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DETECCION SEROLOGICA DE Neospora caninum (APICOMPLEXA,
SARCOCYSTIDAE) EN BUFALAS (Bubalus bubalis) DEL MUNICIPIO
COLON, ESTADO ZULIA, VENEZUELA
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RESUMEN

La Neosporosis es una enfermedad parasitaria causada por el
protozoario Neospora caninum, que ocasiona pérdidas econémi-
cas por problemas reproductivos. El objetivo consistié en detectar
anticuerpos frente a N. caninum en bufalas del municipio Colon
del estado Zulia, Venezuela, determinando la seroprevalencia y
analizando los factores de riesgo asociados a la enfermedad. Se
procesaron 174 muestras de suero sanguineo de animales adul-
tos, utilizando la técnica de ELISA. Se detectaron anticuerpos
contra N. caninum mostrando una seroprevalencia de 30,4%, el
100% de las fincas mostraron animales seropositivos y el analisis
estadistico indicd que no existe asociaciéon entre seropositividad
respecto al tipo de alimentacion de caninos, atencion veterinaria,
tipo de monta y manejo de desechos biolégicos en la finca. Estos
resultados indican una moderada exposicion de los bufalos al
protozoario en la zona estudiada.

Palabras clave: Neospora caninum, bufalas, seroprevalencia,
ELISA.

ABSTRACT

Neosporosis is a parasitic disease caused by the protozoan
Neospora caninum, which causes economic losses due to re-
productive problems. In order to detection of antibodies against
N. caninum in buffaloes from Colon Municipality in Zulia State,
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Venezuela, determinating the seroprevalence and analyzed
the risk factors associated with this disease. One hundred sev-
enty four samples of blood serum using ELISA test were proc-
essed. Detected antibodies against N. caninum showing a se-
roprevalence of 30.4%, 100% of farms were seropositive, ani-
mals and statistical analysis indicated that there had not asso-
ciation between seropositivity and the type of canine food, vet-
erinary care, type of mounting and biological waste manage-
ment on a farm. These results indicate a moderate exposure of
water buffaloes to the protozoan in the studied area.

Key words: Neospora caninum, buffaloes, seroprevalence,
ELISA.

INTRODUCCION

Desde su aparicion en Noruega [4], en una camada de
perros (Canis familiaris) padeciendo encefalomielitis y miositis, y
su posterior descripcidon como especie, Neospora caninum,
agente etiolégico de la Neosporosis, ha sido reconocida como
una seria enfermedad que afecta a los bovinos (Bos taurus y B.
indicus) alrededor del mundo. La neosporosis clinica se ha re-
portado en bovinos, cabras (Capra hircus), ovejas (Ovis aries),
venados (Cervus elaphus), entre otras especies y se han detec-
tado anticuerpos en estos animales, ademas en bufalos de
agua (Bubalus bubalis), coyotes (Canis latrans), gatos (Felis ca-
tus), camellos (Camelus dromediarius), entre otros [11]. N. cani-
num es un protozoario del phylum Apicomplexa, familia Sar-
cocystidae, cuyo hospedador definitivo es el perro y otros cani-
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dos silvestres [19, 25], aunque estas especies pueden com-
portarse también como hospedadores intermediarios [26].

Existen dos vias de transmision para esta enfermedad:
la transmisién horizontal y la vertical. La primera ocurre me-
diante ingestion, por parte del hospedador intermediario, a par-
tir de agua o alimentos contaminados conteniendo ooquistes
esporulados del parasito [10]. Sin embargo, se considera que
la principal via de transmision es la vertical o congénita; en
este caso, el parasito atraviesa por via sanguinea la placenta
infectando al feto, pudiendo causar en algunos casos abortos
y el nacimiento de una cria con signos neurolégicos o clinica-
mente normal, pero congénitamente infectado. Esta ultima si-
tuacién merece mayor atencidon, debido a que si la cria nace
hembra, existe un alto riesgo de transmitir y mantener la enfer-
medad en el rebano [7].

N. caninum ha sido aislado del bufalo de agua, confir-
mandose su rol como hospedador intermediario, caracteristica
relevante debido a que el parasito puede enquistarse y perma-
necer latente durante toda la vida del animal [30, 31]. Son va-
rios los estudios realizados en la especie bubalina, donde se
han reportado seroprevalencias entre 0y 70,9% a N. caninum,
en paises como China, Iran, Egypto, entre otros, asi como en
Argentina, Brazil y Peru, reportando seroprevalencias varia-
bles [6, 18, 20, 22, 24]. A pesar de que se ha aislado este mi-
croorganismo en bufalos de agua, no se han fundamentado
hallazgos de neosporosis clinica en esta especie [13].

