lo
que es importante evitar que éstos también ingieran material contaminado
(Gondim et al., 2004a).
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Estas medidas de control son claves en predios libres, o en aquellos en los
que la seroprevalencia es muy baja. De todas formas, el tener un predio libre
de neosporosis bovina no garantiza la disminucion del riesgo de la infeccion
postnatal, ni la posibilidad de sufrir un brote de aborto epidémico (Moore,
2005).

13.2. Control de transmision vertical

Multiples medidas se pueden llevar a cabo para el control de la transmision
vertical, pero éstas dependeran basicamente del sistema productivo y las
condiciones del predio. De forma general, se debe evitar el estrés de los
animales y promover el bienestar, sobre todo durante el segundo tercio de
gestacion (Almeria y Lépez-Gatius, 2013), para evitar la recrudescencia de
la enfermedad y asi la transmisién transplacentaria endégena (Dubey et al.,
2007; Marugan-Hernandez, 2017).

Si bien la castracion o el sacrificio, es el unico método efectivo de disminuir
la transmision de las vacas infectadas a su descendencia (Dubey, 2003), el
control de la infeccién podria estar enfocado en reducir el niumero de vacas
infectadas en el rodeo, eliminando aquellas seropositivas con mas de dos
abortos (Almeria y Lopez-Gatius, 2013), y limitar a la vez la introduccion de
vaquillonas de reemplazo seropositivas (Anderson et al., 2000). EI examen
serologico de terneros previo a la administraciéon de calostro es una forma
util de diagnosticar a aquellos terneros con infeccién congénita (Dubey y
Schares, 2011).

A continuacion, se nombraran las principales medidas que investigadores
recomiendan para el control de esta forma de transmision:

e Diagndstico y descarte (“Test and culling”)

Antes de comenzar a implementar medidas de control para la neosporosis
bovina en un predio es imprescindible conocer el estatus serologico del
rodeo (Piaggio et al., 2007). Muchos autores describen que una medida
recomendable para reducir la transmision vertical en un predio es la de
realizar prueba diagnédstica a las vacas y descartar las seropositivas (Pabén
et al., 2007) o aquellas seropositivas con historia de aborto (Dubey et al.,
2007; Dubey y Schares, 2011). Si bien esta es una medida muy eficaz para
disminuir la seroprevalencia, usualmente no es viable dado el costo
econémico que implica (Dubey et al., 2007; Hasler et al., 2008 citado por
Dubey y Schares, 2011). Otra opcion puede ser la inseminacion de vacas
seropositivas con semen de biotipos carniceros o bien excluir de la recria
aquellas vaquillonas seropositivas (Dubey et al., 2007; Dubey y Schares,
2011).

La implementacion de una o mas de éstas medidas han demostrado que
disminuye notoriamente la seroprevalencia predial (Hall et al., 2005; Pabdn
et al., 2007). Para poder implementar esta forma de prevencion es
importante que los niveles de infeccion horizontal sean bajos y la prevalencia
intapredial también lo sea. Siendo una buena manera de bloquear la
infeccion vertical, y de forma indirecta reducir el riesgo de transmision
horizontal al haber menos material infectado (placenta y fetos abortados)
(Hall et al., 2005). De todas maneras, antes de implementar esta estrategia
se deben analizar los factores de riesgo presentes en el predio (Dubey et al.,
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2007).
e Manejo recria

Dado que gran parte de los problemas reproductivos que produce esta
enfermedad son debido a los animales congénitamente infectados, es
recomendable la no utilizacidon de hembras seropositivas para el reemplazo
(French et al., 1999; Reichel et al., 2014). Para esto, dado que no es
rentable realizarles un test a todas las hembras nacidas en el predio (lo que
se deberia hacer pre-calostrado o luego de los seis meses de vida) sumado
a la alta eficiencia de la transmisién vertical, una opcién practica es la no
utilizaciéon de hembras para el reemplazo hijas de vacas seropositivas. A la
vez, es importante que no se introduzcan animales seropositivos en el predio
(Reichel et al., 2014).

Esta forma de control va a depender en gran medida de la seroprevalencia
intra-predial, es recomendable implementarla en predios con
seroprevalencias superiores al 50% (Hasler et al., 2008 citado por Dubey y
Schares, 2011). French et al. (1999) demostraron mediante modelos
matematicos deterministicos y estocasticos que, si bien a corto plazo las
medidas de control mas eficaces son el descarte de hembras infectadas y
evitar que se utilicen hembras de reemplazo seropositivas, a largo plazo
éstas medidas dependen mucho del grado de transmisién horizontal que
esté presente en el predio.

° Utilizacion de razas mas resistentes

Como bien se menciond, en aquellos rodeos bovinos lecheros con alta
prevalencia y altas tasas de aborto por N. caninum, se puede utilizar semen
de razas carniceras para inseminar a las vacas infectadas (Almeria et al.,
2009; Pabon et al.,, 2007), dado que se ha observado que reduce la
incidencia de aborto, especialmente si se utiliza semen proveniente de toros
de raza Limousin (Almeria et al., 2009). Esto puede ser debido a que se da
un efecto favorable en la funcién protectora de la placenta por el cruce de los
dos biotipos (Dubey y Schares, 2011), estando asociado a una alta
concentracion de glicoproteinas asociadas a la prefiez (PAG) (Lopez-Gatius
et al., 2005 citado por Monney y Hemphill, 2014).

Esta medida, permite prolongar el numero de lactancias en vacas
seropositivas, disminuyendo la incidencia de abortos (Almeria y Lépez-
Gatius, 2013). A la vez es una forma de asegurar que los remplazos hijas de
vacas infectadas sean descartadas, dado que este tipo de cruza no suele ser
usada para la produccion de leche (Pabon et al., 2007; Almeria y Lopez-
Gatius, 2013; Guido et al., 2016).

o Transferencia de embriones

La transferencia de embriones ha demostrado ser muy efectiva para
interrumpir el ciclo de N. caninum (Reichel et al., 2014). Es una medida que
se puede implementar en aquellas vacas seropositivas que tienen un alto
valor genético transfiiendo sus embriones a vacas receptoras
seronegativas. Esto se ha demostrado que elimina el riesgo de infeccion del
feto dado que evita la transmision transplacentaria endégena (Baillargeon et
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al., 2001; Dubey y Schares, 2011). Es de vital importancia que la receptora
sea seronegativa, dado que en el caso contrario el feto se infectara
independientemente de la condicidén de las donantes (Martinez et al., 2015).

13.3. Uso de herramientas diagndsticas

Como bien se menciond, a la hora de implementar medidas para el control
de la enfermedad es importante primero conocer el estatus de infeccién del
rodeo (Reichel et al., 2014), lo que nos permitira por un lado detectar la
infeccion de vacas abortadas para su posterior descarte, y por el otro,
conocer la ruta predominante de infeccion que esta presente en el predio,
para asi poder optar por las medidas de control mas convenientes (Dubey et
al., 2007).

Para poder determinar la ruta de infeccidn predominante se puede, o bien
remitir al laboratorio muestras pareadas madre — hijo (del cual se debe tomar
suero pre-calostrado) (Dubey, 1999), o en caso de no ser posible, es posible
realizar un muestreo uniforme entre categorias para observar la distribucién
por edad de animales seropositivos (Dubey et al., 2007). En caso que sea la
transmision vertical la predominante, se observara una correlacion en la
seropositividad de madres e hijos y la distribucion de la infeccion por edad
sera uniforme; en caso de ser horizontal, no se encontrara dicha correlacion
y se observaran clusters por edad (Dubey et al., 2007; Guido et al., 2016).
Por otro lado, hoy en dia existen pruebas que permiten diferenciar una
infeccion aguda de una cronica (Dubey y Schares, 2011). A éstos test se le
llaman test de avidez, siendo muy utiles también para realizar en vacas
abortadas y asi diferenciar patrones de aborto. En los casos en que se
encuentre una alta avidez corresponde a una infeccion crénica, por lo que la
ruta predominante de infeccién sera la de tipo vertical y los abortos se daran
de forma endémica. En caso de que la avidez sea baja, la infeccion sera
aguda y la ruta de infeccion sera basicamente la horizontal, siendo el patron
de aborto epidémico (Schares et al., 2002; Dubey et al., 2007).

