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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la seroprevalencia y la tasa de
transmisién de Neospora caninum en bovinos en tres sistemas de cria. El trabajo se
realizé en el campo experimental Colonia Ortiz Basualdo, EEA INTA Cuenca del
Salado (lat. 37° 5" 7,85'S; long. 57° 52°36,45" O), partido de Ayacucho, provincia de
Buenos Aires, Argentina. Se seleccionaron 216 vientres Angus involucrados en 3
sistemas de manejo con 72 hembras elegidas al azar en cada uno categorizados
como “intensivo”, "semi-intensivo" y "tradicional” (extensivo) segun la carga animal y el
grado de tecnologia implementado. Se obtuvieron muestras de sangre cada 3 meses,
aproximadamente, durante un periodo de 21 meses. Un grupo de 90 vaquillonas,
Angus de reposicion, integradas en partes iguales por el sistema intensivo (30/90),
semi-intensivo (30/90) y tradicional (30/90), fueron evaluadas, de la misma forma,
desde los 9 meses hasta los 21 meses de edad. A su vez, se obtuvieron muestras de
sangre de un total de 34, 20 y 24 terneros de los mencionados sistemas de cria previo
a la ingestion de calostro y a los 7 meses de edad. Las muestras fueron analizadas
por la prueba de Inmunofluorescencia Indirecta (IFl) para la deteccidn de anticuerpos
anti-N. caninum considerando un titulo serolégico de = 200 para vacas multiparas,
vaquillonas y terneros de 7 meses de edad, mientras que para los terneros, que aun
no habian ingerido calostro, fue de = 25. Se valoré la avidez de los anticuerpos
especificos en animales positivos por IFI mediante el test de ELISA. Durante el
periodo de estudio 5, 4 y 8 vacas multiparas, correspondientes a cada uno de los
sistemas de manejo, respectivamente, resultaron ser positivas a la infeccion por N.
caninum en alguno de los tiempos analizados. La seroprevalencia acumulada fue de
6,9%, 55% y 9,7% para cada uno de los sistemas, respectivamente. Todas las
vaquillonas de reposicion fueron negativas a la infeccion por N. caninum,
independientemente del sistema de manejo implementado. La transmision vertical fue
del 100% para el sistema intensivo y tradicional y de 50% para el sistema semi-
intensivo. El andlisis de la avidez de los anticuerpos demostré que la infeccion estaba
presente previo al inicio del trabajo, a su vez, un porcentaje menor de animales en los
tres sistemas, presentd baja avidez de anticuerpos sugiriendo la presencia de una
infeccion primaria. No existieron diferencias significativas (Proced Freg/SAS p>0,05)
en las seroprevalencias a N. caninum entre los sistemas analizados. La transmisién de
la neosporosis bovina en sistemas de cria bovina no se increment6 con la
intensificacion del sistema productivo al menos en el periodo en estudio y bajo las

condiciones de manejo y la poblacion sobre la cual se realiz6 el seguimiento.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the seroprevalence and the Neospora
caninum transmission rate in three cattle breeding systems. The study was conducted
at the experimental Colonia Ortiz Basualdo station, belonging to the EEA INTA Cuenca
del Salado (37°5'7.8"S 57°52'36.45"W), Buenos Aires, Argentina. A total of 216 cows
were selected from an intensive, a semi-intensive and a traditional (extensive) breeding
system, which differed in the livestock number of and the applied technologies. Serum
samples were obtained every 3 months over a period of 21 months. A group of 30
replacement heifers from each system were tested similarly since they were 9 months
until they were 21 months old. At the same time, 34, 20 and 24 calves from the
intensive, the semi-intensive and the traditional systems, respectively, were bled before
colostrum intake and at 7 months of age. The samples were analyzed by indirect
immunofluorescence test (IFAT) for detection of antibodies anti-N caninum,
considering a serological title = 200 as a criterion of positivity for multiparous cows,
replacement heifers and calves with 7 months of age, while in calves prior ingestion to
ingestion of colostrum was = 25. The positive cows were analyzed to evaluate their
avidity of the antibodies to the N caninum. During the study, 5, 4 and 8 multiparous
cows from each group proved to be positive N. caninum infection. The accumulated
seroprevalence was of 6.9 in the intensive, 5.5 in the semi-intensive and 9.7 in the
traditional systems. There were no positive cases of N. caninum infection within the
replacement heifers. The vertical transmission was 100% in the intensive and the
traditional systems but 50% in the semi-intensive. The analysis of avidity showed that
chronic infection was present prior to the onset of labor, in turn, a lower percentage of
animals in the three herds, had low antibody avidity suggesting a primary infection. The
results showed that there were no significant differences (Proced Feg/SAS p >0.05) in
the seroprevalence of N caninum among the systems analyzed. The transmission of
bovine neosporosis in cattle breeding herds did not increase in the more intensified
systems, at least during the period of the study.

Key words: Neospora caninum, endogenous transplacental transmission,

exogenous transplacental transmission, IFAT, ELISA avidity



1. INTRODUCCION

La neosporosis bovina es una enfermedad parasitaria producida por el protozoo
Neospora caninum que en el bovino cursa con abortos y nacimientos de terneros con
signologia neuromuscular o clinicamente sanos, pero congénitamente infectados
(Dubey; Lindsay, 1996; Dubey, 1999, 2003). Desde su primera deteccion en el tejido
nervioso de dos fetos bovinos abortados en rodeos lecheros de Nuevo México, EE.UU.
(Thilsted; Dubey, 1989), N. caninum ha sido asociado a problemas reproductivos en
bovinos de las principales regiones ganaderas del mundo (Dubey; Lindsay, 1996). Las
pérdidas econémicas que ocasiona en rodeos bovinos para carne son considerables
(Waldner et al., 1998; Moore et al., 2013). Sin embargo, poco se conoce acerca de los
factores de riesgo que contribuyen a la exposicion a N. caninum en este tipo de
produccion (Sanderson et al., 2000, Moore et al., 2009).

Este protozoo puede ser transmitido naturalmente a los bovinos de forma horizontal
por la ingestion de alimento o agua contaminados con los ooquistes expulsados en las
heces de perros infectados, o muy eficientemente de forma vertical, desde la madre
infectada a su cria durante la gestacién (Dubey et al., 2006). Diversas especies de
animales domésticos (caninos, bovinos, ovinos, caprinos, bufalos y equinos) y
silvestres (lobos, coyotes, zorros, dingos, ciervos y alces), han sido identificados como
hospedadores intermediarios de N. caninum, mientras que, los perros (Canis familiaris)
(McAllister et al., 1998), coyote (Canis latrans) (Gondim et al., 2004), dingo australiano
(Canis lupus dingo) (King et al., 2010) y el lobo gris (Canis lupus) (Dubey et al., 2011)
han sido identificados como hospedadores definitivos.

La identificacibn de anticuerpos a N. caninum en un animal es indicativo de la
exposicion al protozoo. Frecuentemente esta herramienta es utilizada para desarrollar
estudios epidemiolégicos (Paré et al., 1995; Thurmond et al., 1997; Fort et al., 2015;
Moore et al., 2009), para el diagnéstico de aborto (Wouda et al., 1997), o bien para
establecer la frecuencia de transmision de la enfermedad en bovinos (Anderson et al.,
1997; Moré et al., 2009). Aunque se ha generado muchisima informacion respecto a la
prevalencia en diferentes regiones, sus resultados no pueden ser comparados por
haberse utilizado diferentes técnicas serol6gicas con sensibilidad y especificidad
variables (Dubey et al., 2007). La inmunofluorescencia indirecta (IFl) fue la primera
prueba de diagnostico seroldgico utilizada siendo considerada el método estandar
para comparacion de otras técnicas posteriormente desarrolladas, entre ellas:

inmunoblot (IB), prueba de aglutinaciébn y ensayo por inmunoabsorcion ligado a



enzimas (ELISA, del inglés enzyme-linked immuno assay) (Atkinson et al., 2000).

La produccion bovina en Argentina sufre importantes pérdidas por enfermedades
gue afectan la reproduccion y solo se conoce el 45,5% de las causas abortigénicas, de
las cuales un 34,4% se consideran de origen infeccioso. En este contexto, N. caninum
afecta la produccion bovina del pais siendo responsable del 7,3% de las causas de
aborto sobre 354 casos estudiados (Campero et al., 2003). Un trabajo realizado en la
region de la pampa humeda permitié estimar que las pérdidas econémicas asociadas
al aborto por N. caninum en ganado para carne rondarian en mas de 12 millones de
ddlares estadounidenses (Moore et. al., 2013). Es por ello que es importante reducir el
impacto de dichas pérdidas mediante el conocimiento de sus formas de transmisién y
de la posible inmunidad protectora que pudiera ofrecer el parasito en el hospedador, y
asi poder implementar posteriormente adecuadas medidas de control.

Los estudios de factores de riesgo para infecciones en bovinos con N. caninum
exploran la asociacién entre distintos sistemas de manejo para la cria bovina y el nivel
de infeccién por dicho agente. Este tipo de estudio es principalmente usado para
generar hipétesis, de manera que los resultados indican asociacién y grado de
magnitud de la misma (Barling et al., 2001; Fort et al., 2015). A su vez, tienen
importancia en el desarrollo de estrategias para controlar o prevenir la enfermedad,
sobre todo en ausencia de tratamientos o vacunas efectivas disponibles para el bovino
(Otranto et al., 2003; Schares et al., 2004). Distintas causas juegan un rol
determinante en la presentacion de la neosporosis bovina, como por ejemplo la
presencia de perros u otros canidos (Bartels et al., 1999). También se ha mencionado
la inmunosupresion debido a la presencia de micotoxinas en el alimento (Bartels et al.,
1999) o infecciones virales concomitantes (Bjérkman et al., 2000). Diferentes factores
de manejo asociados con el incremento de la seroprevalencia de la neosporosis en el
ganado bovino han sido mencionados, como la carga animal por hectérea, la
suplementacién de heno con el uso de portarrollos, la presencia de la fauna silvestre,
los patrones estacionales de parto y el uso de vaquillonas de reposicion propias, entre
otras (Sanderson et al., 2000; Barling et al., 2001). En cambio, existe informacién
contradictoria respecto a la presencia de otros factores los cuales parecen tener un
efecto opuesto como el pastoreo de verano, el uso de un perro de trabajo en el ganado
y el uso de alimentadores de autoconsumo (Sanderson et al., 2000; Barling et al.,
2001). Es conocido que a medida que un sistema para carne o leche se intensifica, la
exposicion de los bovinos a los ooquistes de N. caninum puede ocurrir con mayor

frecuencia (McAllister et al., 2000). En Argentina, también se ha sugerido que las



practicas de manejo asociadas a una mayor intensificacion pueden aumentar la
prevalencia de N. caninum en rodeos para carne (Moore et al., 2009). En Texas,
EE.UU., la seroprevalencia de N. caninum en terneros para carne se incremento
cuando la carga animal fue mayor de una unidad de vaca / ternero por 2,2 ha (Barling
et al., 2001).

La cuenca del rio Salado es una importante area de cria bovina de la pampa
hameda en Argentina (MINIAGRI 2014). La ganaderia es de tipo extensivo donde los
pastizales naturales son predominantes (>70%) (Deregibus; Cauhépe, 1983), con
escasa participacion de pasturas, verdeos y otros tipos de alimentacion. En los Ultimos
afios se ha generado un importante cambio en su situacién productiva, pasando de un
area netamente ganadera de cria extensiva a una region recriadora-invernadora de
ciclo corto basada principalmente en pastizales naturales, con aumento de la carga
animal histérica debido a un incremento en la superficie destinada a la agricultura
(Vazquez et al., 2006). Este contexto lleva a tener que realizar un mejor
aprovechamiento de los recursos naturales. Dicho cambio histérico, en una zona
donde inicialmente fue proveedora de terneros Unicamente y que luego pasé a ser un
area recriadora de terneros, hace que surja la necesidad de estudiar diferentes
factores relacionados a la neosporosis bovina en estos sistemas de cria, entre ellos su

transmision, los factores de riesgo y las consecuencias.



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

La transmisién de la neosporosis bovina en rodeos para cria bovina se incrementa

a medida que se intensifica el sistema de produccion.
OBJETIVOS

Objetivo general:
Evaluar la frecuencia de transmisién horizontal y vertical de N. caninum en sistemas

de cria bovina con tres niveles de intensificacion en la region de la Cuenca del Salado,
provincia de Buenos Aires, Argentina.

Objetivos especificos:
Establecer la seropositividad a N. caninum en vacas multiparas en tres sistemas

con niveles diferentes de intensificacion.

Evaluar el efecto de la intensificacion en cada sistema sobre la frecuencia de
transmision vertical y horizontal de la enfermedad.

Realizar un estudio longitudinal en vacas multiparas durante 21 meses para evaluar
el desarrollo y la cinética de anticuerpos especificos.

Evaluar los estadios de la infeccion por N. caninum analizando la avidez de los

anticuerpos especificos mediante una prueba de ELISA.



3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. Definicion
La neosporosis bovina es una enfermedad de distribucion mundial causada por el

protozoo intracelular Neospora caninum. Se caracterizada por producir abortos,
momificacion fetal, partos prematuros y nacimiento de terneros con ataxia, paralisis,
incoordinacién o débiles (Dubey, 1999; Dubey et al., 2007).

Neospora caninum fue reconocido inicialmente en 1984 (Bjerkas et al., 1984) en
Noruega, tras describir un sindrome de encefalomielitis y miositis en perros jovenes.
Por su similitud morfolégica fue clasificado errbneamente como Toxoplasma gondii
hasta que Dubey et al., (1988) propuso la denominacién actual como un nuevo género
y especie: N. caninum. Posteriormente se aisl6 el agente en cultivo celular y se
reprodujo la infeccion experimentalmente en el perro (Dubey et al., 1988). El desarrollo
de las pruebas serologicas [inmunofluorescencia indirecta (IFl)] y de la
inmunohistoquimica (IHQ) permitieron mejorar la caracterizacion de la enfermedad
(Bjerkas; Dubey, 1991).

3.2. Taxonomia

Neospora caninum es un protozoo del phylum Apicomplexa, clase Sporozoa,
subclase Coccidia, orden Eucoccidia, suborden Eimeriina, familia Sarcocystidae vy
género Neospora (Dubey et al.,, 2003; 2007). Este agente esta relacionado
taxondmicamente a otros protozoos como Haemmondia heydorni e Isospora bigemina
y tiene una estrecha relacion taxonomica con los integrantes de la subfamilia
Toxoplasmatinae como por ejemplo T. gondii (Dubey et al., 2002). Neospora caninum
tiene un ciclo de vida heteroxeno, habiéndose reconocido hasta el momento como
hospedadores definitivos al perro (Canis familiaris) (McAllister et al., 1998), al coyote
(Canis latrans) (Gondim et al., 2004), al dingo australiano (Canis lupus dingo) (King et
al., 2010) y al lobo gris (Canis lupus) (Dubey et al.,, 2011). Un amplio rango de
animales domésticos y salvajes pueden actuar como hospedadores intermediarios
(Dubey; Lindsay, 1996). Pese al rango de hospedadores solo pudo ser aislada en
forma viable de algunos pocas especies (bovinos, ovinos, bdfalo de agua, perro,

caballo, vison y ciervo de cola blanca) (Dubey; Schares, 2011).

3.3. Ciclo de vida y estadios infecciosos

En su ciclo presenta tres estadios parasitarios: taquizoitos, bradizoitos y

esporozoitos (contenidos en los ooquistes) (Dubey et al., 2007). Los taquizoitos y



bradizoitos son formas de proliferacion asexual y se encuentran en los tejidos de un
hospedador infectado (intermediario y definitivo). Mientras que los esporozoitos son el
resultado de la divisidn pos-cigotica que ocurre en el medio ambiente y se encuentran
dentro de los ooquistes maduros o esporulados. Los ooquistes son excretados en las
heces de los hospedadores definitivos inmaduros conteniendo solo una célula o cigoto
(McAllister et. al., 1998).