Este microorganismo es considerado una de las princi-
pales causas de aborto a nivel mundial, tanto en ganado de le-
che, como de carne [13]. La importancia econémica para el
sector ganadero que pudiese estar afectado por neosporosis,
radica principalmente en las pérdidas productivas y reproducti-
vas, relacionadas con los abortos, disminucion de la produc-
cion lactea, pérdidas por eliminacién de hembras de reempla-
z0, gastos médicos, entre otros [29].

En Venezuela, segun el VIl Censo Agricola Nacional, lle-
vado a cabo por el Ministerio del Poder Popular para la Agri-
cultura y Tierras [28], se reporté una poblacién bufalina de
225.790 cabezas, distribuida en todo el territorio nacional y en-
tre los Estados de mayor poblacién se encuentra el Edo. Zulia,
con 35.458 bufalos, destacandose como segundo en el pais
en explotacién de bufalos. De igual modo se reporta que, en el
municipio Coldn del estado Zulia existen 6.408 bufalos, siendo
éste, el tercer Municipio con mayor poblacién de esta especie.
Sin embargo, estos datos podrian estar subvalorados segun lo
indica Coiran [5] quien reportd 350.000 bufalos en el pais.

En los ultimos afios, el interés por la cria de bufalos ha
ido en aumento, debido a que esta especie ha demostrado
una gran capacidad de adaptacién, sobretodo en zonas donde
los bovinos tienen dificultades para su rendimiento productivo,
ademéas de mantener una alta tasa de fertilidad. La industria
del bufalo es econdmicamente importante en el pais, sin em-
bargo, el rol de N. caninum como agente causal de abortos y

problemas reproductivos en estos boévidos, no ha sido muy in-
vestigado [3].

Diversos estudios han confirmado la presencia de este
parasito en ganado vacuno de varios Estados venezolanos; ac-
tualmente no hay suficientes reportes sobre rebarnos de bufalos
[14, 27]. El objetivo de esta investigacion consistié en la detec-
cion seroldgica de anticuerpos anti N. caninum en bufalas del
municipio Colén del Edo. Zulia, como regién ganadera de im-
portancia para el pais. Ademas, valorar la seroprevalencia y po-
sibles factores de riesgo a la presencia de la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacién: El Municipio objeto de esta investigacion se
ubica en la zona sur del estado Zulia, ocupando una superficie
de 3.506 Km2? con una ubicacion astronémica: 09°14’LN.
71°41°LO. 08°31’LN. 72°10°'LO. La zona se caracteriza por te-
ner un clima humedo y calido, con una temperatura media
anual de 27°C. La precipitacion anual se incrementa de norte a
sur y de este a oeste en un promedio de 1.400 mm. Los valo-
res de evaporacion media anual fluctian entre 1.400 y 1.500
mm. Se observa un balance entre precipitacion y evaporacion,
siendo la sobresaturacion de agua en el Municipio la causante
de la humedad [16].

Poblacién y tamafio de la muestra: El estudio seroloégico
se realizé en animales adultos, por pertenecer éstos al grupo
etario sensible a sufrir problemas reproductivos causados por el
protozoo y no vacunados frente al mismo, en cuatro unidades
de produccién doble propdsito, dedicadas exclusivamente a la
explotacidn de bufalos. Partiendo de una poblacion total de
hembras bufalinas adultas de 667 animales, se calculé el tama-
fio de la muestra para la determinacién de la seroprevalencia, a
través del programa Win episcope 2.0, utilizando un error de
4%, nivel de confianza de 95% y una seroprevalencia esperada
del 11% [27], por lo que el resultado arrojd 174 muestras.

Recoleccion de datos epidemioldgicos: Mediante una
encuesta de tipo epidemioldgica, documento en el cual se re-
gistré la informacion de la finca y los hallazgos epidemiolégi-
cos mas importantes relacionados con la enfermedad, toman-
do en cuenta las condiciones del medio, con el fin de ser tabu-
lados, analizados e interpretados.

Obtencion de la muestra de suero sanguineo: Las mues-
tras de sangre se obtuvieron mediante puncién de la vena yu-
gular, con aguja de calibre 20 G en tubos vacutainer® sin anti-
coagulante. Los tubos con las muestras de sangre completa
se dejaron reposar a temperatura ambiente hasta la formacion
del coagulo para posteriormente separar el suero mediante
centrifugacion a 252 g. durante 20 minutos. El suero se colocd
en viales plasticos estériles para su congelacion (Samsung,
Serie Twin RZ80FHIS, Korea) a -20°C, luego de ser transpor-
tado en cava refrigerada hasta el laboratorio de Enfermedades
Parasitarias de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Uni-
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versidad del Zulia. Las muestras fueron debidamente identifi-
cadas al momento de su obtencién.