En cuanto a la serologia de los perros, no es un indicador util de la infeccion
en bovinos dado que pueden ser hospederos intermediarios, no significando
ningun riesgo de contagio para los bovinos ya que no eliminara ooquistes
(Dubey y Lindsay, 1996).

13.4. Vacunacioén

A pesar de que la vacunacion de los bovinos es la forma de control que ha
demostrado ser la mas recomendable (French et al., 1999) y mas aun en
predios de alta seroprevalencia (Monney y Hemphill, 2014), no esta
disponible comercialmente y aun es necesario su perfeccionamiento (Dubey
y Schares, 2011; Goodswen et al., 2013).

Hay evidencias de que algunas vacas infectadas con N. caninum desarrollan
cierto grado de inmunidad contra el aborto y la transmision vertical (Innes et
al., 2001), lo que indica que implementar esta medida puede ser posible. A
pesar de eso la situacion es diferente si en el animal o predio predomina la
transmision transplacentaria endégena o exdgena (Dubey et al., 2007), ya
que se ha visto que protegen contra infecciones exdégenas (Innes et al.,
2001; Williams et al., 2003) pero no contra infecciones transplacentarias
enddgenas (Williams et al., 2003).
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Diferentes tipos de vacunas han sido investigadas, vacunas vivas de
aislamientos naturales de baja virulencia, cepas atenuadas y cepas
genéticamente modificadas por transgénesis (Monney y Hemphill, 2014). Si
bien las vacunas muertas son una alternativa segura, ofrecen una baja
proteccion contra la transmision vertical (Williams et al., 2007; Monney y
Hemphill, 2014). Una vacuna eficiente para la neosporosis deberia de tener
determinadas caracteristicas: prevencion de la proliferacién de taquizoitos y
su diseminacion en los bovinos prefiados de forma de prevenir la transmision
vertical y la prevenciéon de la formacion de quistes tisulares. Esto se lograria
con una vacuna que indujera el desarrollo de inmunidad celular y estimulara
la produccion de anticuerpos tanto a nivel de la mucosa como de forma
sistémica (Monney y Hemphill, 2014). Hoy en dia, la evidencia sugiere que la
vacuna mas prometedora para evitar la infeccién de N. caninum en el rodeo
sera una vacuna viva de una cepa de baja virulencia como lo es la cepa Nc-
Nowra (Williams et al., 2007 citado por Monney y Hemphill, 2014), siendo
que no pareceria ser especifica de la cepa actuante (Williams et al., 2007).
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CAPITULO II: Caracterizacion del problema

La neosporosis bovina es una enfermedad de distribucién mundial (Reichel
et al., 2013), si bien la principal pérdida reproductiva radica en la ocurrencia
de abortos, otras pérdidas incluyen la posible disminucion de la produccion
de leche en vacas seropositivas (Thurmond y Hietala, 1997; Hernandez et
al., 2001; Hobson et al., 2002) y aumento de las tasas de refugo temprano
(Thurmond y Hietala, 1996).

En Uruguay el ultimo reporte poblacional en lecheria data de hace mas de
diez afos, en donde se encontrd6 que el protozoario estaba ampliamente
difundido entre los predios lecheros (Piaggio, 2006). Dado que no existe ni
tratamiento ni una vacuna eficaz contra esta enfermedad (Marugan-
Hernandez, 2017), es indispensable implementar correctas medidas de
control y prevencion para reducir y prevenir la infecciéon en el ganado (Dubey
y Schares, 2011; Marugan-Hernandez, 2017). Las medidas correctas a
adoptar suelen estar influenciadas por el tipo de sistema productivo, las
medidas de manejo y de bioseguridad que se realizan en cada predio, la
seroprevalencia intra-predial, la via predominante de infeccion presente, y
segun el nivel en que la afeccion esté influyendo en la performance
reproductiva y productiva de los animales (Dubey et al., 2007). Es por este
motivo que consideramos esencial que las estrategias de control se basen
en las condiciones productivas de cada pais o region.

De esta manera, se buscara actualizar los datos de seroprevalencia en el
rebafio bovino lechero del Uruguay e identificar potenciales factores de
riesgo o proteccion vinculados a altos niveles de infeccion en los rebafos, de
forma de implementar medidas de control y prevencidn que se adecuen a
nuestras condiciones productivas y mejorar la comprensién epidemioldgica
de Neospora caninum.
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

e Estudio de la seroprevalencia e identificacion de posibles factores
asociados a Neospora caninum en el rebafio bovino lechero del
Uruguay.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estimar la seroprevalencia de Neospora caninum individual y predial a
nivel nacional.

e Estudiar la asociacion entre la seroprevalencia de Neospora caninum
y el tamafio de los predios lecheros.

e Evaluar la asociacion entre la seroprevalencia de Neospora caninum y
potenciales factores de riesgo, como ser:

o Caracteristicas generales del predio, medidas de manejo,
medidas y caracteristicas sanitarias, e indicadores
reproductivos.

o Cantidad de caninos y aves de corral presentes en el predio.

o Los movimientos de ingreso de animales suceptibles (entradas)
de los predios durante el periodo comprendido entre julio 2014
a julio 2015.

e Establecer la distribucion geografica de los predios con neosporosis
bovina e identificar la existencia de conglomerados espaciales.
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CAPITULO III: Seroprevalencia de la neosporosis bovina en el

rebano lechero del Uruguay

RESUMEN

La Neosporosis bovina es una enfermedad de distribucién mundial, siendo
responsable de grandes pérdidas econémicas en ganado bovino, dado que
es una de las causas mas importantes de aborto. El dltimo estudio de
seroprevalencia realizado en el Uruguay fue hace més de diez afios, y es
reconocible que los sistemas productivos del pais han cambiado
sustancialmente, por lo que el objetivo de este estudio fue determinar la
seroprevalencia de Neospora caninum en el rebafio bovino lechero del
Uruguay, tanto a nivel individual como predial. Para esto, se desarroll6 un
estudio transversal en 102 establecimientos lecheros en el segundo
semestre del afio 2015. Se realiz6 un muestreo aleatorio estratificado a nivel
de establecimientos segun el tamafio de la poblacion bovina (1 a 50 bovinos,
50 a 250 bovinos, mas de 250 bovinos), siendo muestreadas hasta 60 vacas
adultas por establecimiento. La serologia se determiné por medio de la
prueba ELISA indirecto (ID Vet, Grabels, Francia), bajo las recomendaciones
del fabricante en un total de 4.223 bovinos. La seroprevalencia aparente
estimada proyectada a la poblacién de bovinos en funcion del disefio fue de
22,3 = 1,8 % (intervalo de confianza (IC) 95%, 18,7-25,9 %), con una
prevalencia a nivel predial de 96,0 £ 1,9 %(IC 95%, 92,1-99,8%). Dicha
prevalencia predial tendié a aumentar a medida que el tamafio de los predios
también lo hacia (p=0,11). Por otro lado, la prevalencia intra predial tuvo una
amplitud de variacién entre 0 y 53,3 % (mediana 23,1 %). Con este estudio
se concluyd que, si bien la seroprevalencia individual se ha mantenido
estable con los afios, hay una alta difusion del agente en los rebafios
lecheros del pais. Estos datos podran ser utilizados para identificar posibles
factores de riesgo o proteccidbn asociados a altas seroprevalencias en
nuestras condiciones productivas, de forma de colaborar en el disefio de
nuevas medidas para el control.