Los taquizoitos son ovoideos, globulares o semilunares, miden de 5 a 7 um de largo
y 1 a 2 ym de ancho (Dubey; Lindsay, 1996; Hemphill et al., 1999), poseen un ndcleo
central y carecen de granulos de amilopectina (a diferencia de los bradizoitos) (Dubey
et al., 2006). Estos se dividen rapidamente dentro de las células y han sido detectados
en neuronas, macréfagos alveolares, fibroblastos, células endoteliales, miocitos,
células renales, hepatocitos y trofoblastos de placenta (Barr et al., 1991 a; Dubey et
al., 1996; Dubey et al., 2002).Los bradizoitos miden aproximadamente 6 a 8 um de
largo y 1 a 2 um de ancho (Hemphill et al., 1999; Dubey et al., 2002) y poseen un
nucleo de localizacién terminal, a su vez contienen granulos de amilopectina (Dubey et
al., 2006). Estos ultimos tienen una replicacion mas lenta que los taquizoitos y pueden
ser diferenciados de estos a través de IHQ (McAllister et al., 1998). Los bradizoitos
estan contenidos en de quistes tisulares que a su vez se encuentran dentro de las
células. La forma de los quistes tisulares es redonda u oval y miden hasta 107 um,
dependiendo del nimero de bradizoitos que contengan (Dubey et al., 2002). Poseen, a
Su vez, una gruesa pared que protege al parasito de reacciones inmunolégicas y
fisicas por parte del hospedador. A su vez, el espesor de la pared dependera del
tiempo de infeccion (Jardine, 1996). Los quistes tisulares han sido observados en el
sistema nervioso central (SNC) y musculo esquelético de fetos y terneros (Peters et
al., 2001; Dubey et al., 2002) mientras que aun no se han observado estas formas en
secciones histologicas en bovinos adultos naturalmente infectados Sin embrago, N.
caninum ha sido aislado del cerebro de dos vacas clinicamente normales que habian
parido terneros infectados (Sawada et al., 2000; Okeoma et al., 2004). Por ultimo, los
ooquistes eliminados en las heces del hospedador definitivo son esféricos o
subesféricos, miden 10 a 11 um, no tienen color y en estado maduro o infectante
contienen dos esporocistos con cuatro esporozoitos cada uno (McAllister et al., 1998).
Son excretados en un estado inmaduro y esporulan en 24-72 horas (Dubey et al.,
2007). El tiempo de sobrevida de los ooquistes en el medio ambiente no se conoce
con exactitud. Sin embargo, se asume que tienen una resistencia similar a los de T.

gondii (Dubey, 2004). Diferentes tratamientos fisicos (a 100°C durante un minuto) o



guimicos (exposicion a 10% de hipoclorito de sodio por una hora), resultaron ser las
Unicas formas efectivas para inactivar los ooquistes (Alves et al., 2011). Se asume que
el periodo de prepatencia en perros es de 5 dias 0 mas y permanecen como
eliminadores durante un plazo de uno a varios dias (Dubey et al, 2007).
Experimentalmente, se ha determinado la presencia de ooquistes en heces de perros
luego de 30 dias de haber ingerido placentas de vacas seropositivas (Dijkstra et al.,
2001). A su vez se ha observado en cachorros, en forma experimental, la eliminacion
de ooquistes a través de materia fecal durante 2 a 3 dias tras ingerir cerebro y
membrana corioalantoidea aviar que contenian estadios infecciosos de N. caninum
(Cedillo et al., 2008) Por otra parte, la eliminacion de ooquistes en materia fecal por
parte de un caninos naturalmente infectados (Basso et al., 2001; Slapeta et al., 2002;
McGarry et al., 2003), puede ser infrecuente (Basso et al., 2001), aunque en ocasiones
se ha observado que esta eliminacién puede ser por periodos prolongados (McGarry
et al., 2003). Es factible que el tipo de alimento contaminado que ingieren los perros,
asi como la edad y el estado inmunitario de los mismos, afecten la eliminacion de
ooquistes (Dubey et al., 2007).

Los tres estadios infecciosos de N. caninum (taquizoitos, bradizoitos y ooquistes
con esporozoitos) estan involucrados en la transmision del parasito (Dubey et al.,
2007). Los canidos que actian como hospedadores definitivos pueden adquirir la
infeccion a partir de la ingestién de tejidos que contengan quistes intracelulares. Hay
evidencia que la ingestion de tejidos placentarios provenientes de vacas naturalmente
infectadas pueden ser una ruta de infecciébn de importancia para los caninos. N.
caninum fue aislada de 20 g de muestra de placenta de 3 vacas naturalmente
infectadas que habian parido 9 terneros sanos pero congénitamente infectados
durante 3 prefieces consecutivas (Fioretti et al.,, 2003), a su vez ooquistes de N.
caninum fueron eliminados, a través de materia fecal, por perros naturalmente
infectados a partir del consumo de placentas (Dijkstra et al., 2001).
Experimentalmente, también se ha reportado la eliminacion de ooquistes por materia
fecal en perros tras ingerir tejidos de bufalo de agua (Rodriguez et al., 2004) y ciervo
de cola blanca (Vianna et al., 2005) naturalmente infectados. Al llegar al estomago, el
guiste se mantiene intacto gracias a la resistencia de su pared a la accion de las
enzimas y jugos gastricos, permitiendo que los bradizoitos sean liberados en la luz
intestinal donde iniciaran el ciclo entero-epitelial (Dubey et al., 1996). Luego de realizar
un fase de reproducciéon asexual y sexual en el intestino, los ooquistes son eliminados

en las heces del hospedador definitivo (Dubey et al., 2007). Recientemente se ha



logrado demostrar el proceso de esquizogonia y gametogonia que precede a la
formacion del ooquiste en el intestino del hospedador definitivo en un cachorro
naturalmente infectado (Kul et al., 2015). Por otro lado, los herbivoros se infectan por
ingerir agua o alimento contaminado con ooquistes. Existe una segunda forma mas
eficiente de transmisién en los herbivoros que es a partir de la via transplacentaria
(Dubey et al., 2007).

3.4. Rutas de transmisién

En los bovinos existen dos vias de transmision posibles de la enfermedad: la via
horizontal y la via vertical (Anderson et al., 2000; Dubey et al., 2006). En bovinos, N.
caninum, se transmite en forma post-natal (transmision horizontal) por consumo de
agua o alimento contaminado con ooquistes esporulados. También puede provocarse,
de manera muy eficiente, desde la madre al feto en forma transplacentaria
(transmision vertical). Esta Ultima forma de transmision contribuye significativamente a
la persistencia de la enfermedad en el rodeo, ya que las vacas pueden quedar
infectadas de por vida, propagando la infeccion a través de varias generaciones en
forma consecutiva o intermitentemente (Boulton et al., 1995; Guy et al., 2001; Fioretti
et al., 2003; Pabon et al., 2007). Diferentes estudios (Anderson et al., 2000; Dubey et
al., 2006; Moré et al., 2009) han demostrado que la probabilidad de infeccion
congénita varia desde el 40,7% al 95%.

Segun su origen, la transmisién transplacentaria, puede ser exdgena o endbégena
(Trees; Williams, 2005). La denominada exdgena se refiere a las madres gestantes
gue sufren una primo-infeccibn a partir de la ingestion de agua o alimento
contaminados con ooquistes (transmision horizontal), que van a estar expuestas al
mismo tiempo y que pueden producir un brote de abortos epidémicos. La tasa de
abortos va a depender de factores como la dosis infectiva ingerida, la patogenicidad de
la cepa actuante y la susceptibilidad de las madres (McAllister et al., 2000). En
contraste, la reactivacion de la infeccion latente en las madres durante la gestacion
(transmision transplacentaria enddgena) puede ocasionar abortos, aunque en la
mayoria de los casos nacen terneros congénitamente infectados sin signos clinicos
(Paré et al., 1996; Anderson et al., 1997; Schares et al., 1998; Davison et al., 1999;
Dubey et al., 2007). Este modo de transmision es predominante y altamente eficiente
ya que muchos establecimientos mantienen una tasa de prevalencia mas o menos

constante a lo largo de los afios con una correlacion casi perfecta entre la



seropositividad de las madres y sus terneros, sin que exista una aparente fuente
externa de infeccion. Por otro lado, la tasa de infeccidon transplacentaria endégena
puede disminuir en prefieces subsecuentes, indicando el desarrollo de inmunidad
(Dubey et al., 2007). Utilizando modelos matematicos se comprobd que bajos niveles
de transmision horizontal podrian explicar el mantenimiento de la infeccion en rodeos

de tambo donde la transmision vertical no alcance el 100% (French et al., 1999).

La transmisidn horizontal, responsable de los casos de transmisidn transplacentaria
exdgena, se estima que es menos frecuente. La Unica forma natural de infeccién es
por la ingestion post-natal de ooquistes esporulados por parte del ganado (De Marez
et al., 1999). Por lo general, cuando se detecta esta contaminacién externa y, por
consiguiente, la transmisién horizontal al ganado, una proporcion elevada del rodeo se
infecta por primera vez en muy poco tiempo Yy, con frecuencia, se traduce en un brote
de abortos (Schares et al., 2002; Sager et al., 2005; Basso et al., 2010). La infeccién
latente puede ser adquirida vertical u horizontalmente y el mecanismo de reactivacion
del parasito no es conocido. La ingestion de alimento contaminado con micotoxinas,
las infecciones concurrentes con otros patdégenos inmunosupresores, o cualquier
causa de estrés durante la prefiez, asi como también la propia gestacion, serian

posibles causas de reactivacion (Dubey et al., 2007).

En bovinos y otros rumiantes, debido al tipo de placenta (sindesmocorial), no hay
transferencia de anticuerpos de la madre al feto durante la gestacion. Por lo tanto, la
deteccion de anticuerpos séricos especificos en el feto o el ternero antes de la ingesta
de calostro indica contacto con N. caninum y sintesis de anticuerpos fetales. Aunque
existe la posibilidad que ante diferentes circunstancias de infeccion los anticuerpos
estén ausentes en el feto, por ejemplo, infecciones previas a la inmunocompetencia
fetal alrededor de los 120 dias de gestacion que ocasionen un cuadro de
inmunotolerancia (Yao et al., 2009). No se ha comprobado la transmision entre vacas y
no hay evidencia de que alguna forma parasitaria de N. caninum esté viable en
excreciones 0 secreciones de vacas adultas infectadas (Davison et al., 2001; Dubey et
al., 2007). A su vez, se ha demostrado la presencia de ADN de N. caninum en leche y
calostro (Moskwa et al., 2003; 2007). Sin embargo, no hay evidencias que la
transmision lactogénica ocurra en forma natural (Davison et al., 2001; Dubey et al.,
2007).

El ADN de N. caninum fue encontrado en el semen de toros natural y

experimentalmente infectados (Ortega-Mora et al., 2003, Caetano da Silva et al., 2004,
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Ferre et al., 2005). En forma experimental se evidencié que las vaquillonas pueden
infectarse por via intrauterina al utilizar semen contaminado experimentalmente con
taquizoitos viables (Serrano-Martinez, et al., 2007). Los resultados sugieren que la
cantidad de taquizoitos viables en condiciones naturales en semen seria insuficiente

para ocasionar una infeccion (Dubey et al., 2007).

3.5. Determinacion de las formas de transmision

La transmision vertical es considerada la ruta mas importante en la infeccién por N.
caninum (Paré et al., 1996; Anderson et al., 1997; Davison et al., 1999). La evaluacion
de titulos de anticuerpos anti-N. caninum previo a la ingestion de calostro provee
evidencia de transmision vertical, ya que como se menciond anteriormente, los
anticuerpos maternales son incapaces de atravesar la placenta bovina, por lo tanto se
asume que la presencia de anticuerpos en un ternero antes de ingerir calostro seria
producto de una exposicion intrauterina. Mediante IFI, anticuerpos detectables a la
diluciéon 1:25 en los fluidos fetales confirma la infeccion (Wouda et al., 1997). La
frecuencia de transmision vertical puede ser estimada por el nimero de terneros
seropositivos que aun no han ingerido calostro nacidos de hembras seropositivas. La
transmisién horizontal puede ser estimada a través de la diferencia entre la
seroprevalencia en terneros, previa ingestion de calostro, y la seroprevalencia en
vacas adultas, en el mismo momento, asumiendo que la diferencia entre las
seroprevalencia es debia a que adquirieron la enfermedad de manera post natal. A su
vez se puede establecer por reevaluar a los 4 meses de edad a terneros que al
momento del sangrado previo a la ingestion de calostro hayan resultado seronegativos
(Hietala; Thurmond, 1999; Bartels et al., 2007; Moré et al., 2009).

La determinacién de la principal ruta de infeccion es un factor para considerar a la
hora de establecer medidas preventivas y de control (Moré et al., 2009). La
transmision horizontal en el ganado vacuno se caracteriza por la ausencia de relacion
en el titulo de anticuerpos entre madre e hija, por la seroconversién o presencia de
anticuerpos en animales previamente negativos a N. caninum y/o por la presentacion
de episodios de abortos relacionados con el parasito (Dijkstra et al., 2001; 2002,
2003). En rodeos donde la transmision vertical es la predominante, es posible observar
gque los animales positivos se agrupan en ciertas familias (Schares et al., 1998) en el
gue la transmisién puede alcanzar hasta 95% (Davison et al., 1999), donde las vacas
infectadas presentan elevadas proporciones de transmision transplacentaria (Lépez-
Gatius et. al., 2004).
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3.6. Prevalencia en rodeos bovinos para carne

Los porcentajes de seroprevalencia obtenidos en diferentes estudios son muy
variados y muchas veces de dificil comparacion (Dubey et al., 2007). Se observan
diferencias en la prevalencia en funcién del pais, region, técnica diagndstica utilizada,
punto de corte, tamafio de muestra seleccionado y caracteristicas del muestreo
(Thurmond et al., 1997). A su vez, existen trabajos que demuestran una asociacion
entre la seroprevalencia y los factores de manejo (Barling et al., 2001; Fort et al.,
2015). Existen numerosos estudios seroldgicos en rodeos bovinos para carne y la
infeccibn se ha descrito en todo el mundo, obteniéndose tasas de prevalencia de
rodeo e individual elevadas (Dubey; Lindsay, 1996; Dubey, 2003). La Tabla 1 muestra
una seleccion de estudios de seroprevalencia individual en el ganado bovino para

carne, sin embargo los datos no son comparables por lo citado anteriormente.

3.7. Neosporosis en otras especies

La neosporosis ha sido asociada con abortos esporadicos en cabras (Barr et al.,
1992; Eleni et al.,, 2004) y ovejas (Dubey; Lindsay, 1996; Hassig et al., 2003). Las
ovejas han sido utilizadas satisfactoriamente en la reproduccion experimental de la
enfermedad como modelo de la neosporosis bovina (Buxton et al., 1998). A su vez N.
caninum ha sido reportado como causa de abortos en equinos (Dubey; Porterfield,
1990) y camélidos (Serrano-Martinez et al., 2004). En otras especies, como el zorro
colorado, mapache, antilope, rata, raton, se hall6 ADN de N. caninum, aunque no se
ha podido aislar al parasito en forma viable. En el ciervo de cola negra (Odocoileus
hemionus columbianus), ciervo de Eld (Cervus eldi siamensis), ciervo dama (Dama
dama), llama, alpaca, rinoceronte y cabra, no se han podido aislar aunque se han
identificado pardsitos utilizando la técnica de IHQ (Dubey et al., 2007).

Neospora hughesi esta estrechamente relacionada con N. caninum y se ha descrito
recientemente que persisten en poblaciones equinas a través de la infeccion
transplacentaria endégena. En equinos, la seroprevalencia a N. caninum puede
superar el 10%, pero s6lo unos pocos casos de neosporosis clinica se han notificado
desconociéndose si N. caninum o N. hughesi 0 ambas especies, fueron responsables
del caso. La infeccion subclinica por N. caninum es relativamente comdn entre los
caballos (Pusterla et al., 2011).
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3.8. Factores de riesgo

Actualmente se conocen distintos factores que incrementan el riesgo de
infeccion por N. caninum, asi como también existen factores asociados a la presencia

de abortos. Como principales factores deben considerarse los siguientes.

3.8.1. Factores deriesgo de infeccion

Edad: Existen trabajos donde se ha demostrado que en rodeos endémicamente
infectados con N. caninum, los valores de seroprevalencia no difieren en cuanto a la
edad de los animales (Paré et al., 1996). Sin embargo también existen trabajos
realizados sobre rodeos bovinos infectados endémicamente, donde se ha observado
un patron en el titulo de anticuerpos en relacién a la edad, existiendo valores
significativamente mas elevados en terneros precalostrales y calostrales comparados
con el titulo promedio de grupos de otras edades. (Anderson et al., 1995; Davison et
al., 1999; Pereira-Bueno et al., 2000). Este evento es explicable por la existencia de
una transmision congeénita reciente, junto con la reactivacion de infecciones latentes
durante la gestacion y el paso de anticuerpos calostrales de la madre al ternero
(Quintanilla-Gozalo et al., 2000). A su vez los terneros y vaquillonas, de 7 a 12 meses
de edad, presentan titulos inferiores a las categorias adultas (Pereira-Bueno et al.,
2000). A su vez se ha observado en esta Udltima categoria que los titulos se
incrementan a los 25 meses de edad, en aquellos animales que presentan infeccion
congénita (Hietala; Thurmond, 1999), compatibles con estimulos antigénicos al
comienzo de la etapa reproductora. Asimismo, otros autores también han descrito un
incremento de la seroprevalencia con la edad (Jensen et al., 1999). Estos hallazgos
podrian explicarse gracias a la existencia de posibles factores fisioldgicos o de manejo
durante la gestacion, capaces de producir reactivaciones de la infeccién crénica como
ya fueron mencionados (Hietala; Thurmond, 1999; Quintanilla—Gozalo et al., 2000). Sin
embargo, también podria ser debido al contacto con el agente etiol6gico proveniente
de una fuente exdgena lo cual confirmaria la existencia de la transmision horizontal. A
su vez, el riesgo de que un animal sea seropositivo aumenta, aunque no en todos los
casos, con la edad o numero de gestaciones tanto en bovinos lecheros o de cria,
sugiriendo que la transmision horizontal tiene particular importancia en algunos rodeos
(Dubey et al., 2007). Por otro lado, considerando la transmision vertical enddgena, la
proporcion de terneros infectados congénitamente, disminuye al aumentar el nimero

de partos de las hembras, registrando un 80%, 70%, 67% y 66% en vaquillonas, vacas
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de segunda paricibn, de tercera paricibn y mayores de tercera paricion,
respectivamente (Dubey et al., 2006).
Sistema _de produccion: la neosporosis bovina afecta tanto rodeos de cria como

lecheros con mayor prevalencia en los ultimos (Quintanilla-Gozalo et al., 1999;
Anderson et al., 2000; Moore, et al., 2002). Este podria estar relacionado con el tipo de
manejo del ganado y no con una predisposicién racial tal como se ha sefialado
(Thornton et al., 1991; Paré et al., 1998). El sistema de manejo en las explotaciones de
leche normalmente es intensivo, mientras que en las de carne es mas frecuente
extensivo, por tanto el hacinamiento de los animales podria contribuir a una mayor
exposicion a posibles fuentes de contaminacién de ooquistes (alimento, cama, agua,
cama, etc.) facilitando las posibilidades de contagio (Dijkstra et al., 2002).