Procesamiento de las muestras con la técnica de ELISA:
Para la deteccion de anticuerpos contra N. caninum se utilizé
un kit comercial de ELISA, perteneciente a laboratorios IDEXX,
HerdChek anti-Neospora; inmunoanalisis enzimatico disefiado
para detectar la presencia de anticuerpos contra Neospora, si-
guiendo las instrucciones del fabricante [27].

Analisis estadistico de los datos: Para determinar la sig-
nificancia estadistica de los factores de riesgo se realizé la
prueba de Ji-cuadrado (x?), a través de la herramienta estadis-
tica SPSS 17.0 [33], con la finalidad de establecer asociacio-
nes entre la seroprevalencia de la enfermedad y las variables
independientes analizadas: tipo de alimentacion de los perros
presentes en las fincas estudiadas, tipo de monta (natural con-
trolada o inseminacion artificial), presencia de atencion veteri-
naria (semanal, quincenal o permanente) y el manejo de dese-
chos biolégicos en la finca.

RESULTADOS Y DISCUSION

Deteccion seroléogica de Neospora caninum

En la TABLA | se reflejan los resultados obtenidos de
bufalas con anticuerpos séricos positivos a N. caninum en cua-
tro fincas dedicadas exclusivamente a la explotacion de
bufalos en el municipio Colon del estado Zulia. Los anticuer-
pos anti N. caninum fueron detectados en 53 (30,4%) de las
174 bufalas bajo estudio. De los cuatro rebarios estudiados, el
100% presenté animales positivos al parasito, correspondien-
do el mayor porcentaje (36,6%) a la finca D y el menor (19,5%)
a la B. Al realizar el analisis estadistico () no hubo diferencia
entre las fincas estudiadas (P> 0,05).

Existen varias publicaciones, en las cuales se muestran
diversas prevalencias de N. caninum en bufalos. Las mismas
son muy variables, oscilando entre 0 y 70,9% [18,24]. La en-
fermedad se encuentra ampliamente distribuida a escala mun-
dial [11]. En Venezuela no existen informes previos publicados
sobre deteccidn de anticuerpos anti neospora en esta especie,
pero los resultados obtenidos en el presente estudio permiten
demostrar que existe evidencia seroldgica para N. caninum en
las fincas muestreadas en el municipio Colén del Edo. Zulia.
En un estudio realizado en Iran, Hajikolaei y col. [22], a través
de la técnica de ELISA valoraron 181 animales reportando una

seroprevalencia de 37% asi como en ltalia de 34,6% en 1377
animales mediante la prueba de Inmunofluorescencia Indirecta
[20], los resultados obtenidos por Guarino y col. [20] son con-
cordantes con los presentados en esta investigacion. Por otra
parte, Fujii y col. [17] al analizar sueros de 222 bufalas, repor-
tan una seroprevalencia de 64% en la regién sudeste de Bra-
sil, igualmente que en Argentina, al evaluar 1024 bufalos se
obtuvo una prevalencia de 64.9% en las provincias estudiadas
[6]. Llama la atencién que Gennariy col. [18], encontraron pre-
valencias mas altas (70,9%) en 196 hembras bufalinas al norte
del pais, destacando el rol de este protozoario como posible
agente causante de abortos en las regiones estudiadas. Las
diferencias de seroprevalencias entre paises, e incluso, entre
regiones de los mismos paises, pueden deberse a las distintas
técnicas seroldgicas usadas, tamafio de muestra, disefios utili-
zados en el estudio, tipo de explotacion de la finca, entre otras
variables [13].

Estos hallazgos indican que las bufalas del municipio
Coldn del Edo. Zulia han estado expuestas al protozoario, ya
sea por transmision vertical u horizontal. En el primer caso, a
pesar de ser la de mayor frecuencia en el ganado bovino, no
esta definido si es la ruta de transmision mas importante en
bufalos, sin embargo hay estudios que sugieren una alta tasa
de transmision neonatal en esta especie [30]. En el caso de la
via horizontal, hasta ahora se ha demostrado que la ingestion
de ooquistes esporulados presentes en el medio ambiente, es
el unico modo de infeccidn natural en los bovinos después del
nacimiento [8], ademas diversos estudios realizados en bufa-
los de agua, sugieren que la ingestion de ooquistes juega un
papel importante en el mantenimiento de la infeccion en el re-
bafio [20]. También se ha demostrado experimentalmente la
presencia del ADN del parasito en semen, leche y calostro
[12]. En todas las fincas de este estudio se evidencio la pre-
sencia de perros, que pudiese ser un factor a considerar en la
presencia de la enfermedad.

