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RLESUMEN

1.8 prosente tesis constsic en un andhsis de la infeccidn por N carimum cn gznado vacune
lechwrn en Catabufia bassde vn andalisis serolopgices de rehafios completos.,

Este trabajo supone ¢l primer estudic de un brite de abane causado por Neospora
caninum en unma granja de aha produceidn lechera de Catalufia, en Licida, Ll estudio
reproductivo, serolopico y la evidencia del pardsito mediante téonica de PCR en Fetos
permilit esiablecer una relacidn causal del brote de abonio por & caminem. En el estudio
un 4% de las vacas seropositivas abontaron en ¢l penodo de 1 afio, pasando de un nivel
medio del 10% de aborta e el ebafio en afos antenores a un 23,2%. Fl aborto ocurrid
principalmente en ¢l sepundo tnimesiee de gestacion. Bl nicsgo de abono fue 12,2 veces
mayor en los animales seropositivos comparados con los seronegativos. El eswdio
serologico a nivel de rebafio completa, en animales de vanas peneraciones, madres ¥ sus
hijos/hijas con una transmision congénita mayor al 90% puso en cvidencia la tRosmision
transplacentaria como la via mas irnportante en el mantemmicnto de Ly infeecion on los
rebafios ¢n nuestra zopa. Los resultados indicaron qoe la serologia matema es un buen
indicador il fesgo de aborto on la neospornsis, mientras que factores de fdespo de aborto
habituales en la zona, tales como la edad de los animales (novilla-vaca) v la estacidn de
mici de gestacidn, guedan enmascarados en una infeccidon par Neospora.

Ln un segnndo osiudio se evaluaren los Laciores de espe que influencian b infeccion por
Neospore cuningm o dichas granjas que habian presentado histonial de problemas
reproductivos mediante ¢l estudin del efecio di 1a infeccion por Measpora ¥ 1a presencia
de aborto en un tolal de 2773 pestaciones analizadas, Este estudio confirmo de nueva la
importancia de los abortos por Meospora en el sepunda ttimestre de gestacuin, poricndo
en gyidencia que en log animales  infectados  eronicamente antes de la gestacion. la
parasitactOn ng tene efecto shotive en ol pedode Relal temprane pero este se hace
evidente tras los 90 dias de gestacion. En los abordos ocurnidos anes de los 90 dias de
gestacidn, los principales faclores de rAespo fueron el estado reproductivo de lus ammales,
mayor nespe en animales con partos previos comparados con tovillas, v oen las
gestacioenes on las épocas calidas con mayor riesgo que en dpoeas templadas. Poc el
cordrano, trag los %0 dias ¢l anico fctor de resge inchido on el modelo de regresion
mulliple e 1a serolopia positiva a Neospora con un niespn de aboto V8.9 (Hesgo relative
de 12,9 a 27.8) veees mayor en amimles scropositivas, conlimando los resultados
previos y poniendo on evideneia a Neospora como una de las principales causas de abono
en la zona durante esle periodo. Las prevalencias fueron vanables pere se pudo observar

una clara relacion con los cuadros de aborto incluso en las granjas con prevalencias mas
reducidas.

Tras evideneiar a la infeccidn por Meospora coma causa de abortos en Lo yona, se
procedio a 1a valoracion seroldgica de vados rebufios cercanos para conocer la
prevalencia de infeccion de esta parasitacidn en la xona, comporindose 1os resullados
obtenidos mediante dos 1éenicas serologicas de ELISA Herdeheck (IDEXX, ERUUY y
CIVTEST (Hipra, Espaina) ¢n un totat de 2435 animales procedentes de 3 rebaiios, Se
ogbservaron importantes vanaciones en los valores de secroprevalencia en los rebafios,
con niveles desde 3,5% y 3.8% a 34,3% y 31.6% con las téenicas Herdeheck v
CIVTEST. respectivamente, La concondancia entre ambas prucbas fue muy clevada,
con uh valor kappa medio de las explotaciones de £,94 {0,82 a 0,96). Los resultados
sugicren que ambos ELISAs pueden uilivarse indistinlamente en el analisis de muestras
de panado vacuno lechero adubto, Unicamente se pudieron observar pequeias
discrepancias en alpunas muestras. [ analisis de las muestras discordanics cn los



EI1SAs mediante IFI, no ayadd a deseifrar codl de los dos ELISA permitia una mejor
veriticacian de las muesiras con resultados discordantes. En €] caso de estos animales
con resultados dudosos, wn seguimiento de los mismos con muestreos posteriores a lo
larpo del tietnpao ayudatia a reconocerlos como claramente SCropositivos o seronepatives
vn los rebadnios. Los resuliados confirmaron la imporiancia de la neosporosis on Catalufia
y yue su relagion con los cuadios de aboro debwe ser tenida en cuenta en los protocolos
de diagnastico.

En un cuario estudio se procedid al andlisis seroldgico a lo largo de todi la pesticidn en
23 vacas peslantes, [6 de ellas seropositivas en anteriores analisis seroldgicos, para of
estdio de la dindmica de anticuerpos et andimales erdnicamente infeetados a lo fargo de
toda la gestacion. Los ttnlos de antieverpos frente 8 N caninnm on les animales
seropositivos permanecivron clevados por encima del umbral de seropositividad on la
maraoria de 1os animales durante la gestacién, En general, la dindmica de anticuerpos
fue muy homogénea tanto en los ammales que abonaron como en los que no abortaron,
¥ supus0 un aumento de los niveles a partir del scgundo rimestre de pestacidn, lo que
suglers una reactivacion de la infeccion en este periodo. Los animales que abortaron
presentaron ¢n peneral niveles de anticuerpos maximos superiores a la media del resto
de los antmales seropositives antes de que ocurriera ¢l aborte. La observacién de un
pice de anticuerpos en animales infeclados por A caninnm antes de ocutrir ¢l aborto
podtia supetir una reaclivaclon de la infeccion ¥ paso de taguiroitos a los letos pues
cntre los bovioos no huy transferencia de anticuerpos de la madre al felo durante la
gestacion.

For dltimo, en un quinto estudio se valord 1a 1asa de repeticion de abortos asoviados a la
infecedn por Measporag en | rebafio analizado 2 lo larpo de 3 adios, en el que un grupo de
122 animales permanccic estable on ¢l rebafio durante los 3 afos del estudio. La
seroprevalencia media del reabafio disminuyd del 31,7%% del primer afo al 24 8% cl
seeundo y al 19,9% el wercer afto de estudio, micntras el indice de abortos posa del 20,6%
el primer afo de estudio al 5.5% o segutdo v fue del 9.9% ¢n ol tereero, pracias a la
instaurgeion de medidas de control a partir del segundo afio de estudio tales como la
climinacion de snimales seropositivos que hubieran gboriagdo ¥ la inseminacion de
animales seropositives con semen die vacunno de came, Del towal de abortos en animales
seropositivos, el §1% de Tos animales repitieron aboros ¥ de ellos el 36,8%%5 habian tenido
abortos previos. En los 122 animales sélo 4 animales seroconvirtieron en el scpundo afiv
y ¢l resto mantuvieron su estado serolégico a lo larpo de 3 afios. La prevalencia paso del
18% ¢l primer aio al 21,3% ¢l resto de los aios. El aborto repetitivos tuvo lugar cn un
61.5% de los amimales seropositives y de ellos 26,7% habian sufrido zborlo con
anterioridad. Los resultades indican una gran esizbilidad de de fa preseneis de anticocrpos
frente NV caminem en los animales crdnicamente infectados v b utilidad de up muestreo
anual de los rebafios completos para el conecimivate epideminlogico de la infeccion v la
aplicacion de medidas de control 2propizdas ¢n Tos rebafios,

El elevado indice de abortos repetitives vacas seroposilivas indica que la infeccion por
Meospara no produce inmunidad suficienie en los animales parz evitar abortos en
sucesivas geslaciones.

En resumen, los resultados indican [a importancia de la neosporosis en Calalufla y a
parlit de los dates obtenidos se procedend a fa aplicacidn de medidus de control
rucionales ¢ inbepradas gue permitan disminuir Ja infeccion y sus efectos en los ummales
aflvctados.