Tamarfio del rodeo: Barling et al. (2001) demostraron que la seropositividad

aumenta a medida que se incrementa la densidad animal. Esto podria deberse a un
incremento en la probabilidad de la transmisién horizontal en los rodeos a partir de una
fuente puntual de exposicion a ooquistes infectantes, lo que probablemente explica,
como se menciond anteriormente, la mayor incidencia en rodeos para leche (Otranto
et al., 2003).

Presencia de hospedadores definitivos e intermediarios: con algunas excepciones

(Barling et al., 2001; Rodriguez et al., 2003; Fischer et al., 2003), estudios previos han
identificado a los perros, que se encuentran asociados a los rodeos, como un factor de
riesgo de infeccion por N. caninum, (Paré et al., 1998; Mainar—Jaime et al., 1999;
Ould—Amrouche et al., 1999; Schares et al., 2003) y aborto relacionado a este agente
(Bartels et al., 1999). A su vez, existe una relacion directa entre el tamafio del rodeo y
la seroprevalencia asociado al nUmero de caninos presentes en el establecimiento
(Otranto et al., 2003; Schares et al., 2004). Se cree que en las grandes explotaciones
existe un menor control sobre el consumo, por parte de los perros, de placentas, fetos
abortados y otras fuentes de infeccidn, interviniendo en la diseminacién horizontal de
la enfermedad (Bartels et al., 1999; Otranto et al., 2003; Corbellini et al., 2006; Dubey
et al., 2007). Ademas, existe asociacion positiva entre la abundancia de cénidos
silvestres y la seropositividad de los bovinos. Se ha observado una relaciéon entre la
seroprevalencia en el ganado bovino y la abundancia de zorros y coyotes (Barling et
al., 2000). Sin embargo, también se ha sugerido que la presencia de perros disminuye
la presencia de posibles hospedadores silvestres como el zorro, disminuyendo la
seroprevalencia en bovinos (Barling et al., 2001; Dubey et al., 2007). A su vez la

presencia de otros hospedadores intermediarios también seria un factor de riesgo. Un
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estudio (Dubey et al., 2007) demostré la presencia de ADN de N. caninum en ratas y
ratones infectados naturalmente sugiriendo que estos animales podrian ser una
importante fuente de infeccion para carnivoros. Se ha descrito una mayor
seroprevalencia en perros de granja frente a los de zonas urbanas y una asociacion
significativa entre la presencia de perros en las granjas y el porcentaje de vacas
seropositivas (Bartels et al., 1999; Wouda et al., 1999; Sanchez et al., 2003). A su vez,
se han encontrado seroprevalencias mayores en aquellas explotaciones bovinas mas
préximas a zonas urbanizadas, lo cual es explicable por un mayor densidad de la
poblacion canina (Schares et al., 2003).

Reposicion _de vientres: en los rodeos seronegativos existe un mayor riesgo de

infeccién cuando se utilizan para reposicién vaquillonas de compra (Schares et al.,
2004). Mientras que si la enfermedad es endémica en un establecimiento, la
reposicion con vientres propios conlleva al mantenimiento de la infeccién (Barling et
al., 2001; Otranto et al., 2003; Dubey et al., 2007).

Clima: las condiciones climaticas tienen efecto sobre la esporulacion de los
ooquistes y sobrevida del parasito en el medio ambiente. Temperaturas célidas y alta
humedad incrementan el riesgo de infeccion posnatal (Bartels et al., 1999). A su vez
estas condiciones hacen propenso al crecimiento de hongos y produccion de
micotoxinas que tras su consumo tienen un efecto inmunosupresor sobre los bovinos,
posiblemente favoreciendo la reactivacion del parasito (Bartels et al., 1999).

Manejo nutricional: las diferentes practicas de manejo nutricional, como el traslado

de los rodeos fuera del establecimiento, de forma permanente o temporaria, en busca
de recursos forrajeros, fue asociado con incremento en la seroprevalencia. Por otro
lado, el uso de suplementos nutricionales o cercos para rollos podria incrementar la
poblacion de hospedadores intermediarios, como roedores, constituyendo una posible
fuente de infeccion para los hospedadores definitivos (Dubey et al., 2007).

Raza: las diferencias de prevalencia entre razas en estudios realizados en Europa,
no seria por variaciones en susceptibilidad, sino por los diferentes sistemas de
produccion e intensidad en los manejos a los que estan sujetos cada una (Bartels et
al., 2006). Diferentes estudios han demostrado que la raza Limusin posee una menor
prevalencia a la infeccion por N. caninum (Hornok et al., 2006; Armengol et al., 2007) y
una menor tasa de abortos ha sido observada cuando se realizaron cruzamientos con
Limousin (Garcia-Ispierto et al., 2005).En estudios previos (L6pez- Gatius et al., 2005),
se demostrd que el uso de semen de toros para carne reduce el riesgo de aborto en

vacas lecheras seropositivas a N. caninum. Estos resultados refuerzan la idea de que
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existen diferencias entre razas de ganado de carne en cuanto a su susceptibilidad a la

infeccion el aborto por N. caninum.

3.8.2. Factores de riesgo asociados al aborto

Presencia de infeccion: las hembras seropositivas tienen mayor riesgo de abortar

que aquellas seronegativas. Diferentes estudios han descrito una asociacion
significativa entre la presencia de la infeccion y el aborto, con un riesgo 2 a 3,5 veces
superior en las vacas seropositivas que en las seronegativas (Paré et al., 1997; Wouda
et al., 1998; Davison et al., 1999; Stenlund et al., 1999). No obstante, el riesgo de
aborto parece disminuir en las gestaciones siguientes a dicho acontecimiento y solo el
4 a 5% de los animales abortan en mas de una ocasién (Dubey; Lindsay. 1996;
Anderson et al., 1995), produciéndose en la mayoria de los casos el nacimiento de
terneros congénitamente infectados. Asimismo, un animal que tiene titulos de
anticuerpos elevados posee mayor riego de aborto. Una alta seroprevalencia esta
asociada con un riesgo mas elevado de abortos a nivel del rodeo (Dubey et al., 2007).
Hobson et al., (2005), reportaron que por cada 1% que se incrementaba la
seroprevalencia de N. caninum en el rodeo, el riesgo de que se experimentara un
aborto relacionado a este parasito se incrementaba un 6%.

Presencia_de hospedadores definitivos: existe una asociacién positiva entre la

presencia de perros y abortos epizodticos asociados a N. caninum, debido
posiblemente a que éstos serian ocasionados por transmision horizontal (Bartels et al.,
1999; Hobson et al., 2005; Dubey et al., 2007). La presentacion epidémica de aborto
por neosporosis se ha asociado con una posible exposicion a los ooquistes del
parasito (McAllister et al., 2000; Dijkstra et al., 2002). En aquellas explotaciones con
evidencia de transmision postnatal fue mas frecuente la observacién de defecaciones
caninas en zonas de almacenamiento de comida, asi como también el consumo de
placentas, fetos abortados o calostro por parte de los perros (Dijkstra et al., 2002).

Abortos previos: se ha observado que vacas infectadas congénitamente que habian
abortado con anterioridad, tuvieron mayor riesgo de abortar que vacas infectadas
congénitamente que no habian experimentado un aborto antes (Thurmond; Hietala,
1997).

Otras infecciones concomitantes: algunos autores sugieren que la infeccion por el

virus de la diarrea viral bovina (DVB) favorece la manifestacion clinica de la
neosporosis bovina por la inmunosupresion que ocasiona en el animal facilitando la

reactivacion de las infecciones latentes o la infeccion postnatal (Dubey et al., 2007).
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Edad: las diferencias encontradas en relacion con el riesgo de aborto de los
animales y la edad han sido poco sélidas o no son significativas, sefialando que la
infeccibn se ha diagnosticado en fetos abortados por vacas de edad muy variable
(Dubey; Lindsay, 1996). No obstante, el modo de transmisién del parasito también
puede influir en el riesgo de aborto en relacion con la edad. En casos de abortos
epidémicos asociados con la transmision horizontal no se han observado diferencias
significativas entre las tasas de aborto obtenidas en los diferentes grupos de edad de
los animales abortados. Aun asi, parece que las vacas congénitamente infectadas
tienen mas probabilidad de abortar en su primera gestacién (Thurmond; Hietala, 1997).
En otros estudios, también se ha observado que la proporcion de infecciones
congénitas disminuia segun aumentaba el nimero de partos, posiblemente debido al
desarrollo de inmunidad protectora (Thurmond; Hietala, 1997; Wouda et al., 1998;
Dijkstra et al., 2003).

3.9. Patogenia

La neosporosis bovina tiene una patogenia compleja en la que influyen mdultiples
factores dependientes del medio ambiente, hospedador y del parasito. Se trata
principalmente una enfermedad de la placenta y del feto, iniciada tras una parasitemia,
ya sea como resultado de una infeccibn materna primaria (exdégena) o por la
recrudescencia durante la gestacion de una infeccibn persistente (endbgena).
(Williams et al., 2000; Innes et al., 2002). Tras la ingestion de ooquistes esporulados
(Transmisioén transplacentaria exdégena) (de Marez et al., 1999; Gondim et al., 2004),
los esporozoitos son liberados en el intestino delgado, parasitan el epitelio y se
transforman en taquizoitos. Estas formas son las responsables de la fase aguda de la
infeccibn e iniciaran una etapa de multiplicacion rapida en los linfonédulos
mesentéricos para luego ser liberados al torrente circulatorio y de esta forma, alcanzar
diferentes tejidos (Dubey et al., 2006). Okeoma et al., (2004) demostraron ADN de N.
caninum en leucocitos sanguineos de un bovino naturalmente infectado. El resultado
de la parasitemia es la diseminacion por diferentes tejidos, inclusive Utero gravido.
Luego se multiplican intracelularmente por endodiogenia, (Dubey; Lindsay, 1996).
Experimentalmente la parasitemia ha sido dificil de detectar, debido a la corta y pulsatil
duracion (Maley et al., 2003; Macaldowie et al., 2004). La severidad de la infeccién
dependera de la capacidad del taquizoito para penetrar y multiplicarse en las células y
la habilidad del hospedador para inhibir la proliferacion del parasito. La multiplicacién

intracelular del pardsito causa la destruccion tisular. Como consecuencia de estos
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focos de necrosis, se produce ademdas una reaccion inflamatoria con células
monunucleares (Buxton et al., 2002).

Con el comienzo del desarrollo de la respuesta inmune del hospedador, los
taquizoitos se diferencian en bradizoitos dentro de los quistes tisulares ocasionando
una infeccion persistente (Buxton et al., 2002).Los mecanismos por los cuales los
taquizoitos se transforman en bradizoitos y vicesversa han sido ampliamente
estudiados en T. gondii (Lyons et al., 2002). Algunos aislamientos de N. caninum
pudieron inducir la expresion de antigenos especificos de bradizoitos de forma in vitro
mediante la aplicacion de factores estresantes (pH alcalino, nitroprusiato sodico,
condiciones sin CO,, etc.) (Weiss et al., 1999). Por lo tanto, la diferenciacion en
bradizoitos puede verse influenciada por la duracién del tiempo de cultivo en
condiciones de estrés, aunque no con la misma eficiencia que T. gondii. Cultivos de
tejido neuronal han sido evaluados como un método alternativo para estudiar
comportamiento de N. caninum en el sistema nervioso central (Vonlaufen et al., 2002),
sin embrago la conversion a bradizoitos no fue observada. En otros estudios han
descripto a los queratinocitos como una buena alternativa de medio de cultivo para
lograr la conversion a bradizoitos cuando se utilizan junto con una tensién continua
(Muller et al.,, 2002), mientras que resultados desalentadores han sido obtenidos
cuando se utilizaron otras lineas celulares (Tunev et al., 2002). Siguiendo esta linea,
Risco—Castillo et al., (2004) han desarrollado una alternativa simple y ventajosa como
método de produccion de bradizoitos de N. caninum, usando un sistema fiable de
cultivo celular (células epiteliales MARC-145) facil de manejar y con capacidad de
purificacion del parésito.

Durante la fase crénica de la infeccion los quistes tisulares con bradizoitos no
ocasionan una accion patdgena destacada, por lo que el animal no manifiesta ninguna
signologia. Sin embargo, los bradizoitos alojados en los quistes tisulares del SNC en
una hembra gestante pueden reactivarse bajo ciertas influencias hormonales e
inmunoldgicas y transmitir la infeccion al feto (transmision transplacentaria endégena).
Esta forma de transmisién seria el modo de transmisibn mas comun en bovinos
(Bjorkman et al., 1996; Anderson et al., 1997). En estos casos, los bradizoitos se
liberarian de los quistes transformandose en taquizoitos originando una nueva fase
aguda de infeccion (Quinn et al., 2002). Las causas que provocan la muerte del feto
parecen ser multifactoriales y no se conocen con detalle. Dubey y Porterfield (1990)
sefalaron que la muerte del feto podria ser debida a una miocarditis. Sin embargo,

otros autores han postulado que las lesiones en el SNC serian las principales



18

responsables (Barr et al., 1990). Aun asi, en muchas ocasiones no se han encontrado
graves lesiones en los érganos vitales por lo que la muerte del feto parece depender
también de otros factores. En este sentido, se ha sugerido la importancia de la
respuesta inmune celular desarrollada por las hembras gestantes, principalmente
durante el periodo inicial de gestacion. En la gestacion se produce un estado de
inmunodepresién concretamente en la placenta, con el fin de evitar el rechazo del feto.
Las citoquinas pro-inflamatorias del tipo Thl (IL-2, IL-12, IFN-y, TNF-a) que podrian
provocar el rechazo del feto estan inhibidas y predominan las de tipo Th2 como la IL-
10 o el factor de crecimiento tumoral B (TGF-B). Esta situacidon beneficiaria la
multiplicacién del parasito y facilita la destruccién focal de la placenta, tanto materna
como fetal, asi como el desarrollo de una respuesta inflamatoria. En consecuencia de
la multiplicacién del parasito se desencadenaria una respuesta Thl en la madre para
controlar la replicacion del patégeno, la cual puede ser letal para el feto (Buxton et al.
2002; Innes et. al., 2002; Quinn et al., 2002). Asimismo, se ha sugerido que la muerte
fetal podria producirse directamente por la invasion del placentoma por el parasito y el
consiguiente dafio tisular, interrumpiéndose de esta forma el intercambio de oxigeno y
nutrientes. En este sentido, se ha descrito la presencia de lesiones y del parasito en la
placenta, tanto en vacas con infeccion natural (Shivaprasad et al., 1989; Thilsted;
Dubey, 1989; Boulton et al., 1995; Bergeron et al.,, 2001) como experimental (Barr et
al., 1994; Innes et al.,, 2001). Infecciones experimentales en hembras bovinas
prefiadas han demostrado que la muerte fetal ocurri6 cuando las mismas fueron
desafiadas con taquizoitos de N. caninum en el dia 70 de gestacion (Williams et al.,
2000; Macaldowie et al., 2004), mientras que el desafio a mediados gestacion resulté
en la transmision vertical del parasito sin comprometer la vida del feto (Almeria et al.,
2011; Bartley et al., 2004). Estas observaciones sugieren que la distribucién de la
parasitemia durante la gestacion es fundamental en las consecuencias clinicas y que
lo mas probable es que la misma se vea influenciada por la respuesta inmune al
parasito tanto materna como fetal. Trabajos realizados por Williams et al., (2000);
Collantes-Fernandez et al.,, (2006) y Rosbottom et al., (2007) se apoyan esta
conclusion. En un estudio reciente (Bartley et al 2012) se demostré que la generacion
de una respuesta materna, tanto periférica como local, mediada por células puede
inhibir de manera experimental la transmision vertical del parasito.

