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Prevalencia de anticuerpos séricos contra
Neospora caninum en dos rebaios lecheros de la
IX Region de Chile*

Prevalence of Neospora caninum in two dairy herds of the
IX Region of Chile

A.N. PATITUCCI, M.V, R.S.A., M.Phil.; MJ. PEREZ, M.V, R.SA., M.Sc.; K.F. ISRAEL, M.V.; M.A.
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SUMMARY

Neosporosis is an important cause of economic loss in the cattle industry throughout the world. In Chile, it
has been recently detected and,. since then, veterinarians and producers have required information about
different aspects of the disease. In this paper we present data of the prevalence of the disease in two dairy
herds of the IX Region of Chile. A commercial indirect fluorescent antibody test (IFA) was performed at
1:200 dilution for bovine and at 1:50 for canine sera. Results indicate a 30.2% (52/173, 1C=6.8%)

infection in bovines from farm "A" and a 15.7% (31/198, 1C=5%) in bovines from farm "B" (c2 =10.42,
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P =0.0012). In addition, 57% (4/7) of the dogs from farm "A" had antibodies. Differences were observed
in each farm as well as amongst age groups: in farm "A" 39.6% (42/106) of heifers and 15.2% (10/66) of

Cows (02=10.42, P=0.0012) had antibodies against N. caninum; in farm "B": 22.7% (15/66) of calves,
17.8% (8/45) of heifers and 9.2% (8/87) of cows were positive. There were differences amongst cows,

calves and heifers groups (c2=4,07, P=0.043). Although it was not the aim of the study it is discussed if
the source of infection could be the cause of the difference in prevalence. In contrast with farm "B"," the
higher prevalence in farm "A was related to the group fed also with supplements. How the disease spreads
in our environment is unknown, different mechanisms could be involved since in most of the farms the
animals spend half of the year under confinement and the other half on pasture. The present article gives
values of Neospora prevalence and preliminary data for further studies on this progressively important
disease.

Palabras claves: Neosporosis, prevalencia, IFA, bovinos.
Key words: Neosporosis, prevalence, IFA, bovines.
INTRODUCCION

En Chile, las pérdidas ocasionadas por los abortos bovinos no han sido exactamente cuantificadas, pero
son econdmicamente importantes. Mé&s del cincuenta por ciento de los episodios abortigénicos son de
etiologia desconocida, y de los diagnosticados, la mayoria corresponden a causas infecciosas (Patitucci y
col., 1999b). A este panorama se agrega la presencia de un protozoo, el cual ha sido reconocido como la
principal causa de aborto bovino en diferentes paises ganaderos donde la brucelosis ha sido controlada
(Anderson y col., 1994; Barr y col., 1995; Dubey y Lindsay, 1996).

Este parasito, denominado Neospora caninum, fue reconocido y aislado por primera vez de perros de
USA (Dubey vy col., 1988), y posteriormente la infeccion natural fue descrita en una variedad de
huéspedes tales como ovejas, vacas, caballos, ciervos y cabras de diferentes partes del mundo (Dubey y

Lindsay, 1996).

Recientemente, un estudio realizado en establecimientos lecheros de la IX Region de Chile ha demostrado
la presencia de anticuerpos contra N. caninum en vacas abortadas (Pattitucci y col., 1999b) y mediante el
uso de la inmunohistoquimica la enfermedad ha sido confirmada en el pais.

A partir de estos hallazgos la demanda de informacion local acerca de la enfermedad ha ido creciendo y es
por este motivo que se realizo el presente trabajo, cuyo objetivo fue establecer la prevalencia de infeccion
mediante la deteccion de anticuerpos séricos contra N. caninum por la técnica de Inmunofluorescencia
Indirecta (IFA) en dos rebafios bovinos con antecedentes de infeccidn por este paréasito.