Asociacion de la seroprevalencia con factores de riesgo

En relacion al tipo de insumos de los perros alimentados
con comida casera, casera mas concentrado y desechos biold-
gicos (restos de membranas fetales, placentas, fetos aborta-
dos, entre otros), se encontré que no hay una asociacion esta-
distica significativa ante la presencia de anticuerpos anti V. ca-
ninum y el tipo de alimentacion de los canidos de las fincas
muestreadas.

TABLA |
SEROPREVALENCIA DE BUFALAS A N. caninum SEGUN LA FINCA ESTUDIADA
Finca Muestras Positivas Negativas Seroprevalencia % Ji
A 68 22 46 32.3
B 41 8 33 19.5
C 35 12 23 34.2 P>0.05
D 30 11 19 36.6
Total 174 53 121 30,4
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TABLA Il
ASOCIACION DEL TIPO DE ALIMENTACION DE LOS PERROS (HOSPEDADORES DEFINITIVOS) Y LA SEROPREVALENCIA
OBSERVADA
Neospora Caninum Casero Casero+ desechos biolégicos Casero + concentrado Total Ji?
Positivos 22 20 11 53
Negativos 46 56 19 121 P>0.05
Total 68 76 30 174
] TABLA Il
ASOCIACION DEL TIPO DE MONTA CON LA SEROPREVALENCIA OBSERVADA
Neospora Caninum Natural controlada / LA. Natural no controlada con I.A. Natural no controlada Total Ji
Positivos 30 11 12 53
Negativos 79 19 23 121 P>0.05
Total 109 30 35 174
) ] TABLA IV
ASOCIACION DE LA ATENCION VETERINARIA CON LA SEROPREVALENCIA OBSERVADA
Neospora Caninum Semanal Quincenal Permanente Total Ji?
Positivos 12 8 33 53
Negativos 23 33 65 121 P>0.05
Total 35 41 98 174
] TABLA V
ASOCIACION DEL MANEJO DE DESECHOS BIOLOGICOS CON LA SEROPREVALENCIA OBSERVADA
Neospora Caninum Incineracion Enterrados Desechados Incinerados/ enterrados Total Ji?
Positivos 22 8 12 11 53
Negativos 46 33 23 19 121 P>0.05
Total 68 41 35 30 174
Diferentes fueron los resultados de un estudio realizado ta, y el ADN de N. caninum se ha encontrado en semen de to-
en Canada, en donde al analizar la variable “perros alimenta- ros naturalmente expuestos, al analizar el posible riesgo de in-
dos con placenta y fetos”, hallaron que existe un riesgo (OR= feccion de este microorganismo a través de monta natural o in-
2,75) de adquirir la infeccidén al consumir estos desechos biol6- seminacion artificial, se encontré que no hubo asociaciéon sig-
gicos [34]. Esto se explica por el hecho de que si los perros, nificativa. Microorganismos viables, a pesar de estar presentes
como hospedadores definitivos, ingieren formas infectivas en en el semen, son pocos y en diversos estudios no se ha podi-
desechos biolégicos, pueden adquirir la infeccién desarrollan- do demostrar la transmisién por esta via [15, 32].

dose en ellos la fase de reproduccion sexual del parasito y la

i L ) Similar a los resultados de este estudio, se realizé uno
posterior eliminacién de ooquistes en sus heces [1].