A su vez resultados obtenidos tanto en infecciones naturales como experimentales,
han demostrado que la edad gestacional determina el desenlace de la infeccién. En

investigaciones realizadas en vacas con infeccion natural, Dannatt (1997) y Paré et al.,
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(1997) describieron un aumento en el titulo de anticuerpos en los meses 5, 6 y 7 de
gestacion que podria estar relacionado con un mayor estimulo antigénico procedente
de la multiplicacion del parésito en el feto. Stenlund et al., (1999) estudiaron
fluctuaciones de anticuerpos antes, durante y después del parto, observando también
un aumento en el titulo de anticuerpos 4-5 meses antes del parto, que disminuian dos
meses después. Por su parte, Quintanilla-Gozalo et al., (2000) y Pereira-Bueno et al.,
(2000) estudiaron las fluctuaciones de anticuerpos durante la gestacién en 32 vacas
seropositivas, de las cuales sélo abortaron 10. Se observé un incremento en el titulo
de anticuerpos durante el segundo trimestre, mas acusado en las vacas que abortaron
y durante el tercer tercio en las vacas que tuvieron terneros congénitamente
infectados. Posteriormente, se han realizado observaciones similares; Guy et al.
(2001) estudiaron la gestacion de 9 vacas gestantes cronicamente infectadas. Los
valores de anticuerpos observados alcanzaron niveles elevados, unos dias antes de
producirse la muerte fetal en las vacas que abortaron y entre las semanas 22 y 36 de
gestacion en las vacas que tuvieron terneros congénitamente infectados. Mientras que
las vacas que parieron terneros no infectados, no tuvieron fluctuaciones de
anticuerpos durante la gestacion.

Por otra parte, los resultados obtenidos en infecciones experimentales han
demostrado que en funcion del periodo de gestacion en el que se realice la inoculacion
del parasito, puede producirse la muerte fetal, el nacimiento de terneros con
transmision congénita o bien el de terneros no infectados. El efecto de la infeccién
antes del comienzo de la gestacion ha sido poco estudiado y parece dar lugar al
nacimiento de terneros no infectados (Williams et al., 2000; Innes et al., 2001). Sin
embargo la infeccion durante la primera fase de la gestacién suele producir la muerte
fetal (Dubey et al., 1992; Barr et al., 1994a; Williams et al., 2000); como ejemplo valga
comentar que la inoculacion de 6 vacas con taquizoitos por via intravenosa (i.v) en el
dia 70 de gestacion, caus6 la muerte de 5 fetos en la semana 13 (Williams et al.,
2000). La inoculacién de taquizoitos en el segundo tercio de gestacion tiene
consecuencias variables, produciéndose, en la mayoria de los casos, la infeccion del
feto y no su muerte (Barr et al., 1994; Innes et al., 2001; Almeria et al., 2003; Maley et
al., 2003). La inoculacion en el ultimo tercio ha dado lugar al nacimiento de terneros
congénitamente infectados (Williams et al., 2000). En los terneros congénitamente
infectados, las lesiones localizadas en los muasculos y en el SNC serian las
responsables de los signos neurolégicos y neuromusculares observados

ocasionalmente (Barr et al., 1991a; Dubey; Bryan et al., 1994). En el animal adulto sélo
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se ha observado experimentalmente una respuesta febril y un aumento del tamafio de
los ganglios linfaticos a los pocos dias de la inoculacién del parasito (Innes et al.,
2001; Maley et al., 2001, 2003).

3.10. Signos clinicos

Neospora caninum es la mayor causa de fallas reproductivas en rodeos para carne
y leche de diversos paises, provocando severas pérdidas econdémicas (Trees et al.,
1999). La infeccion del feto puede ocasionar: reabsorcién, momificacion, aborto,
nacimiento prematuro y muerte perinatal. Sin embargo, en la mayoria de los casos se
produce el nacimiento de un ternero clinicamente sano pero persistentemente
infectado. Rara vez, los terneros congénitamente infectados pueden manifestar
signologia nerviosa variando desde una leve ataxia a tetrapardlisis (Moskwa et al.,
2007). Las extremidades posteriores y anteriores pueden presentarse flexionadas o
hiperextendidas y al examen neuroldgico puede observarse disminucion del reflejo
patelar y de la propiocepcion (Dubey et al., 2006). Ocasionalmente, pueden producirse
defectos congénitos como escoliosis, hidrocefalia o estrechamiento del cordén espinal
(O'Toole; Jeffrey, 1987; Barr et al., 1991a; Dubey; Lindsay, 1996).

En cuanto al aborto es la principal manifestacion clinica de la neosporosis bovina.
La mayor cantidad de abortos ocurren durante la mitad de la gestacion. Los fetos que
mueren en el Utero entre el 3er y el 8vo mes de gestacion son usualmente expulsados
mostrando moderado grado de autolisis, pero aquellos fetos que mueren antes del 5to
mes de gestacion pueden momificarse y ser retenidos en el (tero por varios meses.
Cuando la muerte ocurre en los primeros meses de gestacion, puede ocurrir la
reabsorcién seguida de un nuevo celo (Barr et al., 1991b; Dubey, 2003). Los abortos
pueden presentarse en forma endémica o epidémica. En los rodeos con infeccion
endémica se pueden registrar hasta un 10% de abortos que ocurren de un modo

esporadico. Mientras que los abortos son definidos como epidémicos si mas del 10% o
12,5% de las vacas en riesgo abortan dentro de 6 a 8 semanas (Wouda et al., 1999).

Se han registrado brotes de abortos de hasta un 33% en unos pocos meses. A su vez,
existen rodeos en los que se han observado estas dos formas simultdneamente
(Moskwa et al., 2007). En el caso de Argentina, Moore et al., (2002) realizaron un
trabajo epidemiolégico de N. caninum en ganado para tambo y carne, encontrando
lesiones microscépicas compatibles con N. caninum en 43 de 188 (22,8 %) fetos y/o

placentas evaluadas. A su vez, el protozoo se identific6 a través de
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inmunohistoquimica en 29 de los 43 casos (67,4 %). Los resultados antes
mencionados se observan en la Tabla 2.

Trabajos recientes han estudiado la implicancia de N. caninum en abortos de ovejas
y cabras. En Nueva Zelanda y Suiza se han registrado casos de aborto por infeccién
natural de N. caninum en ovinos (Hassig et al., 2003; West et al., 2006). Por otra parte,
abortos en forma reiterada en ovejas infectadas con N. caninum se han informado en
condiciones de laboratorio y ha sido documentado en una oveja de una granja de
Suiza (Jolley et al.,, 1999; Hassig et al., 2003). En Brasil, se ha descripto la
neosporosis congénita en un cabrito con dificultad para incorporarse, ataxia,
opistotono y encefalitis no supurativa (Corbellini et al., 2001). Mientras que en Italia se
ha hallado N. caninum, a través de PCR, en 2 de 23 (8.7 %) fetos abortados (Masala
et al., 2007). Por otra parte, anticuerpos contra N. caninum se han detectado en
cabras de Sri Lanka (Naguleswaran et al., 2004), Argentina (Moore et al., 2007) y
Brasil (Faria et al., 2007).

3.11. Bases de larespuesta inmunitaria

La resistencia a parasitos Apicomplexa est4 asociada a una respuesta inmunitaria T
helper 1 (Thl) mediada por linfocitos T CD4 citotéxicos con produccion de IFN-y
(interferébn gamma), 1L-12 (interleuquina 12), FNT-a (factor de necrosis tumoral a) e
IgG, (inmunoglobulina G,) (Innes et al., 2001; 2002). La respuesta Thl desencadenada
en respuesta al parasito al comienzo de la prefiez genera una serie de procesos
inmunopatolégicos que son incompatibles con el mantenimiento de la gestacién. Por
otro lado, en la gestacién tardia, cuando la respuesta Thl es moderada, la lesién en la
placenta es menor y el feto sobrevive (Innes et al., 2002). La disminucién de la
transmision vertical en las sucesivas prefieces y el bajo nivel de repeticiones de
abortos en animales infectados sugieren la existencia de mecanismos inmunitarios
adaptativos de proteccion (McAllister et al., 2000; Innes et al., 2002).

Una de las posibles razones de la reactivacion de la infeccion durante la gestacion,
estaria dada por el efecto inhibitorio de la progesterona sobre el 6xido nitrico, el FNT-
a, la activacion de las células asesinas naturales (“natural killer: NK”) y el estimulo de
respuesta celular Th2 (Quinn et al.,, 2002). A su vez, a partir de la mitad de la
gestacion, la inmunidad mediada por células (IMC) parece modificarse con
disminucion de la proliferacion celular y reduccion de la produccion de IFN-y
ocasionando la reactivacion del quiste tisular de N. caninum y la liberacién de los

bradizoitos. Los mecanismos dependientes de la IMC vuelven a los valores normales
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durante el tercer tercio de la gestacion existiendo menor riesgo de aborto aunque
igualmente puede ocurrir una infeccion congénita (Dubey et al., 2006).

Las vacas con infeccion latente que sufren una reactivacion a partir del segundo
trimestre de la gestacion presentan un aumento en el titulo de los anticuerpos el cual
puede disminuir unos meses después del parto. En consecuencia, la determinacion del
nivel de anticuerpos es considerado como un buen indicador de la actividad parasitaria
(Dubey et al.,, 2007). Por otro lado, el aumento fue mayor en aquellas vacas que
parieron un ternero infectado congénitamente y mas aun en aquellas que abortaron
con respecto de las que parieron un ternero no infectado. Este evento puede estar
relacionado a una mayor estimulacién antigénica por la multiplicacién del parasito en la

placenta y feto (Dubey et al., 2006).

3.12. Diagnostico

Numerosas técnicas son confiables para investigar la infeccion por N. caninum en
casos de aborto bovino. Arribar a un diagnéstico confiable de un aborto bovino por N.
caninum o el rol de la infeccién en todo el rodeo, puede ser obtenido principalmente
examinando fetos abortados y complementariamente por el analisis de anticuerpos del
parasito en las madres y sus crias. Para confirmar la situacion en un rodeo con
relaciona a abortos debidos a N. caninum serd por lo tanto necesario aplicar una
combinacién de técnicas de diagnéstico (Tabla 3) (Ortega—Mora et al., 2007). Los
tejidos fetales pueden ser examinados histologicamente o el parasito puede ser
detectado en forma especifica a través de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
o por IHQ. La histologia detecta lesiones causadas por la infeccion N. caninum en
cerebro, corazén e higado. Estas lesiones son caracteristicas de infecciones causadas
por un protozoo (Wouda et al., 1997). A su vez, existen técnicas especificas que
pongan en evidencia la presencia del parasito, como la IHQ y la PCR.

La comparacién de técnicas de deteccion directa para el diagndstico de N. caninum
reveld que la sensibilidad de la IHQ tiene limitaciones y se consider6 a la PCR como la
técnica de diagnoéstico de eleccion para detectar la presencia del parasito (Van
Maanen et al., 2004). Esto podria ser importante a la hora del diagnostico, sin
embargo, establecer el diagnéstico de aborto por N. caninum es complejo debido a
que las infecciones congénitas asintomaticas son habituales y determinar la presencia
del parasito o su ADN no implica que el aborto haya sido ocasionado por el protozoo.
Por lo tanto es necesario el criterio de un patologo para poder arribar a un diagnostico
final (Ortega—Mora et al., 2007).
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Técnicas de cultivo celular e inoculaciones en animales de experimentacion pueden
ser utilizadas para aislamiento de N. caninum y asi poder lograr una mayor
multiplicaciéon y caracterizacion del agente. Pero estos métodos son principalmente
utilizados para estudios de investigacién y no como técnicas de diagnostico. Técnicas
serolégicas, como la inmunofluorescencia indirecta (IFl) y el inmunoblot, pueden
también ser usados para obtener evidencia de la infeccion por N. caninum en fetos
abortados para deteccion de anticuerpos especificos en fluidos fetales. Sin embargo,
la deteccion de anticuerpos esta intimamente relacionada con la edad del feto, ya que
en fetos que se encuentran mas cercanos al término de la gestacion la probabilidad es
mucho mayor que en fetos jévenes (Ortega—Mora et al., 2007). A nivel de rodeo la
infeccién por N. caninum puede ponerse en evidencia a través de la deteccién de
anticuerpos anti- N. caninum en el suero o la leche de vacas infectadas. Asi como
también mediante la utilizacion de técnicas directas como PCR en sangre y semen
(Caetano- da- Silva et al., 2004; Okeoma et al., 2004; Ferre et al., 2005), estas
técnicas no son realizadas en forma rutinaria debido a la intermitente presencia del
parasito en sangre (Ferre et al., 2005).

Por otra parte, técnicas como IFI, microaglutinacién, inmunoblot y un considerable
namero de ELISAs han sido descriptos considerablemente. Estas técnicas varian en
sus caracteristicas, cualidades y sus objetivos como prueba. Algunas son optimizadas
para la deteccion de animales seropositivos mientras que otras preferentemente
reconocen rodeos que han tenido episodios de aborto por infecciéon con N. canium. Un
namero de ELISAs han sido también modificados para estudios de avidez de los
anticuerpos encontrados en animales infectados (Bjérkman et al., 1999; Maley et al.,
2001; Schares et al., 2002). A nivel mundial, no existe ningun protocolo estandarizado
para su diagnostico (Dubey et al., 2007). En establecimientos con problemas de
abortos, deberian llevarse a cabo la serologia materna de vacas abortadas y vacas
gestantes del mismo rodeo, asi como también el examen de los fetos y de las
placentas (Anderson et al., 2000; Dubey et al., 2007). El diagnéstico presuntivo de
neosporosis en fetos puede considerarse por la presencia de anticuerpos contra N.
caninum en liquido de cavidades y por las lesiones histoldgicas. La IHQ usando
anticuerpos contra N. caninum, es un método efectivo para confirmar la presencia del
parasito asociado a las lesiones histopatologicas o la presencia de quistes tisulares
(Anderson et al., 2000).
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3.13. Pruebas seroldgicas

Diversas pruebas seroldgicas tales como IFI (Dubey et al., 1988), el ELISA
(Bjorkman et al., 1997; Dubey et al., 1997), la microaglutinacion (Romand et al., 1998)
y la APIA (del término sajon: “applied printing immunoassay”) (Wilkowsky et. al., 2011)
han sido utilizadas para demostrar anticuerpos en el suero, leche o en el fluido
corporal de los fetos. Para la deteccidn de anticuerpos especificos contra N. caninum
una amplia variedad de antigenos inmunoreactivos han sido descriptos (Barr et al.,
1995; Bjorkman et al., 1997; Jenkins et al., 1997; Marks et al., 1998; Harkins et al.,
1998; Packham et al., 1998; Atkinson et al., 2000). Han sido reconocidas por lo menos
20 proteinas de taquizoitos en el rango de los 16 a 80 Kda en westernblots, usando
anticuerpos policlonales. Los antigenos inmunodominantes fueron detectados como un
grupo comprendiendo moléculas con un peso de 16/17, 29/30, 37 y 46 Kda. Los
antigenos de 29/30 y 37 Kda son los que se detectan con mayor consistencia por lo
gue se reconocen como los mas importantes para ser utilizados en las pruebas
serolégicas (Barta et al., 1992; Bjerkas et al.,, 1994). El antigeno de 29/30 Kda fue
asociado con la estructura de granulos densos, la red tubular y las membranas de las
vacuolas parasitoforas, mientras que otro de 17 Kda esta asociado con las estructuras
del complejo apical conocidas como roptrias. Aunque no existe diferencia en la
constitucion antigénica de los distintos aislamientos, Atkinson et al., (1999)
compararon las propiedades bioldgicas y genéticas de los aislamientos caninos y
bovinos de N. caninum, demostrando una marcada diferencia en la patogenicidad y
respuesta antigénica entre los distintos aislamientos. Un antigeno de
aproximadamente 50 Kda parece ser significativamente mas inmunogénico entre los
aislamientos caninos comparados con aquellos bovinos.

Los niveles de anticuerpos suelen mantenerse altos durante la gestacion en vacas
naturalmente infectadas (Jenkins et al., 1997; Stenlund et al., 1999). Sin embargo, en
un estudio realizado en Gran Bretafia (Dannatt, 1997) registraron que el 25% de 40
vacas gestantes naturalmente infectadas tuvieron al menos un momento a lo largo de
12 meses que el nivel de anticuerpos estuvo por debajo del limite de deteccion. Cabe
considerar que las fluctuaciones pueden estar influenciadas por el valor de corte
utilizado (Jenkins et al., 1997; Dannatt, 1997). Stenlund et al., (1999) ha descripto un
aumento del titulo de anticuerpos en vacas naturalmente infectadas durante 4-5 meses
antes del parto y subsecuentemente una caida a los 2 meses posterior al mismo,
coincidiendo con otros estudios que describen un aumento similar durante el segundo

tercio de gestacion (Dannatt, 1997). A su vez también se ha observado (Quintanilla-
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Gozalo et al.,, 2000) que el nivel de anticuerpos es significativamente mas elevado
durante el segundo tercio de gestacion en vacas que abortan en comparacion con no
abortadas, sugiriendo que el aumento en la concentracion de anticuerpos no seria un
factor de proteccion contra el aborto. Segun Stenlund et al., (1999) esta cinética en el
patron en los titulos de anticuerpos, que fue consistente en todas las vacas
analizadas, puede deberse a una reactivacion de N. caninum en vacas crénicamente
infectadas, mas que a una reinfeccion. En relacibn a este Ultimo punto, se ha
observado que la concentracién de estrégeno en plasma, orina y heces de vacas
sanas aumenta en el 4° y 8° mes de gestacion (Hoffman et al., 1997). Varios estudios
sugieren que el aumento de la concentracion de estradiol suprime la inmunidad
mediada por las células y aumenta la formacion de anticuerpos sistémicos a los
agentes infecciosos (Styrt; Sugarman, 1991). Por lo tanto, algunos autores sugieren
(Stenlund et al., 1999) que el mayor titulo de anticuerpos durante la gestacion podria
reflejar una mayor liberacion de parasitos por parte de las células de vacas
cronicamente infectadas debido una inmunosupresion hormonal. Por otra parte, el
aumento de titulos de anticuerpos podria estar reflejando un estimulo antigénico
creado por el N. caninum en feto infectado.