MATERIAL Y METODOS

Materiales. Se trabajo en dos establecimientos lecheros de la I1)X Regién de Chile, los cuales presentaron
abortos con diagnostico seroldgico de N. caninum y negatividad por serologia y/o cultivo a brucelosis,
leptospirosis, campilobacteriosis, diarrea viral bovina (DVB) y rinotraqueitis infecciosa bovina (RIB). Se
tomaron muestras de sangre de 173 animales (106 vaquillas y 66 vacas adultas) del predio Ay de 198
animales (66 terneras, 45 vaquillas y 87 vacas adultas) del predio B. Dichas muestras fueron extraidas con
un intervalo de 6 meses de ocurrido el episodio de aborto.

En los dos predios los bovinos coexisten con perros, quienes son los hospedadores definitivos de N.
caninum, pero sélo en el establecimiento A fue posible tomar muestras de los 7 caninos existentes en este
predio.
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Los animales del predio A, de la raza Holstein, eran manejadas en dos lotes separados. Las vaquillas
poseian una alimentacion basada en forraje y suplemento de concentrado y silo elaborado en el mismo
establecimiento y las vacas adultas de este predio no recibian ningln tipo de suplementacion en la dieta.
Sin embargo, todos los animales del predio, por ser manejados en sistema de pastoreo rotativo,
compartieron en algin momento las mismas praderas.

Los animales del predio B en su mayoria presentan una alimentacion basada en forraje y suplemento de
concentrado vy silo. A diferencia de los del establecimiento A. La totalidad de las vacas adultas de este
predio recibieron suplementacion al igual que las terneras, y de las vaquillas solo algunas consumieron
suplemento.

Método. Los sueros se evaluaron mediante un «kit» comercial basado en la técnica de

Inmunofluorecsencia Indirecta (IFA test) (VMRD© Pullman, WA, USA), el cual emplea portaobjetos
fijados con células "\ero" infectadas con Neospora sp., y suero anti-bovino 1gG1-IgG2 marcado con
fluoresceina. Los sueros bovinos se procesaron a una dilucion de 1:200 y los caninos a 1:50 en PBS (pH
7,2). La lectura de las reacciones se realizé a 40X en microscopio de luz UV. Se considerd un suero como
positivo cuando un nimero igual o mayor a 20 taquizoitos por campo 6ptico mostraron fluorescencia en
toda su superficie. Conjuntamente con cada "set" de sueros se utilizaron apropiados controles positivos y
negativos.

Tamafio de muestra. Para el célculo del tamafio de muestra de cada grupo estudiado se utiliz6 una
prevalencia estimada del 50% que determina el nimero maximo de muestra, un nivel de confianza del
95% y una precision de la estimacion del 10% (Cannon y Roe, 1982). Para el ajuste del tamafio de

muestra a la poblacion disponible se utilizé la siguiente formula: 1/n = 1/na+1/N (Cannon y Roe, 1982).
Se utiliz6 ¢? para las comparaciones entre los grupos (Dawson-Saunders y Trapp,1994).

RESULTADOS

Se proceso un total de 370 sueros provenientes de 172 animales del predio A (106 vaquillas y 66 vacas) y
198 sueros del predio B (66 terneras, 45 vaquillas y 87 vacas).

En el predio A, el 30,2% (52/172, IC = 6,8%) de los animales investigados resultaron positivos y en el
predio B el 15,7% (31/198, IC = 5%) de los bovinos analizados poseian anticuerpos contra N. caninum.

La prevalencia de animales seropositivos difirio significativamente entre ambos predios (c2 =1042,P =
0,0012).

En el predio A, el 39,6% (42/106) vaquillas y el 15,2% (10/66) de las vacas fueron seropositivas (c2 =
10,42; P = 0,0012). Las vaquillas presentaron mayor riesgo (OR=3,67) de ser seropositivas comparadas
con las vacas.

En el predio B el porcentaje de animales seropositivos para cada categoria fue 22,7% (15/66) de las

terneras, 17,8% (8/45) de las vaquillas y 9,2% (8/87) de las vacas adultas (c2 = 4,37, P = 0,0365). Los
animales jovenes (terneras y vaquillas en conjunto), presentaron mayor riesgo (OR=2,58) de ser
seropositivas comparado con las vacas.