SUMMARY

The present PhId thesis iz a complete sludy of Neospore canimon infection in dyiry
cattle it Catalonia, Spain, based on whale herd serological screenog, The study reports
the first Megspora-associated abortion episode in 2 dairy herd 1n Catalonia, in Lleida. .
During the 1-year study period, the overall abortion rate for the herd was 23.2%, haviog,
being 10% in the years belore the study. The data analysed were those derived from
blood samples collected {rom the whole herd and data from diagnosed prephancies.
Antithodies to & caninum were found in 35.4% of the caule; 44% ol seropositive
prepnant anmals aborting over 1 vear period. Based on the odds ratio, the sk of
abortion was 12.2 times hipher (P<0 0001 ) in the Neospora scropositive animals than in
seronegalive animals, and significantly higher during the second term of pestation
{P=0.01) than during the first and third terms, Abortions were notl feund to be associated
with parily staws or season of pregnancy, commean nisk Tactors associated with
pregnancy loss in the peograpliucal area of the study, Age-related differences in AL
canfnnm seroprevalenee were not statistically sigimficant, indeealiog venical
transmission as the main route of infection. Indecd, 2 high percentage of congenitally
infected offspring was observed (90.6%9), and the farm had been iree of dogs for the last
7 years. Our results suggest that, in an increased incidence of abortions due to
neosparesis in dairy callle, maternal serology can be a pood Indicator of abortion ok

and that abortion-linked management lactors, such as parity and preponancy scason, may
he masked.

A second study was designed 1o evaluaie the relalionship between NMeospord caniniem
infeciion prior o pregnancy, as determined through maternal serology, and the
subsequent pecursenee of abortion in datry catthe. Special emphasis was placed on
pregnancy losses io the (st tomester of pregnancy. N camimam antibodies were
analyzed by commercial ELISA in 2,773 pregnant ammals (2,022 parous cows and 751
heilers) frum 6 herds. The mean seroprevalenee ol antbodics to N, carinum in the herds
was 15, 1% with vanabie levels of seroprevalence among hends, No significant etfecis of
Neaspora positivity and herd were found on the abortion rate before 90 days of
pregnancy. Based on the odds ratie, the abortion rate was 4 limes higher (P<0.0001] in
animals that became pregnant ity the warm than 1 the cool peniod, and 3.7 times highet
{P=0.0001) in parous than in nenparous animals. Meospora positivity was the only
variable included i the lopistic reeression model for abortions cecurring afler 90 days
of pregnancy. Seropositivity in an animal increased the probability of aborion by an
odds raug of 189 (P<0.0001; 95% confdence interval 12910 27 8), confirming the
importance of M cowimmmn inlection as 3 main cause of abortion in eur area, Seasen,
parily and herd showed noe effect. The resulls of the present study suggest thal chronic
Neospora canirnm infection prior tor pregnancy appears nod 10 affeet the carly fetal
period, but does have a significant gbartive effect aficr 90 days of gestation,

Ir & third study, sera samples were simultaneoasly sereened wsing two commergial
ELISA teehnigues: CIVTEST (Tipra, Spain} and Herdeheok (IDEXX, USA) in 2 wial
of 2435 animals {from 5 herdy. Important vadotion in seroprevalence levels were
observed among herds. with volues from 3.5% and 3 8% to 34.3% and 31.6% with
Herdeheck and CIVTEST, respectively. Kesults from both techniques showed high
levels of agreement. mean kappa value of 094 (182 ta 0.96). The results suppested that
both ELISA techiniques can be interchangeable when analysing seroprevalence of &
cattifiter infection in dairy caule herds, Ooly a few samples showed discordam resuits
that could not be discriminated when they were analyeed by [FAT. o the case al
animals with doubiful resuits, a serological iellow-up should be advised. The results
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confinved that N, cawirumt infection is imporntant and widespread o dairy cattle from
{Catalonia and that this infection should be incorporated in the abortion diagnostic
protocols.

In a fourh siudy the objective was 0 follow-up how the antibody levels change over
lime during pregnancy in 1G initially scropositve dairy cows and 7 initially

serane pative caws, during ther pregnancy. Stedy cows were blood-sampled before
artificial insemination (Al), at 45, 90, 120, 150, 180 and 210 days of pregnancy and al
partuntion, of at the moment of abortion if this ocewired. Blood serum samples were
malyeed lor anti-N coninon antibodies by ELISA (CIVTEST, Hipra, Spain}. In all, 3
pregnancies ended in abortion (1 scronegative) and 2 in stitthinths (1 seronepative). All
animals seroncgative remained as such aleng the study. The N canimem amibody titees
remained well above the cut-ofi Tinnt for the test used in 14 of the 16 seropositive cows.
One anumal was negative throughout the whale pregrancy and olher animal was
nepalive only al the before Al sampling but secopositeve in the rest of samplings. In
both, nun-aborting and aborting cows, mean values of antibody titres to A caninwm rose
from 1530 days of gestation. being maximum al 210 days and thereafter decreased before
parturition. [n general, dams that aborted showed maximum antibody titees just before
e aborion took place. The consistent pattern of rise in antibody tiires observed dunng
prepnancy in most of the cows indicated a reactivation rather 1han a reinfection of the
parasite al mid-gestation. The study resuils indicaic that there 1s only 4 minor temporal
instability of anti-N. cawinum antibody reactivity in adult catile,

Finally, in a fiith study, the sernlopical status of Measpora was monitored in animals
older than & months in a dairy herd with & 3-year histary of prevalent N cavifenens and
N caminum-associated ahortions. Qoe hundred-twenty-1we animals persisted in the
herd [or the three yvears. The overall seroprevalence of & caninemt in the herd
decreased (rom 31.7% in the first year to 24.8% in the sceond year and 1o 1999 in
the third year of the study, while the overall ghorion rawe deercsied from 20.6% in
the first year Lo 5.5% 1n the sccond year, and 9.9% 1n the third, These decrenses
occurred in response to control measures adopled from the second year onwards, such
as culling Meospora-seropositive aborted animals and inseminating Meospora-
seroposiive doms with beef bull semen. Of the total number of abortions ceconded in
seropositive animals, 51% were repeat abortions that occurred in 36.8% of the
snitnals in the beed willh @ previcus history of sbortion. The initial seroprevalence of
MNeaspora i the 122 animals followed for the 3 vears was 18%0, increasing 10 2] 3%
in the second and third years. Seroconversion only vecurred in 4 animuals during 1he
second and thitd years ol the study . In the 122 animals, abortion cceurred only 1n
seropesitive amimals und 61.5% of the oty number of sburions in seropositive
animals were tepeat abortions oceuwrting and in 26.7% of the tatal mwnber of animals
with a previous history of abortion, These tesults indicaw thal Meogpora
seropositivity can be very stable through time and ¥, canirum infected cows can
show a high rate of repeal aboriions, The present data reinforce 1he idea that annual
seralonical seteening for Neospora can be an effective and rapid method of detecting
& cerrinten Infeenon, such thatl control measures can be cstablished at the M level.

In summary, the results indicote 1hat & caninum infection ts a very important cause of
abortion in dairy herds {from Catalonda, Spain. Basced on the present results, adequate
control measures will be established in the herds to decrease infection levels and its
ciicets on cattde herds.

110



REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Introduceion histdriea.

El poimer caso de infeccidn por Neospora se diagnosticd en 1984 en Nomegs (Bjetkas y
Presthus, !989), en un pemo con paresia de las extremidades y lesiones de carcler
inflamatorio cn su sistema tervioso cential ¥ museular, producida por uo parisito prolozoo
frmador  de  quises, morfeldgicamente  parecido  a  Toxopfusma  gondii  pero
scroldgicamente negative lrente Tovoplasma,

En 1988 Mubey y colaboradores (Tubey ot al., 1988a) identifican en un grupo de 10 perros
en EEUU un pardsito similar con idéntica sintomatolopia v proponen la denominacion del
pardsito en un nuevo géncro, Meosporn , ¥ Como especie Upo Meospora caniram.

Ese mismo ano estos autores (Dubey el al, 1988k} consiguen el primer aislamicnio del
parasito en goitive celular La inoculacidn experimental 4 permos confirma a Neaspora
como causa de las alleraciones neurclogicas, parcsia, paralisis ¥ muerte en los perros
infectados. También ese afioc Dubey y colaboradores desarrollan la whenica de
inmunofluorescencia inditecla para 1a deteccidn de anticuerpos freme  Neosparo.
pualmente ponen a punto Weneas inmunohistoquitnicas para la deleeeion del pardsite on
tejidos. Asi se democsita que el parisito procedeate de Noruepa ¢s ¢l mismo que el de
EEULL, Fl estidio de casos retrospectivos indica que ya en 1957 ¢l pardsito existia cn
perros en EEULL

Sc sospechabn que un protozeo era el causante de abortos en vacas. (Floole y JefTroy ¢n
987 deseriben wn caso de encefalomiclitis por un csporozoano en un Wwemero recién
nacido en Inglaterra que fus negauvo a Texopfasma y Sarcocystis {revisadoe por Paulo ot
al., 2005).