Estos hallazgos tienen implicancia a nivel diagndstico ya que se ha sugerido que
determinar los niveles de anticuerpos en los animales puede no dar una informacién
definitiva sobre la causa del aborto y que la prueba de una sola muestra de sangre de
una vaca aborta a los fines de diagnostico puede no ser Gtil, a menos que el nivel de
anticuerpos sea excepcionalmente elevado o no sean detectados (Dubey et al., 1997).
Una vez que la infeccion y/o abortos por N. caninum fueron identificados en un rodeo,
la estimacion de la seroprevalencia dentro del mismo y la investigacion de los abortos
es altamente recomendada (Dubey et al., 2007). Por lo antes mencionado, es esencial
conocer la proporcion de seropositividad en vacas abortadas y no abortadas para
establecer la relacion entre la infeccion con N. caninum y los abortos (Dubey et al.,
2007), estimando el odds ratio (OR), parametro que indica el riesgo de aborto. De esta
manera, un OR mayor a 1 indicaria asociacion entre seropositividad y aborto. Para
casos de abortos epidémicos se determinaria un OR mayor que en problemas

endémicos (Dubey et al., 2007).

3.13.1. Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

La prueba de IFl utliza taquizoitos intactos como antigenos detectando

principalmente anticuerpos dirigidos contra antigenos presentes sobre la superficie del
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parasito (Bjorkman et al., 2001) existiendo muy poca reaccion cruzada con otros
protozoos (Sarcocystis spp) (Dubey et al., 1996). A su vez es la prueba de referencia
para la estandarizacién de otras pruebas (Bjorkman et al., 2001). Para diluciones
séricas de 1:25 a 1:640 la sensibilidad y especificidad de la prueba varia de 82.4% a
97% y 85.7% a 90%, respectivamente (Atkinson et al., 2000). En un trabajo (Reichel,
Drake, 1996) donde se comparé el diagndstico de N. caninum a través de IFIl, ELISA 'y
la histologia sugieren como valor de corte para IFlI 1:200. De esta forma se obtiene
una mayor sensibilidad, teniendo en cuenta que los titulos pueden caer abruptamente
tras el aborto. La interpretacion de un resultado serologico es dificil por la variacion
gue los niveles de anticuerpos poseen en hembras bovinas gestantes congénitamente
infectadas, como ya fue mencionado anteriormente (Dannatt, 1997). También la IFI
sirve para detectar anticuerpos en el suero de un ternero sin mamar calostro, o en el
liguido de cavidades de un feto abortado, indicando infecciéon con N. caninum (Barr et
al., 1995), no necesariamente probando que el aborto fue ocasionado por N. caninum
(Paré et al., 1996).

3.13.2. Enzimoinmunoensayo (ELISA)

El ELISA ha sido ampliamente utilizado en el serodiagndstico de la neosporosis. La
facilidad para procesar un gran nimero de muestras, una sensibilidad y especificad
superiores a las obtenidas con la IFIl, sumado a la falta de subjetividad cuando se debe
emitir un resultado, hacen confiable esta prueba (Paré et al., 1997). El titulo de corte o
el valor de absorbancia asignado a una prueba es motivo de controversia ya que
depende de factores tales como composicion del antigeno, anticuerpos identificados y
de los conjugados utilizados (Dubey et al.,, 1997). Un determinado titulo o valor de
corte deberia ajustarse a cada circunstancia o situacién epidemioldgica (Dubey et al.,
1999).

3.13.3. ELISA de avidez

La presencia de anticuerpos a N. caninum en el suero indica que un individuo esta
infectado por el parasito. A su vez, los anticuerpos pueden persistir por largos periodos
de tiempo y presentar fluctuaciones a lo largo del tiempo (Jenkins et al., 1997,
Stenlund et al., 1999; Sager et al., 2001). Sin embargo los niveles de anticuerpos o el
aumento de los titulos no pueden ser usados para estimar si un individuo sufre de
neosporosis aguda o crénica. Una de las formas para la identificacion de infecciones
recientes es midiendo la avidez que tienen los anticuerpos para unirse con antigenos

especificos de N. caninum. Esta avidez es inicialmente limitada pero se incrementa
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lentamente a medida que transcurren las semanas siendo este concepto utilizado para
diagnosticar infecciones a T. gondii (Hedman et al., 1989) y rubéola en humanos
(Rousseau; Hedman, 1988) permitiendo distinguir infecciones recientes de infecciones
preexistentes, pasadas o viejas.

La prueba de avidez esta basada en el hecho de que el agregado de urea durante
el desarrollo del ELISA disocia las uniones débiles de los anticuerpos mientras que los
anticuerpos con alta avidez permanecen firmemente acoplados al antigeno. De esta
forma, la prueba permite distinguir infecciones primarias o recientes (con pobre unién
Ag-Ac) de las infecciones preexistentes (con fuertes uniones Ag-Ac). Una comparacién
de ELISASs de avidez fue realizada por Bjérkman et al., (2006). Anticuerpos con baja
avidez indicarian una infeccién reciente y son frecuentemente encontrados en casos
de abortos epidémicos como consecuencia de una transmision horizontal, mientras
que la alta avidez en los anticuerpos puede ser usualmente detectada en animales que
han contraido la infeccion tiempo atrds. Esto implicaria que la alta avidez de los
anticuerpos puede ser resultado de una infeccion transplacentaria como resultado de
una transmision vertical.

Bjorkman et al., (1999) trabajando con sueros pareados de terneros
experimentalmente infectados con N. caninum evidenciaron que la avidez se
incrementd significativamente durante el curso de la infeccion. La avidez de los
anticuerpos fue estimada por primera vez a las tres semanas de la inoculacion inicial,
a las 6 semanas los valores de avidez se ubicaron entre el 21% y el 33% en todos los
animales del ensayo. Valores altos de avidez solo pudieron demostrarse a las 8
semanas post inoculacion, confirmando que ello podria utilizarse como un método
indirecto para determinar que la respuesta no corresponderia a una infeccién reciente.
El uso del ELISA de avidez contra N. caninum en investigaciones de brotes de abortos
y partos prematuros en rodeos de bovinos para carne, reveldé un incremento en la
avidez promedio especifica para anticuerpos IgG entre el dia 14 y 85 post-brote de
abortos. (McAllister et al., 2000).

3.13.4. Inmunoblot (IB)

El inmunoblot o electrotransferencia, es una técnica analitica usada para detectar
proteinas especificas en una muestra determinada. Mediante una electroforesis en gel
se separan las proteinas de los taquizoitos. Luego son transferidas a una membrana
adsorbente, tipicamente de nitrocelulosa o de PVDF (polifluoruro de vinilideno) para

poder buscar la proteina de interés con anticuerpos especificos contra ella (Towbin et
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al., 1979; Renart et al., 1979). Finalmente, se detecta la uniéon antigeno-anticuerpo por
actividad enzimética, fluorescencia entre otros métodos. De esta forma se puede
estudiar la presencia de la proteina en el extracto y analizar su cantidad relativa
respecto a otras proteinas. Como el IB combina la resolucion de la electroforesis en
gel con la especificidad de deteccion inmunoquimica, el método tiene una alta
especificidad. Sin embargo, es también una técnica engorrosa, consume tiempo y
diferentes laboratorios informaron sobre variacion en la sensibilidad (Baszler et al.,
1996). Mediante inmunoblot se han identificado antigenos inmunodominantes de 17,
29/30, 37 y 46 kDa y proteinas con un peso molecular de 25, 65y 116 kDa en el suero
de bovinos infectados naturalmente (Baszler et al., 1996, Atkinson et al., 2000;
Sondgen et al., 2001; Alvarez-Garcia et al., 2002). Sin embargo, el inmunoblot no se
ha utilizado como un método habitual de diagnostico sino como técnica confirmatoria
de otras pruebas serolégicas (Atkinson et al., 2000; S6ndgen et al.,, 2001). Asi, el
reconocimiento de tres o cuatro antigenos inmunodominantes de 17, 29/30, 37 y 46
kDa por el suero de vacas infectadas naturalmente se ha considerado como
confirmacion de la infeccion (Schares et al., 1998). En un estudio se demostré una
asociacion entre los titulos de anticuerpos por IFl y el ndmero de antigenos
reconocidos por IB, correspondiendo los mayores titulos de anticuerpos, asi como el
namero de antigenos reconocidos y la intensidad de reconocimiento de los antigenos
inmunodominantes, a las vacas abortadas, en comparacién con los fetos y los
sementales. La fraccion antigénica de 17-18 kDa es el mejor marcador de la infeccion
en las tres poblaciones bovinas estudiadas, y esta directamente implicado en las
fluctuaciones de los titulos de anticuerpos que tienen lugar durante la gestacién en las

reproductoras infectadas que abortan (Alvarez-Garcia et al., 2002).

3.13.5. Prueba de aglutinacién

Esta prueba es muy util porque no requiere anticuerpos secundarios conjugados,
equipamiento para ELISA o microscopio para inmunofluorescencia. Packham et al.
(1998) desarrollaron un test de aglutinacion el cual fue comparado con IFl y ELISA.
Muestras de sueros procedentes de 16 especies diferentes de animales cuyos
diagnosticos habian sido confirmados histopatol6gicamente fueron testeadas. La
prueba de aglutinacion dio una mayor sensibilidad (100%) y especificidad (97%) que la
prueba de ELISA (74 y 95%, respectivamente) y tuvo una mayor sensibilidad pero

menor especificidad que la IFI (98 y 99%, respectivamente). Lamentablemente esta
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prueba no se encuentra actualmente disponible en el mercado comercial de Kkits

diagnosticos.

3.14. Situacién de la ganaderia en la Provincia de Buenos Aires

Los campos para cria bovina de la provincia de Buenos Aires ocupan dos grandes
depresiones: la cuenca del rio Salado y la depresion de Laprida (Carrillo, 1997).
Ubicada en el centro de la provincia de Buenos Aires, el area de influencia de la
cuenca del Salado ocupa una superficie de 6,5 millones de hectareas, representando
un 21% de la superficie de dicha provincia (20 partidos) (Rojas; Vazquez, 2008). La
zona dedicada a la cria bovina se caracteriza por ser una llanura muy plana, de
escasa pendiente, con desagle dificultoso o impedido, con suelos muy heterogéneos
gue presentan como limitaciones mas importantes, la baja infiltracién, el exceso de la
alcalinidad y una napa freatica elevada. La precipitacion media anual en la misma,
oscila entre 800 y 900 mm al norte y aproximadamente 700 mm en la zona sudeste
(Carrillo, 1997). La cuenca del Salado aloja méas del 20% del stock ganadero nacional
y se caracteriza por ser una de las principales regiones de cria bovina de Argentina.
Se calcula la presencia de aproximadamente de 8700 productores ganaderos (Censo
Nacional Agropecuario, 2002). La identificacién en un trabajo previo de tres niveles de
estratificacion de los productores, segun el nUmero de cabezas totales que maneja,
permiti6 comprobar su comportamiento diferencial. Las explotaciones con mas de
1000 cabezas representan el 17,9% del total, con el 65,6% de las existencias bovinas
totales. El otro extremo estan los productores que tienen entre 1- 250 cabezas quienes
representa el 45,4% de las explotaciones, concentrando el 7,2% de la existencia total
(Rojas; Vazquez, 2008).

Durante los ultimos afios, la cuenca del Salado pasé de ser una regiéon netamente
criadora sino también de recria y engorde de bovinos, y hasta el desarrollo de
actividad mixta incluyendo la agricultura. La carga animal se incrementd a partir del
aflo 2003 en un 25%, pasando de los clasicos 0,7 a 1,1 EV/ha ganadera,
respectivamente (Vazquez; Rojas 2006), y en el 2007 pas6é a 1,54 EV/ha ganadera
(Rojas, Vazquez 2009). Algunas de las causas que impulsaron esta intensificacion
fueron: el aumento de las existencias ganaderas y un cambio en las proporciones de
las categorias. Ello ocurrié6 por un acompafamiento de la adopcién de tecnologia,
sobre todo de la alimentacién (suplementacién con alimentos energéticos). Pero el
principal cambio experimentado por el sector agropecuario en la dltima década fue sin

dudas la expansion de la agricultura por la difusion del cultivo de la soja, el cual vino
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acompafiado de una demanda de superficie para su siembra pagandose valores de
alquileres que no podian competir con la ganaderia tradicional. Si bien la cuenca del
Salado tiene una superficie agricola reducida (13,4%), el impacto que genero la
expansion de la frontera agricola sobre los sistemas ganaderos ha sido muy marcado,
teniendo en cuenta que las tierras cedidas fueron las de mejor aptitud (Maresca et al.,
2011). Para comprender este incremento en el nimero de cabezas bovinas en la
provincia de Buenos Aires, en Marzo del 2014 se registr6 un total de 17.476.258 de
existencias bovinas, representando un incremento del 5,2% comparando con el
registrado en Marzo del 2013 (MINIAGRI, 2014). Ante este cambio en los procesos
productivos surgieron problematicas asociadas a diferentes enfermedades
metabdlicas, infecciosas, parasitarias, fingicas y tdéxicas ocasionando nuevos desafios

para el control, tratamiento y prevencion de las mismas (Odriozola, 2009).

3.15. Impacto econdmico de la infeccion por N. caninum

La principal pérdida econémica ocasionada por la neosporosis se debe a los
problemas reproductivos, incluyendo pérdidas directas como abortos, natimortos,
muertes perinatales, incremento del intervalo parto concepcién. Entre las pérdidas
indirectas se incluye la asistencia profesional, gastos asociados a establecer el
diagndstico, ademas de los costos de reposicion si las vacas abortadas son eliminadas
(Dubey et al., 2007). Asimismo, existen evidencias de disminucion en la produccién de
leche y carne, aunque existe informacion contradictoria al respecto (Hernandez et al.,
2001; Romero et al., 2005). Barling et al., (2000) detectaron menor ganancia de peso
posdestete, menor peso de la res y menor retorno econdémico asociado con la
deteccién de anticuerpos contra N. caninum en terneros de engorde a corral. No
existen datos concluyentes acerca de las pérdidas econémicas debidas a la
neosporosis bovina pero la importancia de este proceso en la industria ganadera esta
fuera de toda duda. En California y Holanda, el 20% de los abortos bovinos son
causados por N. caninum; en Bélgica y Reino Unido alrededor del 12,5% (Davison et
al., 1999; De Meerschman et al., (2002); y en Espafia las tasas de participacion estan
entre el 10,7 y el 57%, en dependencia de la técnica diagndstica utilizada (Gonzalez et
al., 1999; Pereira-Bueno et al., 2003). En California se calculan pérdidas de 35
millones de délares al afio (Dubey, 1999); en Nueva Zelanda y en Australia, donde la
infeccion es responsable de aproximadamente el 25% de los abortos diagnosticados,
se considera la causa mas importante de pérdidas econémicas, con un gasto de 100

millones de dolares australianos anuales (Reichel, 2013). En Canada se estima que en
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una explotacion de 50 animales, las pérdidas pueden llegar a ser de 2305 dolares
canadienses por afio (Chi et al., 2002). Por otra parte, también se deben considerar los
costos indirectos asociados al aborto tales como infertilidad, repeticion de celo,
asistencia veterinaria, gastos de diagnostico, reposicion, posibles pérdidas de
produccion de leche y compra de ganado en caso de sacrificio. Las pérdidas
postnatales debidas a la neosporosis son dificiles de valorar, puesto que en los
animales adultos, excluyendo el aborto, la infeccion es asintomética (Thurmond,;
Hietala 1997).
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Localizacién del predio

El estudio se llevé a cabo en un establecimiento de cria de la Estacion Experimental
Agropecuaria Cuenca del Salado del Instituto Nacional de Tecnolégia Agropecuaria
(INTA), ubicado en la ruta provincial 74 km 90,5, (lat. 37° 5" 7,85"S; long. 57° 52°36,45"
0), partido de Ayacucho, provincia de Buenos Aires, Argentina. El mismo cuenta con
1600 ha la mayoria de las cuales se destinan a la cria de ganado bovino con escasa

superficie de media loma, utilizadas para cultivos forrajeros.
4.2. Duracion del ensayo

El ensayo tuvo una duracion de 693 dias, iniciAndose al momento del diagnéstico
de prefiez en Abril del 2012 y finalizando en Marzo del 2014, momento en el cual se
realizé el destete.