De los caninos estudiados del establecimiento A, el 57,14% (4/7) presentaron anticuerpos contra N.
caninum.

DISCUSION
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Actualmente existen diferentes técnicas que permiten la determinacion de anticuerpos séricos contra N.
caninum en suero de vacas. El enzima inmuno ensayo (ELISA) es una de esas técnicas con varios "test"
desarrollados sobre la base de diferentes antigenos (Bjorkman y col., 1994; Lally y col., 1996; Dubey y
col., 1996; Osawa y col., 1998). Recientemente ha aparecido un test de aglutinacion (NAT) (Romand y
col., 1998) y existe también una técnica de Inmunofluorescencia indirecta (IFAT), empleado en varios
laboratorios diagndésticos (Conrad y col., 1993; Trees y col., 1994; Pare y col., 1995) y en el presente
trabajo.

La posibilidad de obtener falsos positivos por reaccion cruzada con protozoos relacionados mediante el
IFA ha sido tema de discusion en el pasado. Por un lado, se sabe que Sarcocystis spp., uno de los posibles
protozoos que puede interferir en el diagndstico, tiene distribucion mundial (Dubey, 1993) y en Chile se
han descrito tasas de prevalencia del 100% de los animales estudiados (Gorman y col., 1981). Por otro
lado, aunque la toxoplasmosis no produce infeccion en bovinos (Dubey, 1986), recientemente se demostro
la presencia de DNA de Toxoplasma en 4 de 83 fetos bovinos abortados en Suiza (Gottstein y col., 1998).
Sin embargo, Dubey y col. (1996) compararon la respuesta seroldgica de N. caninum y comprobaron que
bovinos sin exposicion previa a este parasito y desafiados experimentalmente con T. gondii y Sarcocystis
spp. no desarrollaron titulos contra N. caninum medidos con la técnica de IFA.

También la dilucion que diferencia a los animales infectados de los que no lo estan («cut off») es tema de
controversia y no existe acuerdo en la comunidad cientifica al momento. Nosotros hemos considerado una
dilucion de 1:200 para bovinos y de 1:50 para caninos, basandonos en la literatura existente (Conrad y
col., 1993; Trees y col., 1994; Dubey y col., 1996) y en las recomendaciones dadas por los fabricantes del
test. Por lo que consideramos en este trabajo que los bovinos que presentaron titulos de 1:200 y los
caninos con titulos positivos de 1:50 estan infectados con N. caninum.

Los valores de prevalencia encontrados en los rebafios estudiados (predio A: 30,2% y B 15,7%) sugieren,
que si bien existen diferencias entre establecimientos, la enfermedad esta presente en forma considerable
en el pais.

También se observaron diferencias de infeccién de N. caninum entre las distintas categorias de edad
estudiadas dentro de cada predio. La mas alta prevalencia en el predio A la presentaron las vaquillas y las
terneras y vaquillas del campo B. Las diferencias entre los porcentajes de infeccion entre grupos de un
mismo predio se pueden deber a una variedad de factores epidemiolégicos (Paré y col., 1996, 1997;
Thurmond y col., 1997). Si bien los mismos no pueden ser identificados en forma concluyente por medio
del presente trabajo se pueden formular algunas hipétesis.

Probablemente las diferentes categorias de animales hayan sido expuestas a diferente fuente de infeccion,
ya que se esperaria que si todas las categorias de animales hubieran sido expuestas simultdneamente a una
misma fuente de infeccion los animales deberian presentar la misma prevalencia debido a que no se
conoce, hasta el presente, que el factor edad predisponga a la enfermedad (McAllister y col., 1996;
Patitucci y col., 1999a).

En los dos predios estudiados el manejo de los distintos grupos de animales fue similar, todos se criaron y
permanecieron durante toda su vida en el predio. Existen diferencias en el tipo de alimentacion
suministrada a las diferentes categorias, por lo que se podria pensar que el suplemento estuvo
contaminado con heces de caninos infectados y fue el responsable de causar infeccién en aquellos
animales que lo consumieron. Esta suposicion se ajusta para uno de los predios (A), sin embargo, los
resultados del otro predio (B) hacen presumir que la fuente de infeccion fue otra, ya que los animales que
no recibieron suplementos presentaron la mayor prevalencia.