Fn 1989 Thilstedt y Dubey reportan la presencia de un protoroo en felos de ganade
lechere abortados en Califormia que reaccionan frente a anticuerpos especificos a M
canirunt. A partit de 1991 se diagmosiica coma una de las pnacipales causas de abotlo en
panado vacunc en California {Anderson et al., 19%1; Barr et al, 19913 I'n 1993 ¢] parasile
e« gislado en cerebre de fetos abortados. Estudios posteriores determinaron que ¢l pandsilo
aislado et permos y bovioos perencee 2 la misma especie. Desde enlonees Neaspora ¢
reconocide como una causa de abortos tambicn en cabras, avejas, caballos v clervoys v se
hon deicctade anticucrpos a4 N cominnmr en una gran vancdsd de animales; camcllos,
bifalos, rormos ¥ gatos caire otros (Dubey, 2003}

Hasta 1998 sélo s¢ hahian podide identificar los esiadios que forman pane del eiclo
asexual o extraintestinal en los hospedadores intetmedianios (FIT). Tras varios intentos
frustrados de cerrar el cicle, por in se llepé a conocer e hospedador definitive (FID)Y de
Neospora capaz de excretar coquistes de este pardsito que resulld ser el poereo {MeAllisier
at al., |998), Recientemente s¢ ha podide observar que ¢l coyote cs tanbidn un HD de A
canimem {Gondim et al., 2004). Se desconoce =i otros cinides silvesires puedan actuar
como HD (Dubey, 20051,

2. Taxonomia.

Taxondmicamente & carfrnm cg un voccidio que se incluye denima del phylum
Apicomplexa, ¢lase Sporosoca, subelase Coceidiz, orden Lucoeedia, suborden
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Fimenina y familia Sarcocystidae {al ipual que Togoplasme, Surcocysns y Besnaoitia).
{Dubuey v Lindsuy, 1996).

Neaspora canimun s¢ cnguentra estrechamente relacionada con ofras 3 especies también
pericnectentes & 1a familia Sarcocyslidze cuyos ooquistes tienen un lamano similar:
Toxoeplasma gondil, Hammondia hammondi en heces de galos y Hammondia heyvdorni
et heces de perros (Lindsay et al., 1999, Estudios Hlogendlicos relacionaron
inicialmente a & caninnm con T gondii (L:llis et al., 1994, Holmdal] et al_, 1994}, peto
oo prescetla reacciones cruzadas en (F1 o ELISA v se pueden observar diterencias on sus
estadios parasitanios. También se ha relacionado N caninren con H. fevdorni (Ellis et al.,
1999 Mugridge ot al., 1999) planteando un debate sobre 1a existencia det género
Neaspara {Mehlhorn v Heydom, 2000; Heydom ¥y Mehlhorn, 2002). Sin embarpo .
cerlpie? Dresenta caracieristicas bioldgicas, inunolégicas, morfoldpicas
moleculares propias que la diferencian de las otras especies (Dubey et ul ., 2002

Dientro del pénero Neospora, ademas de N cunfion, s¢ ba descubienio olra especie on
caballos (V. hughesi) gue presenta wnas peguenas diferencias a nivel molecular con N
cartinim {Dubey ot al., 20013

A pesar de exisur diversidad biclogica ¥ genética enlre los aislamicntos de Meospora on
bovinags ¥ canimos, ambos son capaces de causar aborto en bovinos {revisado Dubey v al |
2006).

3. Ciclo parasitario.

La relacion con Toxeplasma hizo sospechar desde el principio un ciclo similar con
hospedadores definitivos camivoros y hospedadotes intermediucios, puts anicamente e
habiun podide dennficar 1as fases que forman parte del cielo asexusl o exlrantestinal cn
los hospedadores intermediarios (11} taquizeitos v gquisies con bradizoilos cn su inteour.
L2 cicly de vida presenta tres fases: taquizotos, bradizoios ¢n quisies ¥ ooguistes. Los
laguizaitos ¥ los guistes son intracelulares y se desarrollan en los HI

3.1. Taquizoitos.

La estruciura de los 1aquizeitos o5 idéntica a la de otros Apicomplexa, s1 bien pueden
diferenciarse morfoldgicamente de T, gondif por microscopia eleelrdnica (M) por su gran
mimere de coptnas, de 8 a 18 ¥ de micronemas. hasta 1500 que cn 1os otros géneros son
iimitados. Ademas en Mepspora bay muy pocos granulos de amilopeptina (Pas F) que son
muy nurierosos en 1. posdii (Figura 1.

Los taguiroios Henen wi didmetro de 6 x 2 pm aproxitnadamente, apancecn
intracelulammente. L.os wouizoilos se dividen en 2 zoitos por endodiogenia. Miden
aproximadamente 6 x 2 um, ¥ presentan una forma pinfomme o en banana, Se sithan cn el
clicplasma de eélulas nerviosas (Schwant, neuronas) prefereniemente, pere pueden
encontrarse en oflulas tan diversas come macrilagos, Abroblastos, células epiteliales,
células renales. hepatocitos. Fl fagquizodio es la lfuse de desarollo mis rapida v 1a mas
patbgena, causando lisis celular por divisidn activa dentro de 1a célula hospedadora (Dubey
¥ Lindsay, 1990: Lindsay y Dubey 2000} y pesa via transplacentaria al feo on Jas
hembras geslantes,

El cultivo in vitro de los taquizoilos ha permilido ¢l estudio de los mecanismos de
reconocimicnto, adhesion a la eélula ¢ invasion celular con fommacidn de una vacuola
parasitolor intracioplasmética en donde los taguizeitos se multiplican por



endodiogenia y tras la ruptura celular se inicia nuevamente el proceso de invasion
celular (Hemphill et al., 1996, Hemphill, 1999).

Por accién del sistema inmune del hospedador los taquizotos se transforman en
bradizoitos, los cuales se dividen lentamente hasta formar quistes en el tejido nervioso
(Wouda, 2000). Los mecanismos que llevan a la transformacidon de los taquizoitos en
bradizoitos y las interacciones parésito-hospedador se han estudiado in vitro (Weiss et al.,
1999; Hemphill et al., 2004) pero se sabe poco de ellos.

Figura 1. Taquizoito Neaspora(A) /Toxoplasma (B). Foto generosamente cedida por J.P
Dubey (Beltsville, MD, USA).

3.2. Bradizoitos y quistes.

Los bradizoitos estdn contenidos en el interior de quistes intracelulares, contienen las
mismas organelas que los taquizoitos, aunque en los bradizoitos el nimero de roptrias
es menor, tienen més granulos de amilopectina (Speer y Dubey, 1989; Jardine, 1996) y
su crecimiento es lento.

(Figura 2. Quiste con Bradizoitos). Foto generosamente cedida por J.P Dubey (Beltsville,
MD, USA).
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Las quistes tienen forma ovalada a redondeada con una longited de hasta 107 um,

s¢ caracterizan v diferencian de otros apicomplexa por poseer una pared quistica muy
grucsza, husta 4 pm de prosor ¥ en su intetior contichen nwmerosos bradizoitos de 7-8 x 2
pm {Figura 23, 8¢ locahzan en el tejido nerviozo central incluyendo teting y tamhbign s
han observado gquistes en neevios peetléricos de un equino y en el mdscolo ocular de un
potre infectadn congénitamente. Aunque no se han loprado observar gquistes en tejido
musewlas tras infeccian experimental {Dubey cf al,, 20023 recientemente se han descrito
quistes de pared muy delpada con ¢.3-1.0 um de grosor en musculo de panado y pemo tras
infeccion natural (Peters el al., 2001, Dubey, 20033,

3.3. Ooquistes.

Sdlo hasta 1998 tras determinar ol perro coma hospedadoer definitive (HD). se conlirmd ia
naturaleza coccidiana de Meospora. En el perro liene lugar la gunctogonia o fase sexual

del cielo que da bugar 5 1a formacidn del cigotoe u ooguiste que se elimina al medin
ambicote no cspornbado. Los ooquisies de N cuninum tienen forma eslenca o

subeslénica y su famano ¢sde 11,7 pm x 11 3um. La pared ex lisa, tene un gresor de
{0.6-0,8 um y ne contiene of mictopiln, Se climinan cn muy pocos dizs ¥y en muy poca
cantidad, esporulan en el medio ambienic ¢n unas 24 horas con la presencia de dos
csporocistos elipsoidales (8,.4um x 6,1 um) con cuatra espororoitos cada uno (6.5um x

2 Upm) de forma alargada y el cuerpo residual esporogquistico {Lindsay et al., 1999).
Deben difercoctorse los ooguisics de Neaspora de los de 21 hevdorni (Schares et al.. 2005),

El perro no sélo actita como 11D sino también como HI ¥y experimentalmenlte se ha
comprobado st inleccion was inpenr te)idos de ganado (Dhjkstra ot al., 2001) y de
gnitnales silvesire s naturalmente infectados (Gondim et al., 2005), pero no ras inperir
tefidos de fetos abortados (Bergeron et al., 2001). Los casos de deteecién de ooquisies
en heces on permos con infeeeidn natural soo excasos (Basso o al, 20017,

También pueden actuar como HL muchas otras especies en las que se ha encontrado los
estadios extraintostinalies, bien tagquizoiis o quistes con bradizoilos de M. cattirnurr tales
como cn tejidos de panado vacunn. equinos, oving, capring y clervos. Ademds sc ha
detectado presencia de anticoerpos de N caminutr ot muy diversos animales: mapachaes,
ciervos, bufaloes de apua. camellos, gatas, ete ... indicando conlacto de forina natutal con
¢l parisite ¥ posiblermente actuando como HI cn un eiclo silvilico (Dubey, 2003).