4.3. Animales y disefio experimental

4.3.1. Vacas multiparas

Se utilizaron 72 hembras bovinas multiparas de raza Aberdeen Angus (A.A.) negro
de cada uno de los tres sistemas a evaluar (intensivo, semi-intensivo y tradicional). Los
sistemas tuvieron su origen en abril del 2009; donde en forma aleatoria se
distribuyeron 420 bovinos de raza A.A. negro en 3 sistemas diferenciados,
principalmente, por la carga animal EV/ha.afio y las formas de manejo implementadas.
Los mismos se denominaron: intensivo (2 EV/ha.afio), semi-intensivo (1,1 EV/ha.afo)
y tradicional (0,75 EV/ha.afio). En la Tabla 4 se resumen las caracteristicas de carga y
manejo de cada uno de los sistemas

En los tres sistemas se realizd un servicio estacionado desde inicio de noviembre a
fines de enero . Para el servico correspondiente al afio 2012 y 2013, en los sistemas
intensivo y semi-intensivo, se efectué un protocolo de inseminacién artificial a tiempo
fijo (IATF). Para el mismo se coloc6 un dispositivo intravaginal con 0,5 g de
progesterona mas una inyeccion intramuscular de 2 mg de benzoato de estradiol (dia
0). El dia 8 del tratamiento se retird el dispositivo, se administraron 0,5 mg de cipionato
de estradiol y 500 pg de prostaglandina, ambas via intramuscular. La IATF se realiz6
entre las 52 y 54 hs posteriores a la extraccion del dispositivo utilizando semen

congelado perteneciente a un toro de probada fertilidad. A los 15 dias posteriores se
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realiz6 un repaso con toros utilizando un 3% respecto al total de vacas que
conformaban los rodeos. El diagnostico de gestacién se realiz6 por medio de
ultrasonografia mediante sonda transrectal lineal (6-8 MHZ) a los 65 dias de realizada
la IATF. En el sistema de manejo tradicional, con el fin de lograr una mayor
concentracion de partos, se sincronizé el celo a traves del uso de prostaglandina F2a
(PGF2a) previo al servicio natural. Se comenzd utilizando un 10% de toros en relacion
al total de hembras y a medida que el porcentaje de celo disminuia se fue reduciendo
su cantidad, hasta alcanzar el 3% que se mantuvo hasta finalizar la temporada de
servicio. Todas las drogas utilizadas para ambos protocolos fueron elaboradas por el
laboratorio Biogénesis®. Los toros fueron clinicamente aptos para el servicio. Se
diagnosticaron libres de campylobacteriosis y tricomonosis genital bovina a partir de
dos raspajes prepuciales, con 10 dias de intervalo, para andlisis de exudado prepucial.
El dltimo raspaje coincidio con 2 meses previos alinicio el servicio.

La base forrajera para el sistema intensivo estuvo compuesta por campo natural
(37% de la superficie total del sistema), pasturas de festuca (Festuca arundinacea)
libre de hongo enddfito (45%) y avena (Avena sativa) (18%) (Foto 1). A su vez tenian
acceso a silo de planta entera de maiz administrado como autoconsumo (Foto 2). El
sistema semi-intensivo disponia de campo natural (50%) y festuca (50%), sin ensilaje
(Foto 3) y por utimo en el sistema tradicional se pastoreaba siempre sobre campo
natural, correspondiendo al 100% de la superficie. En todos los casos, la disponibilidad
forrajera era la adecuada para mantener la carga animal preestablecida y sustentar un
estado corporal promedio anual de 3 (escala de 1 a 5).

El manejo sanitario fue similar en los tres sistemas. Treinta dias previos al inicio del
servicio, las vacas fueron inmunizadas con una vacuna inactivada polivalente (CDV®)
incluyendo herpes virus bovino tipo 1 y 5, virus de diarrea viral bovina, Leptospira
interrogans serovares pomona, wolffi, hardjo, tarassovi, icterohaemorrhagiae y
canicola, Campylobacter fetus fetus, C. fetus venerealis, Histophilus somni. Al inicio
del verano todas las hembras mayores de 8 meses y los toros, fueron vacunados con
la cepa Sterne de Bacillus anthracis (CDV®). La vacunacion contra aftosa se realizé
segun plan vigente del SENASA (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria). Durante el el Gltimo tercio de gestacion las vacas fueron inmunizadas
contra Rotavirus y Coronavirus bovino, Salmonella dublin y Escherichia coli
enterotoxigénica (Rotatec J5®). Todas las vacas recibieron una aplicacion de Cobre
parenteral en el Ultimo mes de gestacién y tenian acceso a sales de magnesio

disponibles en bateas durante los Ultimos dos tercios de gestacion. Los animales
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utilizados en el estudio eran libres de Brucelosis y no presentaban antecedentes de
fallas reproductivas.

Durante las dos temporadas de servicio, 45 dias luego de finalizado el mismo, se
realizé el diagndstico de gestacion mediante tacto rectal. Los vientres vacios al
diagnoéstico gestacional o con desgaste dentario (< % diente) fueron retirados del
sistema. La reposicion se realizé con vientres de segundo servicio que se encontraban

prefiadas.
4.3.2. Vaquillonas de reposicion

Se utilizaron 90 vaquillonas integradas en partes iguales por animales del sistema
intensivo (30/90), semi-intensivo (30/90) y tradicional (30/90) las cuales estuvieron
agrupadas y recriadas desde los 9 a los 21 meses de edad. El servicio se realizd entre
los meses de noviembre a enero a los 15 meses de edad, iniciado por una IATF y
luego se realizé un repaso con toros A. A. al 1,5% hasta finalizar el servicio. Durante la
recria las vaquillonas se alimentaron en verdeos de avena y fueron sumplementadas
durante el invierno con grano de maiz grano entero a razon de 3 kg/ animal/dia. Al
momento del servicio fueron a un potrero de campo natural con especies
predominantes de bajo dulce y adecuada disponibilidad forrajera. La carga promedio
durante el manejo de recria fue de 1,8 EV/ha. Desde el destete hasta el afio de vida se
realiz6 el seguimiento coproparasitolégico mediante monitoreo bimensual y en caso de
ser necesario se realizé el tratramiento antiparasitario pertinente. Por su parte, las
vaquillonas fueron inmunizadas con las misma vacunas polivalente reproductiva
(preservicio) y para el control de la diarrea neonatal segun indicaciones del laboratorio

elaborador como fue previamente mencionado para las vacas multiparas.
4.3.3. Terneros y terneras

Durante los dos primeros meses (agosto y septiembre) de la temporada de paricion
del 2013, fueron incluidos al trabajo las terneras y terneros nacidos en cada uno de los
sistemas (intensivo, semi-intensivo y tradicional). A partir de los 45 dias de vida, todos
los terneros fueron vacunados contra enfermedades clostridiales (Clostridium
chauvoei, C. perfringers tipo C y D, C. septicum, C. novy, C. sordelli, (Clostridium 6,
Agropharma®) dos dosis con 30 dias de intervalo. Fueron destetados a los 7meses de
edad en el mes de Marzo del 2014 y las terneras de 6 a 9 meses de edad fueron

vacunadas contra brucelosis (Bio-brucelosis®, Biogenesis).
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4.4. Manejo de los sistemas

Dos trabajadores rurales estaban encargados de las recorridas diarias de los
sistemas. A su vez utilizaban para su trabajo 2 perros machos de 4 y 6 afios de edad,
respectivamente, los que tenian libre acceso a todos los potreros del establecimiento.
La fauna local observada en el establecimiento es la tipica de la region de la Pampa

Humeda incluidos la presencia de zorros (Lycalopex gymnocercus).
4.5. Cronograma de extraccion de sangre
a) Vacas

A partir de Abril del 2012 hasta Enero del 2014, se extrajeron muestras de sangre
en 8 momentos, con un intervalo promedio de 80 dias (Tabla 5). Durante los
muestreos 0 al 4 (dia 0 y 358 respectivamente), los sueros de 72 vacas multiparas de
cada uno de los tres sistemas fueron analizados en forma consecutiva. A partir del
muestreo 4 (dia 358), el nimero de animales se vio reducido debido al retiro de
vientres a causa del desgaste dentario y/o falta de prefiez al momento del diagndstico
de gestacion. Por lo tanto, durante los muestreos 5, 6 y 7 (dias 442, 497 y 627
respectivamente), el nUmero de vacas multiparas en las cuales se logré el seguimiento
continuo fue de 65, 68 y 67 para el sistema intensivo, semi-intensivo y tradicional,
respectivamente. En cada ocasion se obtuvieron 5ml de sangre por puncion de la vena

coccigea.
b) Vaquillonas

Con similar metodologia, se extrajeron muestras de sangre (5ml) a las 90
vaquillonas de reposicién en 6 oportunidades con un intervalo promedio de 70 dias
durante 403 dias, desde junio del 2012 hasta julio del 2013 (Tabla 6).

c) Terneros

Durante los meses de agosto y septiembre del 2013 se extrajeron muestras de
sangre de 34, 20 y 24 terneros/as de los sistemas intensivo, semi-intensivo y
tradicional, respectivamente, previo a la ingestién de calostro. Para tal procedimiento
se contd con la colaboracion de dos profesionales y dos trabajadores rurales divididos
en dos grupos. Se realizaban recorridas diarias, a pie, a caballo o en vehiculo,
dependiendo de las condiciones climaticas, con intervalo de 2 hs promedio, desde las

7:00 hs. hasta las 19:00 hs. Al observar vientres con signos de parto inminente o
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pariendo, se esperaba un tiempo prudencial al ternero recién parido (Foto 4) el cual
era inmovilizado mediante una manea sujetando patas y manos y se identificaba con
una caravana plastica numerada en la oreja derecha. Una vez realizadas las
maniobras anteriores, y con la ayuda de una persona que sujetaba la cabeza del
animal, se ingurgitaba la vena yugular con una banda de goma, se desinfectaba la
zona con alcohol y se recolectaban 5 ml de sangre con aguja de 18G vy jeringa plastica
de 12 ml. Las muestras de sangre se colocaron en tubos plasticos transparentes para
serologia con interior siliconado, activador de coagulo y tapén siliconado
hemorrepelente. Luego de 24hs y tras una centrifugacion durante 10 minutos a 3000
rpm, se extrajo el suero el cual se almacené en tubos ependorff y se mantuvieron a -
20°C hasta su analisis. Mediante la prueba de la gamma-glutamil transferasa (GGT) se
validé la calidad del calostrado (Magalhdes et al., 2014; Davison et al., 1999; Paré et
al., 1996). La no ingesta de calostro se considerd cuando la concentracion de GGT fue
<50 UI/L. Aguellos terneros/as que habian sido evaluados al momento previo de ingerir
calostro fueron reevaluados, a través de la toma de una muestra de sangre, a los 7

meses de edad tiempo en el cual fueron destetados.
4.6. Antigeno para la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Se utilizaron taquizoitos completos de la cepa NC-1 de N. caninum los que se
multiplicaron en células VERO en medio RPMI-1640 (SIGMA, St. Louis, EE.UU)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), N-2-hidroxietilpiperazina-N"2
sulfonato de etanol (HEPES), L-glutamina (10ug/ml), penicilina-estreptomicina
(10ug/ml) y anfotericina B (20ug/ml), mantenidas en atmosfera con 5% de CO,. A
partir de la inoculacién con taquizoitos, la monocapa de células se mantuvo en medio
suplementado conteniendo 2% de SFB. A las 24 a 48 hs previas de efectuarse la
cosecha de taquizoitos, el medio de cultivo era descartado sustituyéndoselo por medio
sin SFB. Los taquizoitos fueron cosechados durante su fase intracelular cuando un
80% de las células de la monocapa estuvieron infectadas. Las células fueron
desprendidas mediante un raspador estéril y la suspension de células conteniendo los
protozoos fue recolectada en tubos para centrifuga efectuandose un lavado en una
solucién salina tamponada estéril (SSTE) (Andrianarivo et al., 1999). El material
recolectado fue pasado en condiciones de esterilidad a través de jeringas y agujas de
21 a 27G de didmetro para liberar los taquizoitos intracelulares. Este material fue
centrifugado a 1350xg durante 15 minutos eliminandose el sobrenadante y

resuspendiéndose nuevamente en SSTE. Luego se realizd el recuento de taquizoitos
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en camara de neubauer por duplicado. Finalmente, el nUmero de taquizoitos fue
ajustado a una concentracion de 4,7x10’ taquizoitos/ml en un volumen final de 3 ml de
SSTE.

4.7. Prueba de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

Se utilizaron portaobjetos especiales para IFI de 15 hoyuelos (Multitest slides, ICN,
MP Biomedicals; Ohio, USA) a los cuales se les aplicé 10 pl de la suspensiéon de
taquizoitos ajustada a la concentracion de 1x10’ protozoos/ml de SSTE en cada
hoyuelo recolectando el exceso de antigeno hasta obtener una pelicula himeda. Los
portaobjetos se secaron a temperatura ambiente y se fijaron en metanol durante 1
minuto almacenandose a -20° C hasta su utilizacion. Todas las muestras de suero
obtenidas fueron analizadas por la prueba de IFI para la deteccion de anticuerpos anti-
N. caninum (Conrad et al., 1993; Yamane et al., 1997). Se utilizé una dilucién de suero
>1/200 para las vacas multiparas, vaquillonas y terneros/as a los 7 meses de edad
(Dubey et al.,, 1996) y para los sueros de los terneros/as, previo a la ingestion de
calostro, >1:25 (Kyaw et al., 2005). A partir de las muestras positivas se realizaron

diluciones hasta titulo final.
4.8. ELISA de avidez.

La avidez que tuvieron los anticuerpos para unirse con los antigenos especificos de
N. caninum permitié distinguir infecciones primarias o recientes de infecciones
prexistentes. Se estimoé el porcentaje de avidez de 5, 4 y 8 vacas seropositivas de los
sistemas intensivo, semi-intensivo y tradicional, respectivamente. La avidez de los
anticuerpos fue evaluada utilizando una prueba de ELISA comercial (CIVTEST BOVIS
NEOSPORA® HIPRA, Espafia). Para estimar la avidez de los anticuerpos séricos se
utilizé un agente desnaturalizante que debilité la interaccion antigeno/anticuerpo
(Ag/Ac), presente en la formulacion de la solucibn astringente provista por el
elaborador. De este modo, utilizando los reactivos del kit, se valoré en paralelo la
muestra de suero bovino en presencia y ausencia de la solucion astringente. El valor
de la absorbancia de los pocillos tratados con dicha solucion, comparado con el valor
obtenido en los no tratados, fue una medida del “efecto de lavado” de la solucidn
astringente sobre las IgG anti-N. caninum presentes en el suero. En las condiciones
utilizadas, solo las interacciones de avidez baja o media fueron “lavadas” con la
solucion astringente, mientras que las soluciones de alta avidez resistieron al

tratamiento. Para la interpretacion de los resultados se utilizé el porcentaje del indice
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relativo (IRPC) sugerido por el elaborador del producto. La siguiente formula fue

utilizada para obtener el IRPC correspondiente a cada uno de los sueros analizados.

DO 405 MuestraL — DO 405 Control (—)x 100
IRPC = 100
DO 405Control (+) — DO 405 Control (—)

Los resultados fueron interpretados utilizando la escala descripta por el elaborador
de la prueba:

Resultado Valor IRPC
Positivo ++++ > 100
Positivo +++ 50 < IRPC < 100

Positivo ++ 25 <|IRPC < 50

Positivo + 5<IRPC<25

Negativo <50

Cuando el valor del IRPC de las muestras fue >5.0 tuvo sentido el célculo de la

avidez y se establecié posteriormente el valor Rz utilizando la siguiente férmula:

DO 405 Muestrai — DO 405 1
_ 25 100
RZ = T

DO 405Control (+) — DO 405 Muestram

Los resultados fueron interpretados de acuerdo a la siguiente valoracion:

Valor Rz Avidez del suero
Menor o igual a 1,0 Alta (A)
Mayor de 1,0 y menor a 2,0 Intermedia (1)

Mayor o igual a 2,0 Baja (B)
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4.9. Anédlisis de los datos
4.9.1. Criterios para establecer la seroprevalencia en vacas multiparas

La seroprevalencia se establecio a partir del nimero de animales seropositivos a la
IFI con un titulo >1:200 sobre el total de animales muestreados de cada sistema en

cada uno de los momentos analizados.
4.9.2. Incidencia acumulada (I1A)

Se determind el nUmero o proporcién de animales que resultaron seropositivos a la

IFI con un titulo >1:200, tras 627 dias de seguimiento, en cada sistema.
4.9.3. Riesgo relativo (RR)

Se calcul6 el riesgo relativo como el cociente entre la incidencia acumulada en el
grupo con el valor mas alto y la incidencia acumulada en el grupo de referencia, dando

como resultado un indice de asociacion.
4.9.4. Transmisién horizontal
La frecuencia de transmision horizontal fue estimada a través de dos formas:

) EI nimero de vaquillonas y vacas que cambiaron su estado seroldgico, pasando
de ser negativas a positivas a N. caninum durante el periodo de estudio, para cada

uno de los 3 sistemas analizados.