Palabras claves: estudio epidemioldgico, prevalencia de Neospora caninum,
enfermedades reproductivas, lecheria.

SUMMARY

Neosporosis is responsible for large economic losses in cattle worldwide,
since it is one of the most important causes of abortion. The last
seroprevalence study conducted in Uruguay dates more than ten years ago,
and it is recognizable that the productive system of this country has been
changed. Therefore, the objective of this study was to determine the
seroprevalence and distribution of Neospora caninum (N. caninum) in dairy
cattle in Uruguay. In the second semester of 2015, a cross-sectional study
was developed with a two steps random sample: in the first step dairy herds
were divided into three strata according to the bovine population size (from 1
to 50, 51 to 250 and more than 250 cattle). In the second step, 60 dairy cows
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were sampled within each herd. A total of 4223 serum samples from 102
herds were analyzing by indirect ELISA test (ID Vet, Grabels, France), under
the manufacturer's recommendations. Sampling design was used to estimate
population prevalence. Dairy cow seroprevalence of N. caninum was 22.3 +
1.8 % (95% confidence interval (Cl), 18.7-25.9 %), and at herd level was 96.0
+ 1.9 % (95% CI, 92.1-99.8%). Herd sero-prevalence tended to increased
when the size of the herd increased (p=0.11). In addition, intra-herd
seroprevalence was calculated, having a range between 0 and 53.3%
(median of 23.1%). These results show that although the individual
seroprevalence has remained stable over the years, infection with N.
caninum is widespread in Uruguayan dairy cattle. These data can be useful
for further studies to identify potential risk factors associated with high
seroprevalence in our productive conditions, in order to collaborate in the
design of new control measures.

Key words: epidemiological study, prevalence of Neospora caninum,
reproductive disease, dairy.

INTRODUCCION

La neosporosis es una enfermedad causada por un protozoario intracelular
perteneciente a la familia Sarcocystidae, Neospora caninum (N. caninum)
(Dubey et al., 1988). Es causante de enfermedad neuromuscular neonatal en
perros y aborto en ganado bovino, también puede afectar a ovinos, equinos,
caprinos y cérvidos. El hospedero definitivo de este protozoario es el perro,
pero la transmision no se da so6lo de forma horizontal (perro-bovino) sino que
también se ha descripto la presencia de transmision vertical durante la
gestacién en bovinos, la cual se da con mayor frecuencia (Dubey, 2003).

Las pérdidas productivas ocasionadas por la enfermedad radican
principalmente en la ocurrencia de abortos. Otras pérdidas incluyen la
posible disminucién de la produccion de leche en vacas seropositivas
(Thurmond y Hietala, 1997; Hernandez et al., 2001; Hobson et al., 2002) y
aumento de las tasas de refugo temprano (Thurmond y Hietala, 1996).

Actualmente es una enfermedad de distribucién mundial, que causa grandes
pérdidas econdémicas (Reichel et al., 2013). En la region ha sido
diagnosticada en Brasil (Gondim et al., 1999), Argentina (Campero et al.,
1998), Peru (Puray et al.,, 2006), Paraguay (Osawa et al., 2002), Chile
(Patitucci et al., 2000), Venezuela (Lista-Alves et al., 2006) y Uruguay (Cobo
et al., 1999). Sin embargo, el ultimo reporte de seroprevalencia de
neosporosis bovina realizado en el Uruguay fue en el afio 2003, en donde
para el ganado de carne fue del 14% a nivel nacional (Bafales et al., 2006)
mientras que para el lechero fue del 22% (Piaggio, 2006) en el sur del pais.
Como se observa, han pasado mas de 10 aflos de éstos estudios y es
reconocible que los sistemas productivos en el Uruguay han cambiado
sustancialmente al sufrir un proceso de intensificacion (DIEA y MGAP,
2016). Se ha reportado que el incremento en la densidad animal y en los
niveles de estrés llevan a aumentos progresivos de seroprevalencia en los
rebafos (Dubey et al., 2007), de modo que la situacion actual se desconoce.
El objetivo de este estudio fue estimar la seroprevalencia de Neospora
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caninum en el rebafio bovino lechero del Uruguay, tanto a nivel individual
como predial.

MATERIALES Y METODOS

Para determinar la seroprevalencia de N. caninum se realizé un estudio
transversal. Las muestras fueron colectadas en 102 rodeos lecheros de todo
el pais durante el segundo semestre de 2015, por medio de un muestreo
aleatorio estratificado bietdpico (Figura 1). Para la seleccion de las muestras
se utilizaron todos los bovinos del Uruguay trazados de forma individual, la
que incluyé 695.811 bovinos lecheros, pertenecientes a 3.042 tambos. El
marco de muestreo se integré con los predios que contaran con bovinos
lecheros a muestrear (DIEA y MGAP, 2014).
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Figura 1. Mapa del Uruguay con la distribucién de la totalidad de los
predios lecheros. Los diferentes colores discriminan predios muestreados
(®) y no muestreados () para el estudio de seroprevalencia de Neospora
caninum.

Se definieron como unidades primarias de muestreo los rebafios lecheros,
que fueron distribuidos en 3 estratos segun el tamafio de la poblacién bovina
(Tabla I); dentro de cada estrato se selecciond un numero similar de
rebafios, independientemente de la cantidad de predios que hubiera por
estrato.

Ya en el establecimiento, se consideraron a las hembras bovinas adultas
como las unidades secundarias del muestreo siendo seleccionadas en forma
aleatoria sistematica. De esta forma se realizd la extraccién de sangre de
hasta 60 vacas, para estimar la seroprevalencia de N. caninum en cada
predio. En caso de no haber suficientes bovinos de esta categoria, se
tomaron el maximo de los disponibles en el momento del muestreo. Con este
namero de muestras, se detectan seroprevalencias que sean iguales o
superiores al 5% con un 95% de confianza.
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Tabla I. Distribucion de bovinos, vacas adultas y predios lecheros del
Uruguay segun estrato de poblacion bovina (afio 2015).

Estrato” Bovinos Vacas Predios : B
(muestra)

1 a 50 bovinos 19438 13491 626 33

51 a 250 bovinos 206447 143548 1670 36

> 250 bovinos 469926 317170 746 33

Total 695811 474209 3042 102

" Los estratos se determinaron segun la poblacién de bovinos en cada predio.
B Cantidad de predios seleccionados para muestrear por estratos.

El estudio de la seroprevalencia se determindé por medio de andlisis de
laboratorio con kits comerciales de ELISA indirecto (ID Vet, Grabels, Francia)
siguiendo los protocolos del fabricante en un total de 4.223 vacas, dicho kit
presenta una sensibilidad del 99,6% y una especificidad de 98,9% (p<0,05)
(Alvarez-Garcia et al., 2013).

Los andlisis de resultados fueron realizados en funcién del disefio del
muestreo, para lo cual se utilizaron las rutinas para muestreos complejos de
STATA/IC 2015 (StataCorp. 2017. Stata Statistical Software: Release 15.
College Station, TX: StataCorp LLC). La probabilidad de seleccion de los
rodeos y de los animales fueron considerados para ponderar los analisis y
proyectar las estimaciones a la poblacion, asi como el efecto “cluster” de los
establecimientos sobre los animales. Para dicho analisis se aplicé el test de
Chi? con una correccién de segundo orden (Rao y Scott, 1984) en funcién
del disefio de la muestra. Por medio de las formulas propuéstas por Dohoo
et al. (2003) que se detallan a continuacién, se calculé la prevalencia
individual real, teniendo en cuenta las caracteristicas del test de ELISA
utilizado (sensibilidad y especificidad). A la vez, también se calculo la
sensibilidad (HSe) y especificidad (HSp) del rebafio, en la que se considera
la prevalencia, la sensibilidad (Se) y especificidad (Sp) de la técnica
diagnostica, el n de animales analizados y el punto de corte en el cual un
predio es considerado positivo (k) (en nuestro caso al menos un animal
seropositivo, k =1) (Dohoo et al. 2003).