Aun se descanocen alpunos aspectas del ciclo completo de A caminum como la
localizacion o la estructura de los estadios enteroepiteliales en ol perro (Lindsay v
Dubey, 20009 asi como b frecuencia de eliminaciin de los ooqguistes v su
supervivencia ein el medio externo (Dubey, 2005). También se desconocen aspecios
sobre ¢l desarrollo v distribucidn de & corimen on los (01dos de animales infeclados
naturalmette v se sabe poco de la inlectividad de los quistes v faquizoitos en lus
camivorgs despuds de su ingestion natural.

A diferencia de Toveplasma, Neospora no ha stdo deserito en la espeeie humana (Nang et
al., 1998, Peletsen et al, 1999, Dubey, 2003}, aunque se precisa mas investigaciom en este
prunto. Pe hecho, un esiudio reciente ha evidenciado presencia a anlicucrpos en coleriws
de S1DA {prevaleneia 38%) v on enfenmos con alteraciones neurolégicas (prevaleacia
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18%). En este estudio la seropositividad a N. caninum fue confirmada mediante
inmunoblotting (Lobato et al., 2006).

Figura 3. (Esquema ciclo)
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(Dubay J.P., Beltsville, USA)

3.4. Transmision.

La forma més frecuente de transmisién de Neospora en la naturaleza es la transmision
transplacentaria vertical o endégena pero también se da transmision transplacentaria
exogena, horizontal o postnatal (Trees y Williams, 2005). La via vertical permite el
mantenimiento de la infeccién en el rebafio en varias generaciones (Bjirkman et al., 1996;
Wouda et al., 1998a) pero no es 100% efectiva. Por lo tanto, para que la infeccion se
mantenga indefinidamente en un rebafio se debe dar transmision horizontal. No se ha
demostrado transmision de vaca a vaca (Anderson et al., 1997).

3.4.1. Transmisién transplacentaria exigena, horizontal o postnatal.

La transmision horizontal o post-natal de la infeccién es posible por la ingestion de
ooquistes eliminados en las heces del HD-principalmente ¢l perro, que contaminarian el
alimento (pastos y forrajes y piensos almacenados) y el agua de bebida. Por el momento
se desconoce la importancia relativa del pasto contaminado comparado con el forraje y
los piensos almacenado, de los canidos silvestres (zorros, coyotes v dingos) en relacion
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con los perros domésticos, asi como [as de ks diferentes aptitudes (de compatiia, de
pastor, de caza) v razas de perros,

Mo obslante, también la estrecha convivencia del perre con ol panado favorceenia la
transrmisidn honattal cntee ¢l perto y los bavidos. Por una parte, la cama y los alimentos
almacenados (formaje ¥ concentradng} contaminados con ooquistes climinados en las
heces de los perros infectados podrian ser una fuente de infeccion para las vacas, y por
oiro ¢l acceso de los pertos a las placentas, {eios abonados v restos de animales mucrtos
infeetados, abandonados en los establos, serian la causa de [a transmision de la infeecitn
al HD. Ln este seatido se ha demoestrado Ja alta aseciacion entre 1 preseocia de perros en
las explotaciones lecheras v la infeceion por NV candnun { Wouda et al | | 9949

E.a fransmision honzontal purcee {erer mayor importancia de 1a que injcialmente se crvia
¥ los brotes de abone en ganadn ¢on infeccion hodzontal reciente se caractenizan por
prevalencias muy elevadas ¥ con anlicucrpos de bap avidez aunque la transmision pot
ooquisies tambicén ocurre en los Tebafos sin que ¢sios sufran brotes de abortos (Dubey,
2003).

La transmision  laciopéniea, anoque se considera posible, pues expenmentzlments se ha
lograde infiectar temeros recign nacidos, no parcee posible en condiciones naturales
parece no tener importancia epidemiologica (avison et al., 2001; revisado Dubey, 2005)
Los hospedadores inlermediarios, ademas de por ingestion de coquistes procedentes del
pureo se infectan wmbidn pot transmision vertical de madres a hijos.

b.a transmistm por via vendrea o3 poco probable aungue se ha deteetado LINA de
Neospora en taros {Caetano-da-5ilva et ab., 2004}

24.2. T'eansmisten transplacentaria enddgena o vertical.

La transmisidn verticul, conpénila o matetno-feta] ocurne en una gran cantidad de especics
afectadas v s la pringipal via de transmision cn ganado vacung, Los taguizoitos una wez
que han invadide la mucosa intestinal, son los responsables de la infeccidn
trasplacentana, observandose el parasito ¢n los lelos abortades. [n los animales
infectados de forma congenita gue nacen aparentemiente sanos, se detectan anticuerpos
[rente a Neospora antes de la toma de calostro (Dubey, 1999b). Los abortos y Ta infeecion
en general pucden repeticse en un mismo animal ¥ (s hembros infectadas serin positivas
duranic loda la vida tenicodo mas probabilidades de aborte al llegar a adulias,
contribuwvendo al mantenitiento de la infeceion en los rehafios (Hietala v Thurmond,
1999; Davison of al., 1999 La via trasplacentana es aliamente eftctiva con transmision
madre-feto del 80% o mds {revisado Wouda, 2003) v puede actuar en el mantemmicnto
de [a infeccion en un tebafio incluse sin lo participecidn de un HIY gque contamine ¢l
medio con oaquistes del pardsite (MeAllister et sl 19993, pero no es 1008 clectiva
como lo indican los estudios de vanas generaciones de madres ¢ hijas,

No s ha demostrado transmision por translerencia de embriones por lo cual esta Oltima se
reconienda pura el control de ka iransmision vertical. (Baillarpeon etal., 200 ; Landmuant
ef al,, 2002, Biclanski of al,, 2002,

3.5, Ciclo silvatico.

Diversos estudios han evidenciado la presencia de anticuerpos v par tanto contacto coh
N i en una pran varicdad de especies silvestres come en clerve de cola negra v
blanca, cicrve rojo, conm, bifalos de apua, bidalo africano. cebras. camnelios,
tinoeerondes, (revisudo Dubey, 2003 Ferroplio etal., 2003, Solda et al., 20043 ¢n atce
{Gondirn et al., 20043, en bisonte americano ¥ caribow (Dubey v Thuilicz. 200635) asi
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como 1ambién en especies de zoolagico (Sedlak and Bartova, 2000% aungque de las
cuales solo se ha logrado confirmar al ciervo de cola blanca cotne huésped
intermediario (revisado Gondim, 2006) v se ha aislade de bafales de apua y ovejus
{Dubey, 2005).

También s ha deteclade presencia de anticuerpos ¢n una vanedad de camivoros
silvestres; covotes (Lindsay ot al., 19946}, dingos (Barber et al., 1997), zomos rojos v
grises (Barling et al., 2000, Schares ot al., 2001} sugiriendo un papel de los canidos
silvestres en la epidemiologia de 1a neosporosis. Por olro tado también se ha indicade que
la exposicion de covoles o rorros grises os un facior de riesgo en la infeccion (Barling ot
al., 2000}, Recicnlemente sc bha detectado elininacion de ooquistes de V. carinum par
el coyole (Gondim ot al_ | 2{(0(4) y s sospecha que otros camivoros silvestres como 2]
zomre rojo puedan actuar coma 11D manteniendo an cicla silvitice de la inleccién
(Almeria et al.. 20020, En Espafia, el zomre 25 un hospedador intermediana natural cin el
ciclo de Neospora (Almeria et al., 2002},

[l papel de cada una de estas especics hospedadores en el ciclo bioldgico del pamsito y su
importanciz en relagion con la transmision de b infeceidn no estd totalmente aclarado
pero al tomar medidas de control en ks granjas deber constderarse también este tipe de
animales.