II) El porcentaje de terneros que resultaron serolégicamente negativos a N. caninum
en el muestreo precalostral y que luego resultaron seropositivos a los 7 meses de
edad.

4.9.5. Transmisién vertical

La frecuencia de transmision vertical fue estimada por el niumero de terneros que
resultaron seropositivos, previo a la ingestion de calostro, nacidos de hembras

seropositivas. Para ello se establecio la siguiente férmula:


http://es.wikipedia.org/wiki/Medidas_de_asociaci%C3%B3n
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Terneros seropositivos previa ingestion de calostro/ vientres seropositivos x 100
(Moré et al., 2009)

4.9.6. Diagnostico seroldgico de neosporosis en caninos

Se realiz6 una IFI con una dilucion a titulo final para detectar la presencia de 1gG
anti- N. caninum en los dos caninos presentes en el establecimiento. El analisis fue
realizado en el laboratorio de inmunoparasitologia de la Universidad Nacional de la
Plata, Facultad de Ciencias Veterinarias (gentileza de la Dra. Maria Cecilia Venturini y

sus colaboradores).
4.9.7. Andlisis estadistico:

Los resultados de prevalencia obtenidos en cada momento y en cada uno de
los sistemas fueron analizados a través de tabla de contingencia con un p< 0,05 (Proc
Freg/SAS®). La concentracién de anticuerpos durante la gestacién, en relacién al
sistema, grupo y momento analizado, fue evaluado a través de ANVA y el test de
medias LSD con un p< 0,05/GLIMMIX Proc, SAS. Como medida de asociacion, para
las frecuencias de riesgo entre animales expuestos y no expuestos, se utilizé el riesgo
relativo o razon de las tasas de incidencia con un intervalo de confianza a un nivel de
95%. La prueba de Chi cuadrado fue utilizada para la significancia estadistica. Los

datos fueron obtenidos a través de: EPIDAT v. 3.1 ®.
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5. RESULTADOS
5.1. Seroprevalencia a N. caninum en las vacas

En total se analizaron 1680 muestras de suero por IFl correspondientes a vacas
multiparas. Los resultados de la serologia individual de aquellos vientres que
presentaron anticuerpos anti-N. caninum, en algin momento a lo largo del trabajo, se
detallan en la Tabla 8. Durante el estudio, 5 (7,8%), 4 (6,0%) y 8 (12,7%) vacas
multiparas, correspondientes al sistema intensivo, semi-intensivo y tradicional
respectivamente, fueron seropositivas en alguno de los momentos analizados (Tabla
7). Los resultados reflejaron que no existieron diferencias significativas (p>0,05) en la
seroprevalencia a N. caninum entre los sistemas de cria analizados en ninguno de los
momentos. A su vez, tampoco existieron diferencias significativas en la
seroprevalencia existente en cada sistema de manejo a lo largo del periodo de estudio
(21 meses). No se detectaron vaquillonas de reposicion positivas a N. caninum a
través de la IFl, en ninguno de los sistemas estudiados. Sin embargo 2, 2 y 1
vaquillona correspondientes al sistema intensivo, semi-intensivo y tradicional,
respectivamente, presentaron titulos <200 en algin momento del estudio (Tablas 12,
13 y 14). Para el caso de las vaquillonas del sistema intensivo los titulos fueron de
1:25 para ambas, en el sistema semi-intensivo los titulos fueron de 1:100 y 1:50,

mientras que la vaquillona del sistema tradicional present6 un titulo de 1:25.
5.2. Incidencia acumulada (I1A)

La incidencia acumulada en vacas multiparas del sistema intensivo, semi-intensivo
y tradicional fue de 0,083; 0,063 y 0,145 respectivamente (Tabla 9). Los resultados

reflejaron que no existieron diferencias significativas (Proced Freq/SAS p>0,05).
5.3. Riesgo relativo (RR)

El RR a N. caninum en vacas multiparas del sistema intensivo, semi-intensivo y

tradicional fue de 1,33, 1,00 y 2,30, respectivamente (Tabla 10).
5.4. Cinética de respuesta de anticuerpos durante la gestacion

Se observo una variacion en el titulo de anticuerpos contra N. caninum en los

vientres seropositivos durante la gestacion (Figura 1). Durante el 2do y 3er tercio de
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gestacion los titulos fueron significativamente mas elevados que durante el momento

del servicio (p<0,0001) y el ler tercio de gestacion (p: 0,01).
5.5. Prueba de Avidez

El resultado de la avidez se presenta en la Tabla 11. De la misma surge que en los
tres sistemas en estudio, la gran mayoria (76% 13/17) de los vientres seropositivos
analizados tenian anticuerpos de alta e intermedia avidez, demostrando que la
infeccidon estaba presente previo al inicio del trabajo. Por el contrario, un porcentaje
menor de animales en los tres sistemas, habria adquirido la enfermedad a lo largo del
trabajo, indicando transmision horizontal reciente. A su vez esta herramienta de
diagndstico utilizada permitié corroborar los resultados que surgen de la evaluacién de

la transmisién horizontal y vertical como se indican a continuacion.
5.6. Evaluacién de la transmision horizontal

A lo largo del estudio 4, 2 y 4 vacas seronegativas inicialmente correspondientes al
sistema intensivo, semi-intensivo y tradicional, respectivamente, seroconvirtieron,

demostrando posiblemente una infeccion reciente.
Todas las vaquillonas de reposicion resultaron seronegativas a lo largo del trabajo.

Todos los terneros sangrados al precalostrado que fueron seronegativos al
nacimiento se mantuvieron negativos a los 7 meses de edad, en todos los sistemas del

presente trabajo, siendo la tasa de transmision horizontal 0%.
5.7. Evaluacion de la transmisién vertical

Se sangraron 34, 20 y 24 terneros de madres de los sistemas intensivo, semi-
intensivo y tradicional, respectivamente, previo a la ingestién de calostro. Todos los
terneros tuvieron valores de GGT < a 50 UI/L, confirmando que no ingirieron calostro

previo al muestreo.

Un total 32, 18 y 23 terneros nacidos de madres seronegativas resultaron

seronegativos al momento del sangrado precalostral.

En el sistema intensivo, 2 vacas seropositivas parieron terneros con la misma
condicion serolégica. En el sistema semi-intensivo solo una de dos vacas seropositivas

pari6 un ternero seropositivo, mientras que en el sistema tradicional una vaca
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seropositiva pari6 un ternero seropositivo. Dicha informacién confirma que la
transmision vertical fue del 100% para el sistema intensivo y tradicional y de 50% para
el sistema semi-intensivo. Los titulos de anticuerpos de los terneros positivos al
precalostrado fueron variables (1:400 a 1:3200). Un ternero seropositivo del sistema
intensivo murié a las 48hs de haber nacido por causas que no se pudieron establecer.
Este animal nacié débil, con dificultad para incorporarse y con 14kg de P.V. en un
sistema donde el peso promedio al parto fue de 26 kg. de P.V. A su vez todas las
vacas que parieron terneros seropositivos inclusive la vaca del sistema semi-intensivo

que parié un ternero seronegativo presentaron valores de alta e intermedia avidez.
5.9. Diagnostico serolégico de neosporosis en caninos

Ambos perros utilizados para tareas rurales en el establecimiento resultaron ser

positivos a la presencia de anticuerpos anti- N. caninum en una dilucion de 1:800 a IFI.



44

6. DISCUSION

El objetivo principal del presente trabajo fue evaluar la frecuencia de
transmision horizontal y vertical de N. caninum en tres niveles de intensificacion para
la cria bovina en la region de la cuenca del Salado. Los resultados del mismo
evidenciaron la presencia de bovinos seropositivos a N. caninum en los tres sistemas
estudiados, sin embargo indicaron que la transmisién no se incrementé a medida que
el sistema se intensifico, rechazandose la hipétesis inicial.

La presencia de animales positivos a N.caninum en los tres sistemas analizados (5,
4 y 8 vacas multiparas seropositivas en el sistema intensivo, semi-intensivo y
tradicional, respectivamente) concuerda parcialmente con lo descripto por Moore et al.,
(2002) y Fort et al., (2015). Quienes describieron que mas del 50% y 80% de los
rodeos para carne de la regiébn pampeana poseen al menos un animal positivo a N.
caninum. Estos valores también coinciden con valores internacionales (Quintanilla—
Gozalo et al., 1999).

Durante el transcurso de este trabajo los valores de seroprevalencia oscilaron entre
0a6,1%,28a4,4%y15a9,7% con un valor promedio de 3,0%, 3,6%, y 5,6% para
el sistema intensivo, semi-intensivo y tradicional, respectivamente. En Argentina,
Moore et al. (2002), reportaron una seroprevalencia de 4,7% en 9 rodeos de bovinos
para carne sin antecedentes de pérdidas reproductivas. A su vez, Fort et al., (2015) en
la provincia de La Pampa, detecté un 7% de seroprevalencia. Estos resultados
encuentran similitud, sin embargo deben compararse con cautela ya que utilizaron
diferentes técnicas seroldgicas, punto de corte, disefio y tamafio del muestreo.

Como se desprende de los resultados de la seroprevalencia en vacas multiparas a
lo largo de 21 meses (Tabla 7) obtenidos en este trabajo, otra importante variable a
tener en cuenta seria el momento de obtencion de la muestra de sangre para analisis
seroldgico. El momento del muestreo a lo largo de la gestacion debe ser considerado a
la hora de presentar y discutir los resultados serologicos, ya que durante el transcurso
del presente estudio se observé una variacion en la seroprevalencia de cada uno de
los sistemas. Los resultados de este trabajo mostraron un incremento de los titulos de
anticuerpos a N. caninum durante el segundo y tercer trimestre de gestacion. Este
incremento en los niveles de anticuerpos durante la mitad y final de la gestacion ha
sido reportado por otros autores (Dannatt, 1997; Stenlund et al., 1999; Pereira-Bueno
et al., 2000; Guy et al., 2001). La fluctuaciéon de anticuerpos podria estar relacionada
probablemente con la recrudescencia de la infeccion por N. caninum en animales

gestantes cronicamente infectados en relacion a un desequilibrio entre el sistema
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inmunologico del hospedador y el parasito. Esta fluctuacion en los titulos de
anticuerpos es el mayor problema en la identificacion de animales seropositivos
cronicamente infectados (Stenlund et al., 1999; Maley et al., 2001). Por lo observado
en este trabajo, en un servicio estacionado (noviembre, diciembre, enero), durante el
2do tercio y 3er tercio de gestacion los titulos fueron significativamente mas elevados
que durante el momento del servicio y el ler tercio de gestacion. Por lo tanto, se
concluye que durante el 2do y 3er tercio de gestacién seria el momento ideal para la
deteccién de animales positivos a N. caninum, y muestreando en otro momento
podriamos estar subestimando la real seroprevalencia en el rodeo. Esta fluctuacion
deberia ser considerada en estudios transversales donde pueden no detectarse todos
los animales infectados, a diferencia de este tipo de estudios longitudinales.

Los niveles de seroprevalencia en el presente trabajo no tuvieron diferencias
significativas entre los sistemas analizados, asi como tampoco lo tuvieron dentro de
cada sistema, en los momentos evaluados. Hay que tener en cuenta que los tres
sistemas fueron establecidos en Abril del 2009 y que el inicio de este trabajo se
remonta a Abril del 2012, por lo tanto al momento de comenzar el presente estudio los
sistemas tenian 3 afos de antigledad. Si bien estos resultados sugieren que no
existieron factores asociados entre el uso de tecnologias que tiendan a un mayor nivel
de intensificacion en la produccién de bovinos para carne y un aumento en la
transmision de N. caninum en el periodo de estudio, el mismo deberia tomarse con
cautela en base al nimero de los animales que componian los respectivos sistemas y
al tiempo de antigiiedad de conformacion de los sistemas. Otro dato importante en el
analisis es el hecho de que el trabajo se llevo adelante en el mismo predio (mismos
perros, agua y fauna). Incluso, la tendencia fue la opuesta, tanto la seroprevalencia
como el riesgo relativo fueron superiores en el manejo extensivo (tradicional). A
diferencia con este resultado, Fort et al., (2015) observé que los rodeos para carne
gue se encontraban en regiones con manejo mas intensivo (centro y este de la
provincia de La Pampa), tenian mayor riesgo de infeccion por N. caninum en
comparacion con rodeos extensivos del oeste pampeano. Debe tenerse en cuenta que
muchos de estos establecimientos donde yacen estos rodeos pueden poseer mayor
antigiiedad en la forma de manejo que lo que se observa en este trabajo experimental.
A su vez, estas diferencias detectadas fueron asociadas a medidas de manejo de
rodeos mas intensificados como el aumento de la carga animal y la suplementacion
nutricional, en coincidencia con lo hallado por Barling et al., (2001). Sin embargo, es

importante considerar que los trabajos mencionados no aclaran la carga instantanea
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(n° de animales por superficie por dia). En establecimientos con mayor grado de
intensificacion es frecuente el manejo de pasturas y verdeos con alta carga
instantanea, lo que conlleva a una serie de ventajas con respecto al aprovechamiento
del recurso forrajero pero también a algunas limitaciones sanitarias que se hacen mas
importantes al aumentar la escala de la explotaciébn en que se aplica. Una de las
desventajas de este tipo de practica es la mayor tasa de transmisién de enfermedades
infectocontagiosas y posiblemente una mayor exposicion a ooquistes de N. caninum
eliminados por hospedadores definitivos. La defecacién de los perros utilizados para el
trabajo rural en relacién a los comederos, depdsitos de alimento o silos de maiz para
consumo, ha sido considerado un factor de riesgo de transmision horizontal (Dijkstra et
al., 2002). En el presente estudio, a pesar de que los rodeos presentaban diferentes
valores de carga animal, ningun sistema fue sometido a manejos con alta carga
instantanea.

Como se mencion6 anteriormente, la ausencia de un mayor riesgo de transmision
asociado a una mayor intensificacion de la cria bovina en el presente estudio, también
pudo ser debido a que los animales conformaban, en un primer momento, un Unico
sistema, el cual fue dividido, posteriormente, para la conformacion de los sistemas
intensivo, semi-intensivo y tradicional tres afios previos al inicio de este trabajo. A su
vez, el periodo de tiempo y las condiciones climaticas en el cual se desarrollé el
estudio (21 meses) pudieron no haber sido condicionantes para detectar diferencias
significativas entre los grupos analizados. Al respecto Sanderson et al., (2000), en un
estudio realizado en EE.UU. relacionaron la seroprevalencia de los rodeos para cria
bovina y los factores de riesgo de infeccion, encontrando que uno de los mejores
predictores de seroprevalencia fue el lugar de residencia del rodeo. Segun los autores,
la dispersion geografica de la prevalencia puede ser debido a diferencias climéticas o
puede reflejar la distribucion de la densidad de otros hospedadores definitivos no
reconocidos. En este estudio los dos perros adultos utilizados para el laboreo diario
resultaron ser seropositivos a N. caninum indicando una infeccién previa y una
potencial eliminacién pasada de ooquistes. Sin embargo, el hecho de que fuese perro
adultos, tendria menor riesgo que la introduccion de nuevas camadas de cachorros
(Gondim et al.,, 2002). Es pertinente considerar que hasta el momento no existen
trabajos realizados en rodeos para carne que encuentren una asociacion entre la
presencia de perros en explotaciones ganaderas y el riesgo de infeccién (Von
Blumrdder et al., 2006). Una posible explicacién para esto es que en el tipo de manejo

menos intensivo en explotaciones de ganado vacuno para carne, en general, no
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genera una estrecha relacion entre los excrementos de los perros y el ganado (Barling
et al., 2001; Otranto et al., 2003; Sanchez et al., 2003). Por otra parte, Barling et al.,
(2001) observaron que la presencia de perros en explotaciones de ganado vacuno
para carne podria ser un supuesto factor de proteccion.