en ganado vacuno productor de carne en Uruguay donde se

Cuando los perros se encuentran excretando ooquistes determind una seroprevalencia a N. caninum de 13,9% y al
esporulados en las heces, su presencia en las explotaciones analizar la variable atencién veterinaria (ausente, cuando se
bufalinas y bovinas pudiesen constituir un factor de riesgo, ya requiriera 0 permanente), no encontraron asociacion entre la
que actuan como fuente de infeccidn para la transmisiéon hori- infeccién con el factor [2]. Tomando en cuenta que las funcio-
zontal de la neosporosis. En el afo 2002, Dijkstra y col. [9] se- nes de la atencién veterinaria a nivel de fincas consisten en
falaron que, la defecacion de los perros en silos, pasto, come- mantener a los animales en buen estado de salud, a través de
deros y bebederos fue el factor que mas se reporté en unida- la accién directa y/o de campanas sanitarias y, mantener a tra-
des de produccién que mostraron infecciones postnatales en vés de sus recomendaciones un ambiente que propicie un
Estados Unidos. Aunque la transmisién venérea no se descar- buen control sanitario de los animales en su medio se estudidé
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esta variable con la finalidad de conocer si este factor influye
en la presencia de anticuerpos a N. caninum, cuando su pre-
sentacién en las fincas estudiadas era permanente o alterna-
da, no encontrandose asociacion entre la presencia o ausen-
cia de atencién veterinaria y la infeccion [23]. La responsabili-
dad del médico veterinario ha aumentado en la época actual
dada la complejidad de las explotaciones pecuarias, sin em-
bargo, aunque su presencia es importante para la salud y ma-
nejo en las mismas, parece no influir en la enfermedad [2].

Finalmente se determind que tampoco existe una aso-
ciacion entre el manejo de desechos bioldgicos y la seropositi-
vidad al parasito, hecho igualmente referido en una investiga-
cion realizada en México, en la cual, al analizar las fincas que
no contaban con un programa para el manejo y disposicion sa-
nitaria de fetos abortados y desechos placentarios de otras
que si lo aplicaban, no se observaron diferencias en ambos
grupos [21]. Sin embargo, a pesar de que no fue posible aso-
ciar este tipo de practica con la seroprevalencia en este estu-
dio, no es concluyente el hecho de que la ausencia de un pro-
grama de manejo de desechos bioldgicos en la finca favorezca
la ausencia de seropositividad al parasito. Los resultados de
esta investigacion no dan indicios de infeccion postnatal a N.
caninum en los rebafos estudiados, si bien es de sefialar que
los perros que consumen desechos biolégicos como placen-
tas, fetos, entre otros con quistes del parasito, son capaces de
infectarse y eliminar ooquistes esporulados en sus heces y a
su vez, contaminar el medio ambiente [1], en este caso parece
no haber influido en la transmisién del protozoario a pesar de
que las cuatro fincas tenian presencia de hospedadores defini-
tivos con acceso libre a los establos.

La presencia de anticuerpos anti N. caninum en las bufa-
las de este estudio pudiese estar influenciada por la transmi-
sidn vertical o congénita, como lo reporta Rodrigues y col. [30]
donde manifiestan que la via transplacentaria fue una impor-
tante via de transmision en esta especie, en un estudio reali-
zado en bufalos de agua de diferentes edades, infectados na-
tural y experimentalmente, en el que se midid la respuesta se-
roldgica a este protozoario.

Con ninguno de estos cuatro factores fue posible identifi-
car asociacion con la seroprevalencia a N. caninum. Es rele-
vante detallar que no existen en la actualidad estudios sobre
estos factores de manejo asociados a la prevalencia de infec-
cién por este parasito en bufalos, sin embargo, en otros ru-
miantes si se han reportado estudios, donde se hallaron aso-
ciaciones variables.

CONCLUSIONES

Se logré demostrar la deteccion serolégica de anticuer-
pos anti Neospora caninum en bufalas del municipio Colén del
estado Zulia a través de la técnica de ELISA. La seroprevalen-
cia a la infecciéon por N. caninum determinada en este trabajo
fue moderada, donde las cuatro fincas evaluadas presentaron
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animales seropositivos, lo cual indica que la enfermedad se
encuentra ampliamente distribuida en las bufalas de la zona
estudiada. No se encontroé relacion significativa entre la sero-
positividad al protozoario y las variables de manejo analizadas.

RECOMENDACIONES

Los hallazgos de esta investigacion permiten recomen-
dar la inclusién del descarte de N. caninum en los protocolos
de diagnéstico diferencial de enfermedades abortivas de gana-
do bufalino. Se sugiere un control seroldgico de las hembras
bufalinas para reposicion, nacidas dentro de la finca o adquiri-
das y dejar para reemplazo solo bufalas seronegativas. Elimi-
nar hembras seropositivas con repeticidn de abortos. Hay que
destacar que la informacidén respecto a esta enfermedad es
escasa a nivel nacional en la especie estudiada (Bubalus bu-
balis), por lo que la implicacidén de este parasito en los proble-
mas reproductivos que afectan estos rebarios ha sido poco es-
tudiada. Los datos aqui presentados reflejan una parte muy
discreta de la informacion requerida para el entendimiento
completo de la participacion de N. caninum en |0s problemas
reproductivos de los bufalos del pais, por lo que se requieren y
recomiendan mas estudios especificos a este respecto.
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