4, Distribucidén y prevalencia en ganado vacuno.

La infeceion por & canfru o8 reconocida como una de 1as principales cousas de aborto
cn ganado vacung on todo ¢ mundo. Su distnbocion es mondizl con deseripeidn de casos
en todos los continentes incluyendo Australia. Nucva Zelanda, Asia. Europa ¥y América
del Morte y de del Sur {revision Dubey, 2003}. Llay diferencias en las prevalencias no
sdlo segin ¢l pais que se esté estudiando sino taambién 1a repion donde este ubicado
el/los rebafios analizados lo cual hace que cada pais v /o repidn sean diterentes los
factores de riesgo y €l impacto economico de la infeccidn por Neospora en los diversos
rehanos (Cactano-da-silva et al., 2004).

Varios esiudiog han indicado las diferencias eatre lag prevalenvias de infeceidn en esta
especie ¥ han permitido observar indices de aborio asociados a infeccidn por Meoxpora
que varkan del 12% o Alemania al 45 % en 115 A causando importantes péndidas
econdmicas ¢n las explotaciones panaderas bovinas {revisado Dubey, 199%a; Dubey,
2003). En la acwwalidad se considery la causa mads importante de aboros en ganoadeo
vacuno et Califomia con mas del 7% de vacas seropositivas en algunos rebaiios
(revisado por Dubey, 2003). En Holunda la infeecion por & caninum se cnguentra
ampliamcnte diseminada con presencia de animales seropositivos en ¢l 78% de los
rchafios ostudiados {Wouda, 2000).

En panado de came N canintm lambién provoca abortos ¥y merialidad neonatal pero
comparativamente se xabe poco de la infeccidn v de lus cunsas del gborto debido a la
dificultad de oblener los fetos abortados (Dubey, 2005). Aunque, ehminar En general,
los rcbanos de leche tiencn mayores prevalencios que los rebafios de came, con
difercncias significativas en Espafia  pero no en otros paises europeos {Alemania,
lTolanda, Suecial (Bartels et al., 2006; Cactano-da-Silva et &, 20060,
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3. Patogenia en ganado vacuno.

La infeccidén en ganado vacuna puede oeurmr iransplucentaniaments o tras ingestion de
ooquistes espomilados. Se desconpeen aspectos de la patopdnesis de la infeccién en la
vacas despues de infeccion oral con coquistes {Dubey, 2003,

Cuando esta ingestion ocurre durante la gestacion, el pardsito invade las eélulas del dtero
grivido provoeando brotes de aborto. Por lo wanto en estos casos [a parasitemia ca la mardee
tra como consecucncia la mfeceion [l que wmbién ocume on ganado Infeclado
cronicamente por Neoxpora antes de la pestacidn.

Los abortos ¥ ka infeceidn en general pucden repetinse on un mismo animal, aungue en una
tnenor proporcion {Dubey, 2003), Ademds, las hembras infectadas serin seropositivas
durante toda la vida, teniendo mds probabilidades de aborto al llepar a adultas, v
contnbuvende al mantenimicndo de la infeccion, sobre 1odo en los rebafios (Davison et al,
1999; Anderson ot al, 1995; Hictala v Thurmond, 19993

Al analizar como se produce ki infeccian ¥ mucrie fetal surgen varas posibles hipdtesis
ligadas al periodo de pestacién en el cual se da la transnusion de la toadre al feto {como
conscencneia de la reactivacion de unas nleceidn latente) v a 1a respuesta inmune maleima.
A suover Jd manifestacion de la infeecidn depende de Ta edad fetal v posiblemente del
prado v duracion de 3 parasiternia y a las cargetedsticas del aislade infeclante (Innes et
al., 2000, Innes et al., 2002; Buxton ¢t al., 2002).

El compleo proccso de invasion celular entre los apicomplexa ez similar e incluye
reeeptores de superficie ¥ proteinas de micronemas, ropitias ¥ peanulos densos gue
mediarmn [a adhesion a la soperficie celular v la {ormacidn de vacoolas parasiiofors
intracelulares ¥ su posterior maduraeiin (Nagoleswarm ot al., 2003).

f.os detalles del proceso de invasion cclular pucden ayudar a explicar ] porqué algunas
céhilas son mas sosceptibles que otras a la invasion por Nepgpera ¥ porqué algengs
especies como los canines ¥ gl ganado vacuno lecherg son mids susceptibles a la infeccion
{Buxton et al., 2002;.

5.1, Ippvasion celular.

Fl atague inicial del parasiie ocure sin minguna oricttacion sobre el plasmalema de la
citlula hodsped. Postenormente cl laquizoiio es reorientade ¥ su porcion apical se divipe
hacia la célula unidndose a ella. Las organelas empiczan a descargar su contenido on la
vacuola pamsitdlors en formacion, Ta membrana parasitéiorn vacuolar (PVM) se fonoa
por ioversion del plasmalena del huésped sobre el pardsite hasta que se eslablece una
vacuola parasitétora con organelas asecidas a la PVM. (Buxton et al,, 20682),

5] mayar dafio patdeeno parcee ser debido a la rapida multiplicacion de 1os taquisieitos en
el interior de las células. fundumentalmente en célubas nervinsas con isis celular v beos de
necrosis. Alrededor de estas areas se produce una luerde reaccion inflamatoda,
fundamentalmenie de células mononueleares Ly coat se produce incluso cob cscasa
prisenciy del purisito. Se desconoce ki existencia de woxinas o sustancias solubles
climinadas por el pasisito.

Por su parte los quistes tisulures no parecen causar gran dailo lisular, no aparceiendo
respuesia imflamatona por pane del hospedador, aunque en ccasiones trs la rupiura de

un guisle se presenla un grandloma que rodea el tejido guistice depencrado v a lus
bradizoilos (Dubey, 2003).

Fn inpeelactdn cxpenmental se bha observado gque los waquizonos de Neospora son
infectivos vin subcytinen, intrupeotoneal, intramuscular ¢ incluse por via ol a pesar de
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sct sensibles @ las enzimas gistocas. Por su pante los bradizoitos resisten la accidn del
acrda elorhidineo v de la pepsina.

l.a localizacidn del pardsito v las lesiones inflamatorias determinarin el curso clinico ¢n
fos pnimales afectados.

5.2. Patogenia del abarto.

Para intentar cxplicar la presencia de abortos debidos & Neospora se han de boscar sus
causas tanio en las lesiones que causa direclamente ¢l parasito en la placeota v on el leto
e impiden su supervivencia, asi como por la liberacion de prostaplandinas que provocan
lutedlisis y postedor aborto o tanbidn por la liberacién de cytoguinas pro-inilamatorias
que provoesn e expulsion fetal. Todos los antenores relacionados enire si, cobran
Mayor ¢ Menor imporiancia scgin ¢l perodo de gestacion en que ocurran {Dubey et al,,
20063,

La madurex del sistema inmune fetal se da progresivamente durante la pestacian. A
partit de lox 100 a 130 dias de pestacion ¢! feto ez capaz de emperar » desamollar una
respuesta inmune gue sc hace mds compelente despucs de los 150 dias de gestacion y el
fe1o es capaz de reconocer y responder a varios paldgenos,

Estudios en henibras gestantes han indicado una alta susceptibilidad del feto inmaduero a
la multiplicacion de N. camimm estando altarnente relacionado la presencia de ahono
¢on ¢l perdode de la pestacion (Quintanilla- Gozalo et al, 2000).

A partir del segundoe wreio de gestacion v a pesar de que ¢l feto desarroita una
respuesta inmune, 0o ¢s suficiente pues durante esie periodo se presentan la maveria
de abwortos ascciados a Measporda v los que llepan al lercer trimestre de pestacion nacen
vivos pero infeclados {Percie-Bueno ct al., 20007,

Tanto en infeceion expetimental como en inleceion natural la invasion de NMeospora en el
dcro ¥ su mulliplicacion intracelular provoca focos de necrosis en los weridos de la madne v
el feie en la interfase matermofetal ¥ da inicio 2 una respuesta inflamatons. Desde aqui la
lesitn se exuende ab coricalantoides (muermbrana placentania del few) entre tos cotiledones
aunque se desconoee si la mayonia de lesiones son causa directa del pardsito o de la
respucsta ingrune materna v fetal (Buxton ot al,, 20027,

Tan letal como las lesiones en la placenta y b inflamacién en los tejidos de la madre ¥ el
oo ¢s el paso de Aeesporg a la circulscidn fetal ¢ invasion de los tejidos fetales,
principalmente del sisterna netvioso central, donde inicialmente se localiza alrededor de
los vasas sanguineos causando destruceion del neuropilo en los ltos menos desarrollados.
En fetos mids desarrollados que va pucden defenderse del parasito, la multiplicacion es mus
restringida y la neerosis se limita a fcos con reaccion inflamatoria intensa. Tambicn s
putde preseatar una meoingitis leve v lesion de drganos fetales como milseulo esquelética,
coraein. pulmon, higado {Buxton et al., 2002}

3.3, Reactivacion de una infeccion latenle.