En el presente trabajo no se hallaron vaquillonas de recria positivas a N. caninum.
Sin embargo, durante los meses de agosto y septiembre en la temporada de paricion
del 2013, fueron detectados terneros/as seropositivos al nacer en cada uno de los
sistemas, al igual que en los rodeos de vacas multiparas. Esto haria suponer que para
el caso de vaquillonas, crénicamente infectadas, los niveles de anticuerpos bajan a
niveles indetectables probablemente por la escasa estimulaciéon del sistema inmune en
el periodo pre-puber y antes de la primera gestacién. A su vez en un trabajo realizado
por Yao et al., (2009) donde se compara la identificacién de animales infectados por N.
caninum a través de PCR y ELISA, hallaron animales seronegativos que a su vez
contenian ADN de N. caninum. Los autores sugieren que existen diferentes
explicaciones para estas conclusiones, en primer lugar, los casos PCR-positivos sin
anticuerpos especificos a N. caninum podrian deberse a una fase inicial de la
infeccion, y que la muestra de sangre recogida sea antes de que se produzca el
desarrollo de anticuerpos. En segundo lugar, la sensibilidad de la prueba ELISA
depende del valor de corte utilizado como criterio de infecciéon en la prueba. En este
sentido, los animales con bajos niveles de anticuerpos pueden ser negativos en las
pruebas de ELISA debido a la baja sensibilidad de la prueba. En tercer lugar, puede
ocurrir una seroconversion en bovinos infectados con N. caninum. Por ultimo, deberia
considerarse que también es posible que algunos animales pueden ser
inmunotolerantes a N. caninum. La gestacién es un periodo en donde ocurre
reactivacion del parasito desde los sitios de latencia como ya ha sido ampliamente
demostrado (Guy et al., 2001, Innes et al 2002; Moore et al., 2005). Teniendo en
cuenta que la transmision congénita es la mas frecuente (Gottstein et al., 1998; Wouda
et al., 1999; Lépez-Gatius et al., 2004), al existir un porcentaje de seroprevalencia
acumulada bajo en los tres sistemas (5,5 a 9,7%), la probabilidad de seleccionar al
azar una ternera nacida congénitamente infectada, para futura reposicion, disminuye.
Solo dos vaquillonas del sistema intensivo, una del semi-intensivo y dos del sistema
tradicional, presentaron titulos <1:200, indicando exposicion a N. caninum (Tabla 12,
13y 14).

El porcentaje de transmision vertical en este estudio fue similar a lo descripto por

otros autores (Davison et al., 1999; Paré et al., 1996; Schares et al., 1998; Wouda et
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al., 1998). A su vez, uno de los terneros seropositivos del sistema intensivo murio a las
48hs post parto, luego de sufrir debilidad y tras haber nacido con un peso vivo de 14
kg. Sin embargo, debido a la falta de toma de muestras por el avanzado grado de
autolisis, no se logré arribar a un diagnéstico definitivo. Segun lo observado por otros
autores (De Meerschman et al., 2005) estos signos clinicos serian compatibles con la
neosporosis congénita en animales naturalmente infectados. Por otro lado, mientras
gque no se observé infeccion post natal en los terneros y vaquillonas la transmision
horizontal en el rodeo de vacas multiparas fue baja. Solo un nimero muy bajo de
animales de los tres sistemas convirtieron su estado inicial de negativo a positivo. Sin
embargo es posible creer, en base a lo observado a lo largo de este trabajo, que las
fluctuaciones observadas en los anticuerpos, incluso por debajo del titulo de corte, a lo
largo del tiempo, conlleven posiblemente a malinterpretar el resultado de la
transmisién horizontal. En relacién a este punto y teniendo en cuenta que a través de
la avidez es posible diferenciar una infeccion reciente de una crénica, solo 4 animales
de los 10 considerados positivos a partir de una transmision horizontal, resultaron
tener baja avidez. A su vez, esta baja frecuencia de transmisién horizontal en tres
sistemas para cria bovina (5,5% semi-intensivo y 2,8% para el intensivo y tradicional)
coincide con otros trabajos quienes reportaron tasas de 4,5% (Bartels et al., 2007) y
1,9% (Davison et al., 1999) usando diferentes técnicas de ELISA y considerando que
estos Ultimos realizaron sus estudios en animales de tambo. A su vez, Magalhaes et
al., (2014), en un trabajo donde evaluaron las rutas de transmision de N caninum en
vacas de tambo del noreste de Brasil, encontraron una baja proporcion de transmision
horizontal la cual fue de 3,1%. Por otro lado, Moré et al., (2009) en Argentina
reportaron tasas de transmision vertical mucho mas elevadas (51% y 47%) quienes
adjudicaron estas discrepancias, en relacion a otros autores (Bartels et al., 2007,
Davison et al., 1999) a los métodos de diagndstico utilizados, al valor de corte y a que
en los establecimiento para tambo en Argentina cuentan con otras condiciones de
manejo asi como también con un mayor numero de perros presentes en los
establecimientos. Lamentablemente es dificil comparar los datos de transmision
horizontal en ganado para carne debido a la falta de informacion sobre este aspecto.
La avidez especifica de los anticuerpos IgG ha sido utilizada para reflejar la
persistencia de la infeccion por N. caninum en bovinos (Bjorkman et al., 1999). El
incremento de la avidez durante el curso de la infeccién indica cronicidad de la
infeccion (Bjorkman et al., 1999). En el presente trabajo la avidez de la IgG sérica de

animales positivos por IFI y ELISA resultdé ser, en mas del 75% de los animales que
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conformaban los tres sistemas (intensivo, semi-intensivo y tradicional), intermedia y
alta. Esto indicaria que la infeccion ya estaba presente al inicio del trabajo y por lo
tanto tendria un curso cronico. La ausencia de abortos en animales infectados podria
estar relacionada a este suceso. En relacion a este dltimo punto Bjorkman et al.,
(2003) observaron que vacas abortadas tenian baja avidez en comparacion con vacas
que habian parido terneros normalmente. Este resultado implica que rodeos que
adquirieron la infeccién hace tiempo, tienen una mayor inmunidad protectora contra N.
caninum y una mayor capacidad de prevenir el aborto durante la exposicion del
parasito en comparacién de animales expuestos por primera vez. Un nimero menor
de animales en los tres sistemas tuvieron baja avidez (£25% de los positivos) siendo
en todos los casos animales que adquirieron la infeccién a lo largo del trabajo. Sin
embargo, como se menciond anteriormente, no todos los animales que sufrieron una
posible infeccién reciente tuvieron baja avidez. La avidez de los anticuerpos también
puso en evidencia que todas las vacas positivas a la infeccién por N. caninum, de los
sistemas intensivo, semi-intensivo y tradicional, que parieron terneros seropositivos y
la vaca del sistema semi-intensivo que parié un ternero seronegativo presentaban alta
e intermedia avidez, lo cual hace suponer de una transmision transplacentaria

enddgena para todos los casos evaluados.
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7. CONCLUSIONES

Las frecuencia de transmision horizontal de N. caninum, en este estudio fue de
2,8% para el sistema semi-intensivo y 5,5%, para el intensivo y el tradicional,
respectivamente. Mientras que la transmision vertical fue del 100%, para el sistema
intensivo y tradicional y de 50% para el sistema semi-intensivo. Los resultados fueron
similares en tres niveles de intensificacion diferentes para cria bovina en la regién de
la cuenca del Salado, Buenos Aires, Argentina. La baja proporcion de transmision
horizontal combinada con la alta proporcion de transmision vertical, en los tres
sistemas analizados, permiten concluir que la transmision transplacentaria es la
principal ruta de infeccion de Neospora caninum en los sistemas analizados.

Las condiciones de manejo y ambiente proporcionadas a medida que se intensificd
el sistema de cria bovina en el presente estudio, no fueron los suficientemente
determinantes para incrementar la frecuencia de transmision de N. caninum.

Finalmente se rechaza la hipétesis propuesta para este trabajo siendo necesario
futuros estudios con rodeos formados por un mayor numero de animales con
seguimientos prolongados en el tiempo que permitan evidenciar los posibles efectos
de los factores de riesgo para validar la informacion obtenida en el presente trabajo y
esclarecer la relevancia reproductiva de la neosporosis bovina en ganado para carne

de la pampa humeda.
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9. TABLAS, FIGURAS Y FOTOS

Tabla 1: Seroprevalencia de N. caninum en rodeos para carne encontrados en
diferentes regiones del mundo.

N° DE PREVALENCIA TECNICA
PAIS ) REFERENCIAS
ANIMALES (%) DIAGNOSTICA
Alemania 2022 4,1 ELISA Bartels et al., 2006
Argentina 400 4,7 IFI Moore et al., 2002
Bélgica 93 14 IFI De Meerschman et al., 2002
Canada 1806 9,0 ELISA Waldner et al., 1999
Corea 438 4,1 IFI Bae et al., 2002
EE.UU 1009 12,9 DAT Barling et al., 2000
EE.UU. 2585 23 ELISA Sanderson et al., 2000
Espafia 1712 17,9 ELISA Quintanilla-Gozalo et al., 1999
Espafia 2407 16,0 ELISA Bartels et al., 2006
Francia 219 4,1 ELISA Ould-Amrouche et al., 1997
Holanda 1601 13,3 ELISA Bartels et al., 2006
Nueva
499 2,8 ELISA Tennent- Brown et al., 2000
Zelandia

Paraguay 582 26,6 ELISA Osawa et al., 2000
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Tabla 2: Fetos abortados positivos a N. caninum por IHC en rodeos para carne y
leche de Argentina. Adaptado de Moore et al., 2002

Rodeos (n) Total Porcentaje
Carne 6 87 6,9*
Leche 15 28 39,5*
Total 21 125 16,8

*p: 0,001

Tabla 3: Diagnéstico de infeccion de N. caninum en fetos abortados. Adaptado de
Ortega—Mora et al., 2007

Objetivo Prueba Sensibilidad Especificidad
Enfermedad Histologia +++ (¢) é
Parasito IHQ +H++ (¢) é
Parésito PCR +++ 4+
Parasito Cultivo celular +) (&) +++

. Infeccion en animales de
Parasito _ y @) ot
experimentacion

Anticuerpo parésito —

IFI +++ +++
especifico
Anticuerpo parésito —
. ELISA +++ (¢) +++
especifico
Anticuerpo parésito —
Inmunoblot +++ +4++

especifico

Tabla 4: Caracteristicas de cada uno de los sistemas.

Intensivo Semi-intensivo Tradicional

Carga 2 EV/ha 1,1 EV/ha 0,75 EV/ha

Servicio estacionado desde el 1ro de Noviembre al 31 de enero

Manejo reproductivo

IATF + repaso con IATF + repaso con Sincronizacion de celo
toros toros + servicio natural
) = Campo natural (37%) + Campo natural (50%) +
Manejo nutricional Campo natural (100%)

pastura de festuca (45%) + pastura de festuca (50%)

avena (18%) + maiz planta
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entera como autoconsumo

Estado corporal

promedio anual (1 - 5)

Examen prepucial en toros para diagnéstico de enfermedades venéreas
Manejo sanitario Vacunacion contra enfermedades reproductivas, diarrea neonatal, carbunclo,

brucelosis y aftosa

Tabla 5: Cronograma de sangrados de las vacas multiparas

Momentos 0 1 2 3 4 5 6 7
Fecha 12/04/12 25/07/12 15/10/12 04/01/13 10/04/13 04/07/13 29/10/13 09/01/14
Intervalos en dias 0 104 82 81 96 85 117 72

Tabla 6: Cronograma de sangrados de las vaquillonas de reposicion.

Momentos 0 1 2 3 4 5
Fecha 14/06/12 14/09/12 26/10/12 08/01/13 20/05/13 27/07/13
Intervalos en dias 0 92 42 74 132 68

Tabla 7: Seroprevalencia a Neospora caninum segiin momentos de muestreo en
cada uno de los sistemas utilizando IFI

Momentos
Rodeo
0 1 2 3 4 5 6 7
Intensivo
Pos/total 1/72 472 2/72 0/72 2/72 4/65 4/65 2/65
Seroprevalencia 1,4% 5,5% 2,8% 0% 2,7% 6,1% 6,1% 3,0%
Semi-intensivo
Pos/total 2/72 2/72 2/72 3/72 3/72 3/68 3/68 2/68
Seroprevalencia 2,8% 2,8% 2,8% 4,2% 4,2% 4,4% 4,4% 2,9%
Tradicional
Pos/total 472 6/72 7172 5/72 2/72 2/67 2/67 1/67
1,5%

Seroprevalencia 5,5% 8,3% 9,7% 6,9% 2,8% 2,9% 2,9%




Tabla 8: Resultado a la IFI en vacas multiparas segun rodeo intensivo (IN): semi-
intensivo (SI) y tradicional (T) que presentaron titulos en algin momento a lo largo del

trabajo.
Titulos de IFI
Rodeo N°
0 1 2 3 4 5 6 7
118 1:200 1:400 1:200 1:100 1:200
45 1:25 1:25 1:25 1:25 Neg 1:50 1:50 1:100
90 1:25 1:25 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
g 106 1:25 1:25 Neg 1:25 Neg Neg Neg Neg
[92)]
Z
L
|_
Z 132 1:25 1:200 1:200 1:100 1:200 1:200 1:200 Neg
9001 Neg Neg Neg Neg Neg 1:800 1:1600 1:100
9008 Neg 1:1600 Neg Neg 1:25 1:200 1:800 1:200
9009 Neg 1:800 Neg Neg Neg 1:800 1:800 1:200
32 1:1800 1:6400 1:800 1:1600 1:1600 1:800 1:1600 1:200
o 56 1:3200 1:6400 1:3200 1: 200 1:1600 1:6400 1:1600 1:400
>
[92]
Z
L
E 69 Neg Neg Neg Neg 1:400 1:1600 1:800 1:100
=
L
(%2]
77 1:25 1:25 1:25 1:25 1:100
9014 Neg Neg Neg Neg 1:25 1:800 1:100 1:50
30 Neg Neg 1:200 Neg Neg Neg Neg Neg
-
<
z
O
% 40 1:200 1:3200 1:800 1;400 1:1600 1:200 1:400 1:200
<
o
|_
44 Neg 1:400 1:800 1:400 Neg
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45 1:3200 1:800 1:200 1:800 1:200 1:400 1:200 1:25
47 Neg 1:400 1:400 1:400 1:100 1:100 1:200 1:100
74 1:800 1:400 1:400 1:200 Neg Neg 1:800 1:400
77 Neg 1:400 1:200 1:100 Neg 1:100 1:200 Neg
82 1:400 Neg Neg 1:100 1:100 Neg Neg Neg
Tabla 9: Incidencia acumulada en cada uno de los rodeos.
Intensivo Semi-intensivo Tradicional
Momentos
Sanos Nuevos casos Total casos 1A Sanos Nuevos casos Total casos IA Sanos Nuevos casos Total casos IA
0 64 1 66 2 63 4
1 61 3 4 0,063 66 2 0,030 56 3 7 0,111
2 61 0 4 0,066 66 2 0,030 55 1 8 0,143
3 61 0 4 0,066 66 2 0,030 55 0 8 0,145
4 61 0 4 0,066 64 4 0,061 55 0 8 0,145
5 60 1 5 0,082 64 4 0,063 55 0 8 0,145
6 60 0 5 0,083 64 4 0,063 55 0 8 0,145
7 60 0 5 0,083 64 4 0,063 55 0 8 0,145
Tabla 10: Riesgo relativo en cada uno de los sistemas.
Sistema 1A 1C 95% P (95%)
INTENSIVO 0,083 (0,355 —4,524) 0,714
SEMI-INTENSIVO 0,063 (0,260 - 3,84)
TRADICIONAL 0,145 (0,702 - 7,024) 0,160




Avidez

Figura 1: Cinética de anticuerpos en 30 gestaciones de vacas seropositivas
Promedio positivos

7,00 -

6,00 -

5,00 -

4,00 -

3,00 4

Titulo (Ln IF1)

2,00 4

1,00 -

0,00 T T T
Serv. 1/3 2/3 3/3

Momento

Tabla 11: Resultado del test de avidez

Intensivo Semi-intensivo Tradicional

Alta
1/5 (20%) 2/4 (50%) 3/8 (37,5%)
Intermedia 3/5 (60%) 1/4 (25%) 3/8 (37,5%)

Baja 1/5 (20%) 1/4 (25%) 2/8 (25%)
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Foto 2: Autoconsumo de silo de planta entera de maiz en el sistema intensivo
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.

Foto 3: Pastoreo de pasturas cultivadas en el sistema semi-intensivo

Foto 4: Momento en el cual se decidia inmovilizar al ternero recién parido para

la obtencion de la muestra de sangre previo a laingestion de calostro



Tabla 12: Resultados de la IFl en vaquillonas del rodeo intensivo

Momentos
" 0 1 2 3 4 5
caravana
9 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
14 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
17 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
25 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
33 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
39 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
41 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
45 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
55 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
56 Neg 1:25 Neg Neg Neg Neg
63 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
65 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
69 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
72 Neg 1:25 1:25 Neg Neg Neg
73 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
74 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
84 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
87 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
96 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
105 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
118 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
119 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
119 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
122 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
125 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
134 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
140 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
143 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
148 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
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Tabla 13: Resultados de la IFl en vaquillonas del rodeo semi-intensivo

Momentos
" 0 1 2 3 4 5
caravana

1 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
2 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
10 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
12 1:100 1:50 1:50 Neg Neg Neg
14 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
18 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
20 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
28 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
31 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
32 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
33 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
36 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
39 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
40 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
43 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
45 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
48 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
48 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
52 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
53 1:50 Neg Neg Neg Neg Neg
55 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
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Neg
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Neg
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Neg
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Neg
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Neg

Neg

Neg
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Neg
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Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Tabla 14: Resultados de la IFl en vaquillonas del rodeo tradicional

Momentos
" 0 1 2 3 4 5
caravana

54 Neg Neg Neg Neg Neg

57 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
58 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
64 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
65 Neg Neg Neg Neg Neg
66 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
70 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
251 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
253 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
257 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
260 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
262 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
269 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
270 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
272 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
273 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
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