AP =P xSe+ (1-P)(1-Sp)
AP +Sp—1
T Se+Sp—1
HSe=1—-(1-P)"

k
HSp = ) CR(SP)" (1 - Sp)*
0
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RESULTADOS

La estimacion de la seroprevalencia aparente en bovinos lecheros del
Uruguay es del 22,3 + 1,8 % (media * error estdndar), siendo su intervalo de
confianza (IC 95%) de 18,7 a 25,9 %. La prevalencia real es 21,5% (IC 95%
de 17,9 a 25,2%). A nivel individual, el estrato que presenté un mayor
namero de bovinos infectados fue el que se conformaba por 1 a 50 bovinos,
mientras que los dos estratos restantes contaron con una seroprevalencia
similar (Tabla 1), de todas maneras, éstas diferencias no fueron
significativas.

Tabla Il. Seroprevalencia individual de Neospora caninum segun
estratos de poblacién bovina (afio 2015)

Estratos Media Error Estandar IC* 95%

1 a 50 bovinos 25,2 2,6 20,0 30,4
51 a 250 bovinos 22,6 2,3 18,1 27,2
>250 bovinos 21,9 2,6 16,8 27,0

*Intervalo de confianza.

En la Figura 2 se presentan las seroprevalencias intra-prediales, en donde
se observa que la mayoria de los rebafios lecheros cuentan con
seroprevalencias de 10 a mas de 30%. Encontrandose un bajo niumero de
rebafios negativos. La amplitud de variacién fue entre 0 y 53,3 % (mediana
23,1 %).

Frecuencia estimada de
predios (%)l

| mm mm |

Negativo <10% 10a20% 20a30% > 30%

Seroprevalencia intra-rodeo

Figura 2. Distribucion de predios lecheros del Uruguay segun su
seroprevalencia intra-rodeo de Neospora caninum (afio 2015).

La difusiébn de N. caninum en los rebafios bovinos lecheros del Uruguay
alcanzé el 96,0 + 1,9 %, estando comprendido su intervalo de confianza del
95% entre 92,1 a 99,8%. La HSe es de 100% y la HSp de 51,5%. La
estimacion de la proporcion de los rebafios con al menos una vaca
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seropositiva a N. caninum en cada uno de los estratos, se representa en la
Figura 3. En ella se observa una tendencia (p=0,11) al aumento de numero
de predios positivos a medida que el tamafio de éstos aumenta.

100 -+
96 -
92 +

88 -

Porcentaje rebafios
seropositivos

84 -

80 -
1-50 bovinos 51-250 bovinos >250 bovinos

Figura 3. Difusion de Neospora caninum en rebafios lecheros del Uruguay
segun estrato de poblacion bovina (media + error estandar) (p=0,11) (afio
2015).

DISCUSION

Si se compara la seroprevalencia actual con la reportada en el afio 2003 en
la principal cuenca lechera sur del Uruguay (22%; Piaggio, 2006), esta se
mantuvo estable con el correr del tiempo. En ambos casos las estimaciones
son de prevalencia aparente, las cuales no son muy diferentes de las reales
en nuestro caso. Se observa una mayor difusion de la enfermedad en el
presente estudio (96 vs. 94 %) y un aumento de los predios con
seroprevalencias intra-rodeo superiores a 30%. Pero éstas leves variaciones
pudieron deberse a las diferencias en el disefio, dado que en el 2003 se
muestrearon un total de 84 predios lecheros en el sur del pais, y de cada
predio se tomaron muestras de 20 vacas, por lo que se detectaron
seroprevalencias superiores a 15%, siendo el nivel de deteccion inferior que
el del presente trabajo. Por otro lado, se considera que la deteccion de
anticuerpos mediante la prueba ELISA ha evolucionado con el correr de los
afnos; la sensibilidad de la prueba utilizada por Piaggio (2006) fue del 95,9%,
la cual es menor a la actual pero no sustancialmente.

La alta difusién a nivel predial y la similitud con la seroprevalencia reportada
en el afio 2003 (Piaggio, 2006), podria indicar que N. caninum esta presente
de forma endémica en el pais, y la ruta de infeccion vertical tiene gran
importancia; dado que esta es considerada muy eficiente en el ganado
bovino y la responsable de perpetuar la infeccion en el rebafio (Dubey et al.,
2006). Aun asi, unicamente con la transmision vertical la infeccion no se
podria sostener en el rebafio ya que su eficiencia no es del 100%, es por eso
que la transmisién horizontal también juega un rol clave a la hora de
mantener la enfermedad en los rebafios, dado que sin esta ultima los niveles
de infeccion con el tiempo tenderian a disminuir (French et al., 1999). Sin

60



embargo, la estabilidad en la seroprevalencia ha sido asociada no solo a la
falta de medidas de control existentes (Pabon et al., 2007), sino también a
bajos niveles en la transmision horizontal (Monney y Hamphill, 2014).
Pudiendo concluir que en el Uruguay si bien los niveles de esta forma de
transmision son relativamente bajos, tienen importancia a la hora de
mantener la enfermedad en los rebafios.

Como era de esperarse la seroprevalencia en ganado lechero fue superior a
la reportada por Bafales et al. (2006) en el ganado carnicero, la cual fue de
14%. Estas diferencias entre biotipos se deben generalmente a las
diferencias en el manejo de los animales que varian entre sistemas
intensivos y extensivos (Moore et al., 2009), y no a las diferencias en
susceptibilidad que presentan ambos biotipos (Dubey et al., 2007).

Si bien en la seroprevalencia individual entre estratos no se observaron
diferencias significativas, multiples trabajos las han reportado (Otranto et al.,
2003; Portocarrero et al., 2015). Una de las hipétesis planteadas es que los
perros de predios de menor tamafio tienen un mayor y mas facil acceso a
carcasas de bovinos, placentas y fetos abortados, favoreciendo Ia
transmision horizontal de N. caninum (Corbellini et al., 2006). Por el
contrario, un estudio epidemiolégico llevado a cabo en Italia determiné que el
riesgo de infeccion individual de los bovinos en un predio aumentaba cuando
el tamafio del mismo también lo hacia. Los autores plantearon que esto
sucedia porque a mayor tamafio de predios mas numero de perros eran
necesario para trabajar (Otranto et al., 2003).

Al dividir la prevalencia predial por estratos, se observd que el estrato
conformado por predios con mas de 250 bovinos tuvo la totalidad de los
predios de la muestra infectados, y este porcentaje de infeccion tendié a
disminuir a medida que disminuia el tamafio del estrato. De forma similar,
Schares et al. (2004) afirmaron que predios con mayor niumero de animales
eran mas propensos a optar por la compra de hembras de reemplazo,
haciendo que la probabilidad de infeccién del predio aumente, también lo
asociaron a que en predios mas grandes las medidas de higiene para
prevenir que los perros se alimenten de material infectado son mas dificiles
de aplicar, contradiciendo la hip6tesis planteada por Corbellini et al. (2006).