{Zomo ya se ha indicado, la principal via de transmision de la infeecidn por &, caninnm
5 |2 transplacentaria ¥ ¢l aborte alecta mds a los animales seropesitivas, especialmente
a arquellos que presentan titulos mas elevados hacia el segundo wercio de 1a gestacion,
Tado 1o anterior segicre que los aborios veurren come consecucncia de la reactivacion
de una imfeccidn latente (Buxton et at, 20082 Dobey, 2005) pera se desconoce como
acia este mecanismo de reactivacion co el ganade punque posiblemente esié
relzcionado con la disminucién en la proliferacian de la inmunidad mediada por células
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{CM1) hacia la milad de la gestacidn {Innes et al.. 2001, Innes et al., 20{12; [nnes et al.,
I003).

L.a reaclivacion tambidn podria ocurric durante 1a gestacion debide s una
inmunasupresion come consécucncia del efecto inhibitorio de la progesierona sobre la
produccidn del Gxide nitrico (NO) asi coma sobre el factor de necrosis tumaral alfa
{INF-a) v sobre 1a activacion de las células asesinas (NK) (Collanies, 2003).

Adcemas es raro el aislamiento de Neospora de teidas de vacas adullas con excepeidn de
un aslamicnlo en el cerebro de wna vaca {Sawada et al., 2000) y los aisiamientos de
guisies en maiseulo esquelétco (Peters et al., 2001).

Similarmente ¢n los pacicnies infectados con T2 gosndif 1o alteracian en el sistema
inmune provoea la reactivacion de [a infeceidn y sintomatobopia apuda y 1a
recrudescencia de la infeccion coincide con la disminucion de la respuesta de células T
y de TNF-a en pacientes TV infectados persisientemente (revisado por Innes el al |
2003).

L papel de las hormenas ¢n la reactivacion no es clare aungue se conoee la ieodencia de la
progesterona hacia la respucsta de células tipn ThZ v los niveles de progesicrona en vacas
pestantes se clevan desde eb inicio hacia la mitad de la pestacion paralelamente con la
disminucion de la prohiferacion celular v del THF-a que puede favorecer la
recradcseencia de Veospora en aninales infeetados crdnicamente {looes et al., 2085) v
coincidiende ademis con los niveles mias clevados de anticuempas. in embargo ne se ha
aclarade ta relacion ni en vacas gestantes infectadas nalumlmente ni en roedores iras 1a
infeccidn expenmental {Guy et al.. 2001} Aunque s planica que las alleraciones ¢n los
niveles honnonales pueden reactivar los quistes de N caninnint, €ste mecanismo adn no
s¢ ha demostrade en la neasporosis (Dubey, 2003).

6. Factores de riesgo asociados a la infeccion por Neospora.

L.a manifestacion de la infeccidn por Neespora parece presentar un cardeter mublfactonal
o mullicausal ¥ se mencionan posibles factores eomo la presencia de olros agenics
infecciosos, las varpciones en la inmunidad de los animales, la presenci’ausencia del HD
o de un vector que contribuya & la diseminacion del parisito,

La seropositividad a Negspora esta asoeiada al hpo de rebafio (lechefcame), la edad de los
animales, la raza de los animales, o pais y la repion de procedengia osi como al wdmern de
animales v factores propios del rebafio,

6.1. Aptitud y mangjo del rebaste.

Ios estudios en panado de came suelen presentar prevalencias inds bajas que en los
rebafios de leche (Quintanilla-Gozalo o al, 1999 Moore ecal., 2002, Koiwai e al,,
2005; Barlels of 11, 2006). Las 1asas de prevalencia suelen sur oiis olevadas en o granps
de leche que en las de came pues el manejo intensivo cn las pranjas lechenas v las
condiciones de hacipamicnto fuvorecen la presencia de abortos (Sanderson et al., 20K
[En Espafia. los rebaiios lecheros presentan seroprevalencias significativamente mis
elevadas que los rebaiios de came, basicamente debido a las diferencias en ol mancjo pues
et Cspafa el ganado de came estd ubicado en las montafias ¥ con muy bajas densidades
comparada con otros paises curopens que hacen un manego intensive de sus rebaiios de
carne conto Alemania y Halanda (Backels ot al., 2006). En general. lis causas de aborto ¢n
ganada de carne son 2im mds desconocidas gue en panado de Teche debido a la dilicaltad
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de obtener tejidos de Tos abartos (Dubey, 20035), Sin embargo. las lesiones en los tejidos
Ferales procedentes de panado de carne son menos severas comparadas con Jos wejidos
procedentes de fetos de ganado de leche {De Meersehamn et 2l 2002).

6.2. Raza.

[.a mavera de csiudios no encuentrn asociacion con la raza (Caetano-da-5iva et al.
2[4} aungque en Suecia s¢ ha observada una asoclacion significativa entre la infeceidn con
Neospora ¥ alpunas razas lechera {Bartels et al., 2006}

Tarmbidn se ha observado que la inseminucion de vacus lechems seropositivas con vacuno
de came, especialmente de la rava Limousin, decrece el despo de aborte en estos animales
(I opew-Liatius ot al |, 2005a).

6.3, Edad.

Ll aborto se puede presentar en vacas de cualguier edad (Dubey, 2003} En algunos
rehafios s ha observado incremento de la seroprevalencia asociado a la edad ko cual
indica la existencia de transmisién honizontal y esta asoeiado 2 un mayor contacto de los
animales con Neasporg a 1o larpo de su vida (MeAllster ¢t al,, 1996, En un reciente
estudio europen se observd aumento de la prevalencia asotiado a la edad en Espaba
posibletnente debido a que 1a tasa de reemplaze es menar e implica imavor exposision al
pardsilo, micnlrs gue on Soecia ¢ observd una relacidn inversa entre oded v
seropositividad (Bartels ot al., 2000). En los rebarios donde predomina la transmision
congénila ro 3¢ observan diltrencias en g scroprevalencia enire los diferentes grupos de
aedades en ¢l rebafio, Parces ser gue ln (cansmnaidn vortical ¢s mas eficlenles e2n los
animales jovenes v disminuye con la edad (McAllister ¢t al., 2000, Dijkstra et al., 2003;
Dubey, 20053) Ll andlisis de la seroprevalencia segin la edad proporciona valiosa
informacion sobte la via de transmision de la infeccidn en un rebaiio (revisade Dubey v
Schares 2(0M)

0.4. Pais o region de procedencia,

Las prevalencias de imfeceion por Mewspora en el ganado vanun segin el pais ¥ la regidn
cstudiada {Dmbey, 2005) observindose mayor probubilidad de infeccion por Neospora en
zonas cob mayor densidad de panado vacono comparada con otras regions (Bariels ot 21,
2006) vy las prevalencias vanan ampliamente cotre los diferentes paises (Fuxton et al..
2102).

6.4.1. Measpera cn Espaiia

Tras la descripewon de los primeros ¢asos de aborto ¢n panade vacuno eo Hspada
{Rarberdn ct al., 1997; londevila et al, 1998) los estudios de seroprevalencia en
dilerenies regiones han puesto de manifiesto la amiplia difusion de la inteecion en
Fspafia. El primer 1eahajo subre presencia de anticuerpos de & cominnem se lleve a cabo
ef una granja de vacas de leche on Galicia {Quintanilla-Gozalo et al,, 1994), donde se
observd wna relacion cnire o seroprevalencia v los abortox oo un 72% de los casas. Fo la
regidn Centro-Costa Asturiana un 30% de los animales estudiados fucron seropositives ¥
Ia presencia del parisito s¢ considera endémica ¢n ka rona (Matnar-Jaime et al., 1999).
Ademis se observo |a asociacion sipmifieative entre un mayar namerno de permas en los
explotaciones v una prevalencia en vacuna superior ol 10% (Bergad of all, 1998). En un
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estudio de abortos de difirentes regiones, incluyendn las anteriores, junte a Navarma y ¢l
Pais ¥asco, se observd que entre of 32% al 379 de los tetos estaban infectados por &
caninten y entre el 33% y 38 % de los rebaiios afeclados {Gaonzaler et al., 199%: Pereira-
Bucno el al., 2003). Todos estos datos indican la himponancia de la infeccion por A
cenimunt en el panado vacuno de nuestro pais.