No existen dudas de que la difusién horizontal no ocurre en esta enfermedad, un bovino infectado no
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puede transmitir la infeccion a otro bovino no infectado (Anderson y col., 1997). Por otra parte, la
infeccion si puede trasmitirse de madre a "conceptus” y ésta es la "via" de difusion, comprobada, mas
importante una vez que la enfermedad se ha establecido en un predio, y es la forma en que la misma se
mantiene en el tiempo (Paré y col., 1996). La demostracion cientifica de estos modos de transmisién no
invalidan que puedan existir otras formas de infeccion aun no estudiadas. Si consideramos otra
enfermedad muy relacionada como la toxoplasmosis, los ooquistes de T. gondii pueden difundirse a través
de alimentos concentrados, aguas, pasturas (Dubey y Beattie, 1988) y también por vectores animados
(Lindsay vy col., 1997).

La presencia de perros, hospedadores definitivos de N. caninum, (McAllister y col., 1998) fue
comprobada en los dos predios, pero desafortunadamente sélo en el predio A pudieron ser estudiados y en
ellos se confirmd la presencia de infeccion. Esto ultimo avala el hecho de que existe asociacion entre
caninos y bovinos (Wouda, 1998). Aqui también las implicancias practicas de la presencia de caninos es
tema de debate, como regla general estos animales no deberian ser alimentados con restos de bovinos

ni deberian tener acceso a los alimentos para consumo de los herbivoros, circunstancias éstas muy
dificiles de controlar en nuestros sistemas pastoriles.

Por otro lado, no se debe subestimar el impacto econémico de la enfermedad. Afos atras se estimaba que
los costos asociados a la infeccién con N. caninum eran solamente aquellos relativos al aborto (Anderson
y col., 1992). Sin embargo, se ha establecido que los animales seropositivos producen menos leche y a su
vez tienen mayores posibilidades de ser "descartados™ antes en su vida productiva (Thurmond y Hietela,
1996; Dubey 1999), probablemente como resultado de la disfuncién de los varios érganos que se afectan
(SNC, higado, corazon y rifién) (Barr y col., 1990).

Los resultados obtenidos en este trabajo, si bien poseen limitaciones, aportan datos no existentes en el
pais, los cuales pueden servir de informacién preliminar para futuros estudios epidemiolégicos de la
enfermedad.

RESUMEN

La neosporosis ha sido reconocida y descrita como causa de aborto en la mayoria de las areas ganaderas
del mundo. En Chile se demostrd la presencia de la enfermedad, sin embargo, muchos aspectos son
desconocidos, razén por la cual se estudié la prevalencia de infeccion medida a través de anticuerpos
séricos mediante la técnica de IFA en dos predios lecheros con antecedentes de abortos causados por este
parasito. Se consider6 a un bovino positivo cuando se evidenci6 fluorescencia a una dilucién de 1:200. El
30,2% (52/173, 1C=6,8%) de los animales estudiados en el predio Ay el 15,7% (31/198, IC=5%) del
predio B presentaron anticuerpos séricos contra el parésito. Los resultados por edades fueron para el

predio A de 39,6% (42/106) para las vaquillas y de 15,2% (10/66) para las vacas (c2=10,42, P=0,0012) y
para el predio B de 22,7% (15/66) para las terneras, de 17,8% (8/45) para las vaquillas y de 9,2% (8/87)

para las vacas. Las terneras y vaquillas positivas del predio B difirieron de las vacas adultas (c2:4,07,
P=0,043). Cuatro de los siete caninos existentes en el predio A presentaron anticuerpos contra N.
caninum en dilucion 1:50. Se discuten los resultados en relacion a las posibles vias de difusion de
infeccion en nuestro medio.
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