CONCLUSION

La seroprevalencia de N. caninum en el rebafio bovino lechero del Uruguay
se ha mantenido estable con el correr de los afios, teniendo una alta difusion
en gran parte de los rodeos lecheros del pais, considerando entonces que N.
caninum esta presente de forma endémica. Basados en esta informacion es
importante identificar posibles factores de riesgo o proteccién asociados a
altas seroprevalencias en nuestras condiciones productivas, para disefar
estrategias de intervencion.
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CAPITULO IV: Factores asociados a la neosporosis bovina en el

rebafnio bovino lechero del Uruguay

RESUMEN

La neosporosis bovina es reconocida a nivel mundial por ocasionar aborto
en bovinos, fundamentalmente en el segundo tercio de gestaciéon. Estudios
recientes demostraron que en Uruguay Neospora caninum (N. caninum) esta
presente de forma endémica; pero hasta la fecha no existe ni tratamiento ni
vacuna eficaz contra este protozoario. El objetivo de este estudio fue
identificar factores asociados a altos niveles de seroprevalencia de N.
caninum en rebafilos bovinos lecheros del Uruguay. Para esto se
muestrearon en el segundo semestre del afio 2015 ciento dos predios
lecheros seleccionados de forma aleatoria estratificada de acuerdo al estrato
de tamafio de poblacion bovina (1 a 50 bovinos, 51 a 250 bovinos y mas de
250 bovinos). A los productores se les realiz6 una encuesta y un estudio de
poblacién en donde se registré la totalidad de animales existentes en el
predio; a la vez se tenia informacion de las entradas de bovinos del afio
previo en cada predio, las coordenadas geograficas, y seroprevalencia de
diarrea viral bovina, leucosis bovina enzodtica y rinotraquitis infecciosa
bovina. La seroprevalencia intrapredial de N. caninum se obtuvo de los datos
reportados en el capitulo Ill, considerandose como predio caso a los que
tuvieran seroprevalencias intraprediales superiores a 20%, y controles a los
que tuvieran porcentajes menores. Con éstos datos se procedi6 a realizar un
analisis univariado, aquellas variables con una p<0,2 eran consideradas para
ser incluidas en el modelo multivariado de regresion logistica. Nueve
variables fueron tenidas en cuenta para realizar el modelo multivariado, pero
s6lo una variable se logr6 mantener en el modelo. El nUmero de perros en
los predios lecheros se lo encontré asociado a los niveles de infeccion. Por
cada perro adicional presente en el predio el riesgo de tener
seroprevalencias superiores a 20% aumentaba 1,43 veces (OR=1,43;
p=0,04), con un IC 95 de 1,02 a 2,03. Si bien este estudio demostré que la
cantidad de perros en los predios lecheros aumenta el riesgo de tener altas
seroprevalencias intraprediales, se considera necesario continuar por esta
linea de investigacion, con estudios mas dirigidos, ya que éstos factores en
nuestras condiciones productivas podrian tener un gran impacto
reproductivo, teniendo en cuenta la gran difusion de la enfermedad en el
pais y la sobrepoblacion de perros existentes.

Palabras clave: factor de riesgo, hospedero definitivo, lecheria.
SUMMARY

Bovine neosporosis is recognized worldwide to cause abortion in cattle,
mainly in the second third of gestation. Recent studies showed that in
Uruguay Neospora caninum (N. caninum) is endemic; but nowatdays there is
no effective treatment or vaccine against this protozoan, the objective of this
study was to identify factors associated with high levels of seroprevalence of
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N. caninum in dairy cattle herds of Uruguay. For this, in the second semester
of 2015, 102 dairy farms were selected with a two steps random sample
according to the stratum of cattle population (1 to 50 cattle, 51 to 250 cattle
and more than 250 cattle). A survey and a population study were carried out
to the herdpersons. At the same time, the in degree data were available for
the sampling previous year (July 2014 to July 2015), geographic coordinates
and seroprevalence in each herd of bovine viral diarrhea, bovine leukosis
enzootia and infectious bovine rhinotraquitis. The intrapredial seroprevalence
of N. caninum was obtained from the data reported in chapter Ill, considering
as a case those herds who had intraherd seroprevalences higher than 20%,
and controls those who had lower percentages. With these data we
proceeded to perform a univariate analysis, those variables with a p<0.2
were considered to be included in the multivariate logistic regression model.
Nine variables were taken into account to perform the multivariate model, but
only one variable was maintained in the model. The number of dogs in the
dairy herds was found associated with infection levels, for each additional
dog present in the herd the risk of having seroprevalences higher than 20%
increased 1.43 times (OR = 1.43, p = 0.04), with an IC 95 of 1.02 to 2.03.
Although this study showed that the number of dogs in the dairy farms
increases the risk of having high intraherd seroprevalences, it is considered
necessary to continue with this line of research, with more targeted studies.
Since these factors in our productive conditions could have a great
reproductive impact, taking into account the great spread of the disease in
the country and the overpopulation of existing dogs.

Key words: risk factor, definitive host, dairy.
INTRODUCCION

Neospora caninum (N. caninum) es un protozoario intracelular (Dubey et al.,
1988) que afecta practicamente a cualquier especie de sangre caliente, pero
se caracteriza por la ocurrencia de aborto en bovinos, los que son los
principales hospederos intermediarios del protozoario (Dubey, 2003). Los
perros domésticos (Canis lupus familiaris) (McAllister et al., 1998), junto con
el lobo gris (Canis lupus) (Dubey et al., 2011), el dingo (Canis lupus dingo)
(King et al., 2010) y los coyotes (Canis latrans) (Gondim et al., 2004b) son
los uUnicos hospederos definitivos hasta la fecha demostrados, siendo
fundamentales en la epidemiologia de la neosporosis bovina (Dubey y
Schares, 2011).

Dado que no existe ni tratamiento ni una vacuna eficaz para el rebafo
bovino (Marugan-Hernandez, 2017), es indispensable implementar correctas
medidas de control y prevencién para reducir y prevenir la infeccion en el
ganado (Dubey y Schares, 2011; Marugan-Hernandez, 2017). Es por eso
gue multiples estudios epidemiolégicos se han realizado para determinar la
existencia de factores de riesgo o proteccién vinculados a infecciones con N.
caninum en bovinos. De todas maneras, éstos factores varian dependiendo
los sistemas productivos, las medidas de manejo y de bioseguridad que se
realizan en cada predio, la seroprevalencia intra-predial, la via predominante
de infeccidn presente, y segun el nivel en que la afeccion este influyendo en
la performance reproductiva y productiva de los animales (Dubey et al.,
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2007). Es esencial entonces que las estrategias de control se basen en las
condiciones productivas de cada pais o region.

En el aflo 2015 se realizd un estudio de seroprevalencia a nivel nacional en
el rebafio bovino lechero del Uruguay, si bien la seroprevalencia individual
no fue alta (22,3 = 1,8 %) (Capitulo 1) si se lo compara a estudios similares
de la region (Moore, 2005), se encontré que el agente estaba distribuido en
la mayor parte de los rebafios lecheros del pais (seroprevalencia a nivel
predial de 96,0 + 1,9 %) (Capitulo Ill). A pesar de esto, estudios previos tanto
en ganado de leche (Piaggio, 2006) como de carne (Bafiales et al., 2006) no
han logrado detectar factores asociados a la neosporosis bovina. Dada la
gran variacion en los niveles de infeccion entre los predios lecheros
reportada en el 2015 (amplitud de seroprevalencia intra-predial entre 0 y
53,3%) (Capitulo IIl), es esperable encontrar diferencias en manejo o
caracteristicas generales de los predios entre aquellos con niveles de
infeccidbn bajos y altos. Es por eso que el presente trabajo pretende
identificar factores asociados a altos niveles de seroprevalencia de N.
caninum en rebafos bovinos lecheros del Uruguay, que permitan conocer
mejor la enfermedad y asi mejorar las practicas para su control.