El mas reciente estudio curopeo de peosporosis revela prevalencias de Neaspora del 63%
{imtervale de confianea al 95%: 5796-69%) en panado lechero en Fspafa, siende la
prevalencia mas ¢levada comparada con paises curopeos tales come Helanda, Alemania o
Suecia analizados ¢o ¢l mismo estudio. También la prevalecencia animal real Tuc la mas
clevada (16,29, intervalo de contlanea 95%: 14.9%%0-17,5%) con clevadas vanaciones
inirarebaiios ([3ariels et al., 20046).

6.5, Ctros factores.

[.a presencia de mthiples v diversos factores parcce estar asociada a la infeccion por
Neospora tales como la infeccién por el virus BYD (Diarrea Yiral Bovina) (Bydckiman et
al., 2000},

El clima, especihicarnente las altas temperatumas han demostrado ener elcclos negalivos
en la fertifidad (Willenson oo al., 2000), pero son escasos los cstudios sobre 1os cfectos
del clima en el fewn. Se ha podido determinar que la estacicn de gestacidn esid asociada a
la pérdida fetal antes de los 90 dias de peslacion (Lépez-Gatus ¢t al, 2004} v estudios
previos o Alemania e fialia observaron relactdn entre factores climaticos como petiodos
de Noeviax y la wemperatsms que pueden estar relacionados eon 1a infeecidn y aboros por
Memspora ¥ dambién sc poddan asociar al desarrollo de los ocoquistes cn el medio
ambiente (Bartels et al., 2006). En este mismo aspeclo, on zonas andas de Espaia hay una
clara telacion de abortos con 13 prosencia de luvias debado g las consceuencias que de
¢stas se defivan comp son los cambios en la alimentacidn debidos a Ta humedad y
deterioro del lugar de reposo de los animales (Lopez-Gatius el al., 2005b).

7. Aspectos inmunologicos de la infeceion en ganado vacuna.
7.1. Respuesta inune celular,

Los mecanismos de transmisidn congenila y sboro son win poco conocidos pero se ha
observado que ¢l sistema inmuene st relacionadn con umbos ¥ Como ocurme Con olros
protozons intracelukares on 1a respuesta prodectora predominar karespuesta Thl (Quinn et
al., 2002},

Neosporg caminem o5 un patopeno Intracelwdar oblipado ¥ la cospuesta inmune mediada
por eélulas (CMI) tiene un papel imponante et la proteccion cetulor pues estinula una
respuesta lipo Thl con prodoceion de 11-2, 1N-y, 1112, TNE-n, prodoceion de NO que
son letales para el panisite (Inoes et al, 2002) v gran activided de linfocuos T C134+
{Andnanarivo etal., 2001)

La respuesta inmune proteciord cn neospotosis estd determinada por Tas ciloquinas pro-
inflamatorias ¥ por la respucsta tipo Thl. 1.a prveccion del PNy se ha obsenade en
vacas con imfeccion natural donde los miveles elevados de 1FM-v se han relaciongdo con
inhibicion de fa transmision congénita ¥ por ¢l conlrario en fetos con bajos niveles de
IFN-y s¢ han obscrvados tas lesiones mds sevieras (ns infeceion experimental {Willkams ¢
al., 2000, Andrianarivo et al., 2001}, Auvngque ca algunos casos un exceso de IFN-7 en los
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frios, probablemente como tespuesta a wna clevada infeccion en el feto, también sc ha
asociado 4 aborto {Almesia of al., 20047,

Ademas expenmenalmente s¢ ha observado inhibicidn del parisite en e¢lolas tratadas
con IFN-y ¢ inhibicion de la multiplicacidn de Tos @ouizoitos imtados conjuniamente con
TNF-¢ del cual sc han observade varaciones en su expresion tras la infeccidn
cxperimental con bajos {Willlams et al,, 20000 v allos niveles (Almeria et al., 20035,

La proliferactdn de células antigeno-especificas se ha observado tanio en animales
expenimental como naturalmente Infectados v las eélulas CR4+T de ganade infectado
fueron capaees de destruir a células analogas mbBeetudas {Innes et al | 2005)

La tespuesta M esta relacionada con la reerudescencia del parisito v el perodo de
restacion siendo mis intensa al injeie y al {inal ¥ 1mds baja on el segundo tercio (Innes et
al.. 2001; Innes et al., 2002; Almeria e al., 20030,

7.2. Respuestz inmune hurnoral.

Los anticuerpos indican ¢l contacte del sistema inmune con ¢l antigene v los niveles
clevados de anticuerpos reflejan una actividad y maultiplicacion co cele case de Mepspora
en ¢l hospedador. Los altos niveles de anticuerpos on ia gestacién s¢ han relacionado con
el aborto por lo cual su estudio cs de gran wilidad tante en el diagndstico coma en analisis
epidemioldgicos. Es paco 1o que s¢ conoce sobre ta eficacia protectora de los anticuerpos,
sin embarpo, previencn la infeccion de los laguivoilos en  lus celelas del hospedador
{Innes ety al, 20023 A diferencia de 7. gowdii, gue estimula una respuesta inmune
prodectora tras wn primer conlacto con o pardsite v |3 apancldn de anticuerpos
protectores, en NMeosporg ne s¢ desarrolia tal respuesta protectora o lo hace en menor
medida (Williams et al., 2003).

El desarrollo de una intmunidad protlectora oo cs claro, Estudios en infuccion experimental
en hembras gestanies han permitido observar que tras la infeccidn imcial ¥ subsecuenie
aborio s¢ desarrolla wny respuesta inmune prolectors que reduce ol rcseo de aboros
posteriatcs (Moallister o al, 2000 ¥ ras 1a exposicion a Neospara  los rebafios con
infeccion cronica son menos susceptibles de abortar que los no infectados (MoAllister e
ab., 20007, Sin embargo. ¢sta proteceion ¢5 mas eficiente en hembras que se reinfectan con
ooquisles que en aquellas bembras en las se reactiva la infeeeidn (revisado Dubey, 2003}
y la proteecidn o es suliciente para evinar ¢l pase de la infeceidn conpénitamente (Innes
el al, 20023

1.3 respuesta immune hwinoral tanlo en vacas como en felos parees ser predominanticmente
de tipe 1g32 (Andnanariva et al., 20017 y los niveles de anticuerpos cn hembras gestantes
Auctiian, elevindose hucia la mitad de la pestacidn y estan Ligados a o presencia de
aboartos en este periodo ((uy et al., 2001; Quintanilla-CGozalo et al.. 20007,

La tespuesta humoral del feto bovino no proviene de la madre pues no hay transferencia
de anticuctpos 4 Negspora vid trunsplacentaria. In felos infectados se han detectado
apbicucrpos Jg Moy Ip G desde ¢l sexto mes de gestacion (Bartley ¢t al., 2004 gque
cortingan hasta el dltime tercio de gestacion (Andtianarivo et al., 2000,

7.3, Respuesta inmune en hembras gestantes

La respuesta innmume que tiene lugar dursnte o pestacién, momento en el que se produce
o transmisidn al feto causando whortos O transmisién vertical, ¢s practicamentc
descanacida. Fno ln hembra pestamie [ respuests inmune pucde alicrar sy eppacidad de
contrelar la infeccion ¥ por otre lodo la respuesta inmune gue la madne genera contra {a
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infeecion puede perjudicar la gesiacién (Innes et al., 2005). De hecho en la pestacion
parcee exislic una tendencia a que la respuesta inmune sea de tipo Th2, gue s ha visto
gsociada a una mejor implantacidn embrionaria ¥ mantenimiento de la gestacion on las
gtapas tempranas, medianle la supresion de respuestas locales de tipo inflamatorio
{Wepman et al., 1993 Chaouat et al., 2002). Sio embargo. esta tendencia hacia
respuestas de tipe Th2 que protege al e, puede a su vez favorecer las inlecciones por
protozoos v 1a exislencia de fransmision vertical al felo (Long y Baszler, 2000; Almeria
et al, 2005).