MATERIALES Y METODOS

Base de datos

Para lograr determinar la asociacion entre diferentes factores y los niveles de
infeccion de N. caninum en rebafios bovinos lecheros, se utilizaron los datos
reportados en el Capitulo Ill. En dicho estudio se muestrearon, en el
segundo semestre del afio 2015, 102 predios lecheros (60 vacas adultas por
predio) mediante un muestreo aleatorio estratificado bietapico y se
determinaron los niveles de seroprevalencia de N. caninum tanto a nivel
individual, intrapredial como predial. Para definir los casos y controles se
mantuvo el criterio utilizado por Piaggio (2006), de forme de poder hacer
comparaciones entre trabajos. Se defini6 como caso a todos los predios
cuya seroprevalencia intrapredial fuera superior o igual a 20%, siendo los
controles todos los predios con niveles de infeccion inferiores a este
porcentaje, de esta manera se contd con 40 predios controles y 62 casos.

Junto con la toma de muestra de suero en éstos predios se realiz6 una
encuesta a los productores y un estudio de poblacién. Ademas, se cont6 con
los datos de movimientos (entradas) de bovinos del afio anterior (julio 2014 a
julio 2015) de cada predio, ubicacion geografica y con el diagnostico de
laboratorio de esos predios para diarrea viral bovina (DVB), leucosis bovina
enzootica (LBE) y rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR) de forma de poder
buscar asociaciones con los factores relevados y la neosporosis bovina.

La encuesta consistid en 5 preguntas abiertas y 16 preguntas cerradas
relacionadas a caracteristicas generales del predio, medidas de manejo,
medidas y caracteristicas sanitarias, e indicadores reproductivos (Tabla Il1).
Por otro lado, en el estudio de poblacion se obtuvo informacién sobre la
cantidad de bovinos, ovinos, suinos, aves de corral, caninos y cantidad de
hectareas utilizadas para la produccion lechera. Con éstos Ultimos datos se
pudo calcular la densidad animal (bovinos/hectareas). Las variables tales
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como causas de refugo de hembras, observacion de ciclos largos, repeticion
de celos y ocurrencia de abortos en los predios se utilizaron para determinar
la posible existencia de factores asociados a los niveles de infeccion de
neosporosis, es decir, que estuvieran influenciados de alguna manera por la
enfermedad.

Tabla Ill. Resumen de preguntas realizadas a productores de 102 predios
lecheros para identificar factores asociados a altos niveles de
seroprevalencia con Neospora caninum.

Seccion Preguntas
Caracteristicas Trabajo con perros, presencia de asesoramiento
generales del predio veterinario, tipo de asesoramiento veterinario

(eventual o permanente)

Medidas de manejo Suplementacién con: racion, silo, o fardo

Medidas sanitarias Control sanitario y vacunacién de toros, principal
causa de refugo (sanitaria, denticion, primera
fala o segunda falla), vacunacién contra
enfermedades reproductivas

Caracteristicas sanitarias Numero de abortos vistos el afio anterior, causa
presumible de aborto, variacion del porcentaje
de aborto con respecto al afio anterior,
nacimiento de terneros débiles o muertos,
existencia de repeticién de celos o ciclos largos,
antecedentes de enfermedades reproductivas

Indicadores Porcentaje de paricién, duracion de época de
reproductivos entore, numero de hembras entoradas en el
altimo entore, porcentaje de prefiez.

Para las variables vinculadas a los movimientos de bovinos se tomaron en
cuenta el nimero de entradas de bovinos totales y el nimero de entrada de
hembras exclusivamente. De esta forma se generaron dos Vvariables
dicotomicas, dado que fueron caracterizadas en con y sin entradas de
bovinos: entradas de bovinos y entradas de hembras. Aparte del nUmero de
movimientos, se conté con informacién del nimero de bovinos totales y de
hembras que entraron a los predios de julio 2014 a julio 2015, en este caso
permanecieron como variables continuas. Con éstos datos se generd la
variable origenes, que representa el numero de lugares (dicoses fisicos) al
gue los predios compraban sus animales.

La ubicacién geografica de cada predio se utilizd para detectar la posible
existencia de conglomerados espaciales por medio del software SatScan.
Para esto fue necesario contar con las coordenadas geograficas de los
predios (latitud y longitud). El analisis espacial se realizé utilizando el modelo
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de Bernoulli, manteniendo el mismo criterio en la clasificacion de predios
casos y controles.

La deteccion de anticuerpo para DVB, IBR y LBE se realizé mediante kits
comerciales de ELISA indirecto (ID Vet, Grabels, Francia) siguiendo los
protocolos del fabricante. Para éstas enfermedades se analizaron un total de
15 vacas adultas por predio, detectando seroprevalencias superiores o0
iguales 18% con un 95% de confianza. Para controlar el potencial factor de
confusion a nivel predial de éstas variables en el andlisis se las dicotomiz,
clasificando al predio como positivo cuando tenia al menos un animal
positivo a la prueba diagnéstica para cada enfermedad en cuestion.

Analisis estadistico:

El analisis estadistico se realizo teniendo en cuenta el disefio del muestreo,
a través de las rutinas para muestreos complejos del software estadistico
STATA/IC 15 (StataCorp. 2017. Stata Statistical Software: Release 15.
College Station, TX: StataCorp LLC). El nivel de asociacion entre la variable
dependiente (predio caso o control) e independiente (datos de los predios),
se estimé mediante un analisis univariado, el que consisti6 en un test de Chi?
para el caso en que la variable independiente fuera dicotémicas, y regresion
logistica en caso de variables continuas. Aquellas covariables con valores de
p 0,2 en el analisis univariado, fueron tenidas en cuenta para incluirlas en el
modelo multivariado de regresion logistica.

Previo a la inclusién en el modelo multivariado se evalué la relacion de las
variables a incluir por medio del coeficiente de correlacion de Spearman, de
forma de evitar problemas de colinearidad. Si dos variables estaban
correlacionadas (coeficiente >0,7) se mantenia en el analisis aquella que
tuviera mayor relacién con la variable de respuesta. Luego de chequear la
colinearidad se comenz6 con la construccion del modelo, la seleccion de las
variables independientes se realizé de forma manual por el método forward,
las variables se agregaban de acuerdo a la significancia del valor de p de la
prueba de Wald ajustada. Dado que una sola variable se mantuvo en el
modelo, no fue necesario testear posibles interacciones.

Un segundo anadlisis univariado se realizé para intentar identificar factores
que se vean influenciados por altas seroprevalencias de N. caninum. Para
esto, se utilizo6 como variable de respuesta indicadores reproductivos,
principales causas de refugo de hembras, observaciéon de ciclos largos, de
repeticion de celos y ocurrencia de abortos; y como variable independiente
los predios casos y controles. En caso que la variable de respuesta fuera
dicotomica se realiz6 regresion logistica, y en los casos en que la variable
fuera continua se aplicé la regresion lineal (prueba-t). Se consideraba que
las variables estaban asociadas cuando p=<0,05.

Por otro lado, se optd por buscar asociaciones entre las variables vinculadas
a los movimientos y la suplementacién de los bovinos, con el tamafio de los
predios (estratos). Para esto se realiz el test de Chi’ para el caso de
variables categéricas y regresién lineal para el caso de las continuas.

Por altimo, se realizé un analisis a nivel animal para buscar asociacion entre
infecciones por N. caninum y las otras enfermedades analisadas (DVB, IBR
y LBE); aplicandose una regresion logistica. Para este caso, se realiz6 el
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analisis sblo en los animales con los que se contaba con el dato de
seropositividad para las cuatro enfermedades, que como bien se mencion6
eran 15 animales por predio. Se estimo la seroprevalencia individual de cada
una de las enfermedades virales en funcion del disefio del muestreo, para lo
cual se utilizaron las rutinas para muestreos complejos de STATA/IC 2015
(StataCorp. 2017. Stata Statistical Software: Release 15. College Station,
TX: StataCorp LLC). La probabilidad de seleccion de los rodeos y de los
animales fueron considerados para ponderar los andlisis y proyectar las
estimaciones a la poblacion.

RESULTADOS

Caracteristicas de los predios

Los 102 predios lecheros fueron seleccionados de forma aleatoria
estratificada en todo el territorio uruguayo. Los estratos fueron definidos por
el tamafio de la poblacién bovina, que tuvo una amplitud de 1 a 1179 vacas
(media 130,7 £ 171,2). La media de vacas adultas dentro de cada estrato fue
para el caso del estrato de 1 a 50 bovino 23,7 + 14,6, para el de 51 a 250
bovinos 70,4 + 37,3, y para el estrato con mas de 250 bovinos 303,5 + 209,9.
El 93,6% de la poblacién bovina en los predios lecheros fue de raza Holstein.

En los periodos comprendidos entre julio 2014 a julio 2015, el 33,3% de los
predios no realizaron entradas de animales. Por otro lado, lo que refiere a las
hembras, el 45,9% de los tambos no conté con hembras de reemplazo
provenientes de otros predios; en ninguno de los casos hubo diferencias
significativas entre estratos. La media de hembras ingresadas anualmente
fue de 14,4 £ 3,4, habiendo diferencias entre estratos, los predios con menos
de 50 bovinos ingresaron menor cantidad de hembras durante el periodo de
estudio que aquellos con mas de 51 bovinos (p<0,01) (Figura 4). Estos
tambos compraron sus hembras de 1,5 £ 0,2 origenes distintos, siendo que
aquellos con mas de 250 bovinos compraban de 1,4 lugares mas que los
tambos mas pequefios (1 a 50 bovinos) (p=0,04).
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1-50 bovinos 51-250 bovinos > 250 bovinos
Figura 4. Numero de hembras que ingresan anualmente a los predios
lecheros de acuerdo al estrato de poblacién bovina (p<0,01).
*Indica falta de diferencia estadisticamente significativa (p>0,05).
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El 87,7% de los predios lecheros suplementaban con silo o racion, mientras
que el fardo era utilizado por el 73,9% de los productores, no habiendo
diferencias estadisticamente significativas entre los estratos. En cuanto a los
perros, el 94% de los tambos cuenta con al menos un perro, con un valor
minimo de uno y un maximo de diez perros. La media fue de 2,6 £ 0,2,
teniendo el 49% uno o dos perros mientras que el 51% restante de los
predios con perro tenian tres 0 mas perros.

En cuanto al analisis espacial no se detecto la existencia de conglomerados
espaciales. No habiendo asociacion entre la ubicacion geografica de los
predios lecheros y altos niveles de infeccion con N. caninum.

Identificacion de factores asociados a altos niveles de infeccién con N.
caninum

En el analisis univariado nueve variables tuvieron una p<0,2 (Tabla IV). Se
observé una colinearidad entre las variables nimero de perros y tres 0 mas
perros dentro del predio, siendo el coeficiente de correlacion de Spearman
0,89; se optd por dejar en el modelo el nimero de perros, ya que aporta mas
informacion. En el modelo multivariado de regresién logistica se logro incluir
una unica variable; reportdndose que por cada perro adicional presente en el
predio el riesgo de tener seroprevalencias superiores a 20% aumentaba 1,43
veces (OR=1,43; p=0,04), con un IC 95 de 1,02 a 2,03.

Tabla IV. Variables con p<0,2 en el analisis univariado que
fueron tenidas en cuenta para introducir en el analisis

multivariado.

Variables Tipo valor-p n*
Trabaja con perros Dicotébmica 0,14 96
Tres 0 mas perros Dicotémica 0,05 82
NUmero de perros Cugntltatlva 0,04 82

discreta

Suplementacién con racion Dicotomica 0,21 96
Aborto por causas nutricionales Dicotémica 0,18 67
Antecedentes de IBR en el predio  Dicotémica 0,16 52
Predio positivo a DVB Dicotémica 0,09 101
Evaluacion de la condicién
sanitaria de los toros previo al Dicotbmica 0,04 52
entore
Vacunacién contra IBR Dicotémica 0,11 90
*n indica cantidad de predios con los que se contaba con la
informacion

Se encontré una asociacion estadisticamente significativa entre predios con
mas de 20% de seroprevalencia intrapredial y aquellos que utilizan la
segunda falla reproductiva de las hembras como principal motivo de
descarte (p<0,01); viéndose que esos predios con niveles altos de
seroprevalencia es 5,32 veces mas frecuente que refugen por este motivo
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(OR= 5,32; 1,55 — 18,2, IC 95%) que predios con seroprevalencias
intraprediales més bajas.

No se encontr6 asociacion estadistica entre animales infectados con N.
caninum e infecciones por otras enfermedades virales tales como DVB, IBR
y LBE. La prevalencia estimada a nivel animal fue de 80,9+ 3,1%, 75,5+ 2,9
%, y 80,1+ 2,4 % para DVB, IBR y LBE respectivamente.

DISCUSION

En este estudio el Unico factor asociado que se reportd fue el nimero de
perros en los predios lecheros, a mayor cantidad de perros mayor el riesgo
de tener niveles altos de infeccibn (mas de 20% de seroprevalencia
intrapredial). Es bien sabido que los perros son los Unicos hospederos
definitivos demostrados en América Latina, jugando un papel clave en la
epidemiologia de la neosporosis bovina al ser los principales diseminadores
de la enfermedad por medio de la transmision horizontal (Dubey et al.,
2007).

Dado que muy pocos predios no contaban con perros, no se logro
determinar como potencial factor de riesgo la presencia de perros en el
predio, coincidiendo con varios investigadores (Otranto et al., 2003; Schares
et al., 2004; Hobson et al., 2005; Portocarrero et al., 2005; Corbellini et al.,
2006) que si bien encontraron asociacion con el nimero de éstos no
pudieron reportar diferencias entre presencia y ausencia de esta especie. Un
factor importante a tener en cuenta en éstos sistemas productivos es la libre
circulacién de los perros, tanto en el tambo como en los vecinos (Corbellini
et al., 2006), lo que explica por qué muchos predios sin perros estan
infectados (Guimaraes et al., 2004). Los perros infectados con N. caninum
pueden liberar en promedio 160.700 ooquistes a través de las heces, siendo
suficiente para provocar la infeccion en los bovinos (Gondim et al., 2002). La
alta densidad de perros en los predios y los alrededores (Cotryba, 2017), asi
como su libre circulacion son factores importantes (Schares et al., 2004) que
pudieron promover la alta difusion reportada en el Capitulo 11l (96,0%).

De todas maneras, otros estudios si lograron determinar la presencia de
perros en los predios lecheros como potencial factor de riesgo. Un trabajo
realizado por Bartels et al. (1999) estimaron un OR de 5,18 para este factor;
cabe destacar que este fue un estudio de casos y controles, en donde los
casos eran predios lecheros con antecedentes de tormentas de aborto. Esta
diferencia importante entre nuestra investigacion y la realizada en el afo
1999, pudo contribuir a las desigualdades encontradas, junto con el hecho
de que en dicho trabajo el 17% de los predios controles y el 2,1% de los
casos no contaban con perros. De forma similar, un trabajo realizado en
Brasil reportd que vacas que convivian con perros era 2,22 veces mas
probable que estuvieran infectadas con N. caninum (Favero et al., 2017). La
principal diferencia con nuestro trabajo en este caso fue el andlisis
estadistico realizado, ya que éstos autores realizaron el andlisis a nivel
animal y en nuestro caso fue a nivel predial.

A pesar que en el analisis univariado nueve variables tuvieron valores de p <
0,2, no se logré incluir ninguna otra variable en el modelo multivariado. Un
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factor importante a destacar es la cantidad de valores faltantes en algunas
de éstas variables, lo que dificultaba la inclusion en el modelo al disminuir
notoriamente el n de la muestra utilizada.

El no detectar conglomerados espaciales en este estudio era de esperarse,
dado que es una enfermedad que no se transmite por contacto directo entre
bovinos (Goodswen et al., 2013) lo que llevaria a que fuera mas prevalente
en una zona que en otra. Teniendo en cuenta que la transmision vertical es
la via mas importante (Dubey et al.,, 2006), se podria decir que la
neosporosis en bovinos es de lenta difusidbn ya que se debe esperar al
nacimiento de la proxima generacion para que la enfermedad se transmita.
Por otro lado, la transmision horizontal que seria la principal responsable de
diseminar a otros predios el protozoario es considerada baja (Dubey et al.,
2007) y, a la vez, los perros estan ampliamente difundidos en todo el
territorio uruguayo (Cotryba, 2017).

Si bien el movimiento de bovinos en los predios no se logré asociar con los
niveles de infeccién, es un factor importante a tener en cuenta. Por un lado,
se ha demostrado como potencial factor de riesgo la cria de las propias
vaquillonas para el reemplazo en aquellos predios en que la infeccion es
endémica (Barling et al., 2001) y los niveles de seroprevalencia intrapredial
es muy alta (Monney y Hemphill, 2014). Tal como se reporto, el 45,9 % de
los predios no introdujeron hembras de remplazo el afio previo al estudio,
pudiendo llevar a que los niveles de infeccion se mantuvieran en aquellos
con niveles de seroprevalencia intrapredial mas altos, dado que este tipo de
manejo impide la introducciéon de posibles hembras seronegativas que
llevarian al descenso de la seroprevalencia intrapredial (Dubey et al., 2007;
Schares et al., 2004). Por el otro, se registré que los predios con méas de 50
bovinos introducen mas cantidad de hembras anualmente que los predios
con menos de 50 bovinos, y de un mayor nimero de lugares (dicoses
fisicos), haciendo que su probabilidad de convertirse en un predio infectado
aumente, éstos datos pueden estar asociados a las diferencias en las
seroprevalencias prediales entre estratos reportadas en el Capitulo Ill.

Varias investigaciones han arrojado evidencia de que la neosporosis bovina
es causante de problemas reproductivos en predios infectados (Hall et al.,
2005; Vanleeuwen et al., 2010; Favero et al., 2017; Martinez et al., 2017). En
un estudio realizado en Brasil se observd que aquellas vacas seropositivas
tenian un 25% mas de probabilidad de ocurrencia de problemas
reproductivos tales como metritis, abortos y/o mortalidad neonatal (Favero et
al., 2017). De forma similar, Martinez et al. (2017) reportaron que vacas
seropositivas tenian 6,63 veces mas de probabilidad de tener antecedentes
de historia de aborto. En este trabajo se logré asociar los altos niveles de N.
caninum a predios cuyo principal motivo de descarte fuera por segunda falla
reproductiva, lo que podria asociarse a un problema persistente. La
ocurrencia de reiterados problemas reproductivos en una vaca 0 en un
predio, podria indicar que la neosporosis esta presente de forma endémica,
teniendo muchos animales infectados de forma crénica (Williams et al.,
2009).

Neospora caninum es considerado un patdgeno primario, pero existen
enfermedades inmunosupresoras que pueden favorecer la infeccion por este
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protozoario e incluso la ocurrencia de abortos en vacas seropositivas (Dubey
y Schares, 2011). Las de mayor ocurrencia a nivel de rodeo son IBR (Dubey
et al., 2007), DVB (Dubey et al, 2007; Duong et al, 2008) y LBE
(VanLeeuwen et al., 2010). A pesar de que en este estudio no se encontré
asociacion con co-infecciones, otros autores si las han encontrados, por
ejemplo, VanLeeuwen et al. (2010) reportaron a través de una regresion
logistica a nivel animal que vacas seropositivas a LBE eran 1,5 veces mas
probable de que fueran seropositivas a N. caninum, éstos investigadores
también contaban con el dato de seropositividad de DVB y Mycobacterium
avium subspecies paratuberculosis (MAP) a nivel individual, pero solo se
logr6 mantener en el modelo multivariado la LBE. Un factor importante a
tener en cuenta en nuestro estudio es la alta seroprevalencia de los
animales, y por ende, el bajo numero de animales seronegativos a
infecciones virales, lo que pudo haber influenciado en el analisis al haber
pocos controles.

Si bien no se encontrd asociacion con la suplementacion de racién, silo o
fardo y los niveles de infeccion en los predios, se puede observar que es una
practica muy utilizada por los productores, al formar parte del proceso de
intensificacion y mejoramiento de los indices productivos. Esta medida, si
bien es necesaria, debe ser utilizada teniendo en cuenta las correctas
medidas de higiene y bioseguridad, ya que el acceso de los perros al
alimento, tanto en el lugar de almacenamiento como en el potrero una vez
distribuido, favoreceria la transmisién horizontal de la enfermedad (Dubey et
al., 2007).

CONCLUSION

La identificacibn de potenciales factores de riesgo es fundamental para
implementar correctas medidas de control y prevencion. Si bien este estudio
demostré que la cantidad de perros en los predios lecheros aumenta el
riesgo de tener altas seroprevalencias intraprediales, se considera necesario
continuar por esta linea de investigacion, con estudios con mayor poder para
detectar asociaciones y con disefios mas especificos, ya que éstos factores
en nuestras condiciones productivas podrian tener un gran impacto
reproductivo, teniendo en cuenta la gran difusion de la enfermedad en el
pais y la sobrepoblacion de perros existentes.
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CONCLUSIONES GENERALES

Si bien N. caninum ha demostrado mantenerse estable en la poblacion de
bovinos lecheros con el correr de los afos, la difusion del agente sigue
siendo muy importante. El haber encontrado asociacion estadistica entre el
namero de perros presentes en los predios lecheros y niveles altos de
infeccion podria significar que esta especie fuera la responsable de
mantener y difundir las infecciones en los rodeos, lo que refleja la similitud
con la seroprevalencia reportada hace mas de diez afos.

El observar una tendencia al aumento de la seroprevalencia predial cuando
el tamafio del rodeo aumenta permite de cierto modo afirmar que a mayor
tamafo del rodeo, mayor es la probabilidad de estar infectado. Esto coincide
con la asociacion encontrada entre el nimero de hembras que ingresan al
predio anualmente y el tamafio de este. Aquellos predios que ingresan una
mayor cantidad de hembras bovinas tienen una mayor probabilidad de
infeccién, dado que con la entrada de una Unica hembra infectada ya es
suficiente para convertirse en un predio infectado. A la vez, la compra de
hembras de reemplazo de diferentes origenes podria contribuir a la mayor
probabilidad de infeccién de los predios, siendo que predios mas grandes
compran bovinos de mas dicoses fisicos que los predios de menos de 50
bovinos.

Los predios lecheros con seroprevalencias superiores a 20% utilizan de
forma mas frecuente la segunda falla reproductiva de las hembras como
motivo de descarte, lo que significa que existe un problema recurrente en el
predio. Esto puede ser consecuencia de infecciones endémicas en esos
tambos, ya que las vacas con infecciones cronicas y las que nacen
infectadas son las que tienden a repetir los abortos, mientras que las
infecciones agudas (que se infectan de forma horizontal) en general no
vuelven a abortar luego de la primera vez.

A pesar de que este trabajo arrojo evidencia de que los perros son un
importante factor a controlar para intentar reducir los niveles de infeccién en
los predios, mas estudios se deberian realizar, con un mayor nimero de
muestras, para conocer mejor la epidemiologia de la enfermedad y asi
elaborar medidas de control eficientes.
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