Ll sislerma mmune, repulado a través de las ¢iloquinas, jucga un papel fundamental
durante ba gestacion, un complejo proceso en ¢l gue 1a madre ha de dar soporte a un
¢lemento con diferente dotacidn gendtica. La inmunidad mediada por células, que
ncluye clloquinas pro-intflamatorias como el IFN-y (respuesta Thl} protepe frente a &
caninnm, Aungque hay un ¢laro balance Th1/Th2 durante la gestacion (Michie, 1998;
Kidd, H003:h, s¢ ha superido que hay una lendencia hacla la inmunidad hurmoral
(respuesia Th2), asociado a wna implantacion con éxite del {feto y al mantenimicnto de

la pestacion (Mellor and Muono, 2000); Druckmann and Drockmann, 2005, de mancra
que un exceso de respuesia Thi puede indueie pérdidas de gestacién {Ragupathy, 1997,
Por lo tanto, se acepta que el aborta dehido a neesporosis, entre otras causas, puede scr
la manifestacion de ub cambio de la respuesta beneficiosa tipo Th2 hacia un exceso de
inmunc-respuesis tipo Thl durante ¢l periodo de pestacion sensible a V. caniimnme
{Quinn ct al, 2002; Iones et al., 2002, Innes ¢t al., 2008},

Dhurante la gestacion los allos niveles de progesterona promucven la proliteracion de las
citoguinas Th2 (IL 4, TL.5, 1. 1¢) asi corno 13 inhikicidn de produccién de NO pot parte
del THF-g ¢ inhibe la actividad de las células NK {Quinn et al., 2002). I'n la placenta
Meospora aciua potenciando el papel de las citoquinas tipo Th2 (11-10, 11.-4, TGE-[%)
{Almena et al, 2003; Tnnes et al, 2008} que ban de contrarrestar la respuesta inflamalona
inducida por las ciloguinas Thi,

La respucsta tipo Thl es protectora contma patdgenos intracelulares incluyendo Meospora
peto on la hembra gesiante por el contrano actuard en deterioro de la prefiez provocando
la emuene fetal {Innes et al., 2002}, 1.a respuesta Thi incluye las citoquinas [L-12, IFN-v
THNF-u v gctivacidn de los radicales librex de oxigeno (FOR), dxido mitneo {(NOY y sus
muelabolites.

La aecidn de las citoquings pueden ener un doble papel dependicnde del wejide v su
concentracion pudiendo pegudicar la gestacion como ocurre con las citoquinus pro-
inflamatotias (1IFN-y, IL-2, TNI-a), pero en el caso del [IFN-y cste actis contre Neaspora
pues s¢ ha observade una mayor respuesta on vacas con fetos a término que cn aquellas
que abortaron (Innes et al., 2005},

La adquisicién de inmunidad protectora que evita la transmision vertical del pardsito a
sus crias se ha evidenciado en amimales infectados experimentalmente con taguizoitos 6
sermanas previas a la inseminacién y reinfeciados a mediados de gestacion {Innes et al,
20013 8in embarpo ceanda los animales sulren la infeccion por primera ver durnte la
pestacion a los140 dias (innes et al., 2001, 139-16% dias {Andnanarivo et al., 2001) o
en el sepundo timestre de gestacion (Almeria et al, 2003 La immunidad adgoidda ne es
suficicnte para evitar bt transmision vertical m los posibles aborlos. lgualmente lTos
animales infectados previamente a la pestacion no adyguicren inmunidad proteciors
suliciente con ¢l contacto incial con el parasito.

Se ho gbservado un estado de inmuonosupresion trositena de bos linfocites T (L1
periliricos frenle antigenos de AL caminter ¥ mitdgenos tnlo en rolones (Khan el ol |
1997 Fperen et al. 1999 como et vacuno pestante {lnmes ot oal., 2001). ista
inmunaosupresian padria ser una de las causas de la maveor senstbilidad o la parasitacion
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en los animales gestantes v ambién el momento apropiado para que el parasito sea
transmitide a la descendencia.

Por similitud con Texopfasma y otros pardsitos intracelulares, la inmunidad mediada
pur eilulas (£7M1) s la respuesta que parece Jugar un papel mas importante para evitor
I multiplicacion de Meospora on su hospedador reduciendo de ese muodo la parasitemia
¥ transmision parasitaria. De hecho, ¢f papel protector de citoquinas de fipe Thl, tales
como el IFN=y ¥ Ia 11.-12 ha sido deserito en infeceiones expetimentales por &, camintm
{Khan et al., 1997; Marks et al., 199%; Baseler eoal, 1994),

En las respuestas de tipo celular sc ha cvidenciado un papel fundamental de los LT CI4
que se estimulan con antigenos de &, carfrum v actdan probablemetite mediante la
secreceidn de IFN- y{ Andrianarivo et al., 2001; Marks et al,, 199%; Innes et al., 1995)
inhibicnde la muliplicacion de Jos agueizoitos. Por otto lado, se han involuerado
también a los linfocitos citoldxicos C138 en ustas respuestas, al menos de manera parcial
{Tanaka ¢ al., 20003,

[a tespuesta inmune celukar a Neospora es mds efectiva al injcio de la yestacion que cn ¢l
sepundo ereio (Boxton et al., 2002}, En hembras gestanles infeciadas expenmentalmente
la respuesta snmene celular parcee estar ligada directamente con la reactivacion y
multiplicacidn de Neospora pues se ha observado una elevady respuesta al intcio v al final
de la gestacisvn y una disminucion en la mitad de la gestacion (Williams et al., 2000; Innes
clal., 2001} lo cual coinclde con la presencia de aborlos prningipalmente ¢n ¢ste periodo de
peslacion.

8. Cuadro clinico ¥ Icsionzl en ganado vacuno

8.1, Animales adultos.

| aborta ¢ ¢l principal sintoma clinico asociado a la neosporosis bovina, aunque otros
enadros como allemeiones neuromusculares, incapacidad para levantarse y peso meoor al
nomtal @l nacimicnio en terneros tambicn han sida descritos (Dubey ot al | 2006). [a
infeccion incrementa ¢l penodo entre partos v el rango de repesicidn en los rebafios sobre
todo en ganado lechers (Thurmond v [lietala, 1997). El aboro, puede presentarse Lino on
forma epidémica como endémica, o cualquier edad del animal ¥ repeticse vanas veces, 1]
aborto no sucle ir acompaitude de bebre, ancrexia o debilidad y suclen producirse entre el
cuao ¥ el séptimo mes de gestacion {media 5,6 meses). Los abortos tienen vna cierta
estzcionalidad, posiblemente debide 4 la presercizfausencia del huésped definitivo o un
veelor gque contribuya a la discminacisn del pardsito (MeAllister at al., 1996; Wouda et
al , TG

Neospora cepinamt causa abortos tante en ganado vacung lechero como en ganado de
camne ¢n animales de cualguier edad. Los fetos pueden morir en ¢l tlero ser
rcabsorbidos, maomificados, autolizados, nacer muertos o nacer ¥ivos pere con sintomas
clinicos o nacer clinicamente nomales peto eronicarnente infectados. Tanto o ganado
de came como en panado de Jeche los animales seropositivos son méas susceptibles de
abortar que los seroncgalives (Dubey y Sehares ). Lo trunsmisién conpénita parece
no estar alectada ni por la edad ni por el nimero de factancias de la vaca aungue se ha
ahservada que es mis eficiente ¢n animales jovenus.

Mias del 95% de los emeros de madres scropositivis  nacen  seropositivos  pero
clinicamente nomales (Andersen o al., 2000; Buxion, ctal., 2002},
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i<n atpunos casos puede haber reabsorcion leal v a veees retencidn del esqueleto o de los
fetrs momificados hasta el final de la pestacidn. El hallarge de filos momificados es
considerado por algunos autores como sospechoso de brote de neosporosis.

Los fetos abortados presentan auntelisis ¥ acumulacidn serosanguinolenta en cavidardes.
Mas raramente pueden verse puntos focales blanquecinos o zonas de decolomcion en
nulsculo esquelético ¥ coraxon. [hswolégicamente, los prineipales hallwspos son encefalilis
local no supurativa con necrosis multifoeal ¥ miocarditiz. El pardsily parece presentar un
marcado nearoltopising, va que ol pardsito s identilica on el cerebro de casi lodos los
fetos investipados. Miositis foeal no supurativa v bepatitis portal no supurativa con
frecuentes drcas de necrosis parecen ser lrecuentes (Boulton et al, 1995, Wouda et at .
1997},

8.2, Abortos epidémicos / Aborios endémicos

Las abortos pueden ser epidémicos o endémicns y cuando se presenta un episodio de
abortos, cn un 33% de los casos of brow dura pocos meses, L.os abortos se consideran
cpidémicos si mis del 1% de las vacas on riesye abortan dentro de las scis a ocho
scmanas (revisade por Dubey, 20H]5).

La infeccidén previa hace mas resistentes a las vacas frente a uns reinfeceion. Este hecha cs
valido tante en rebaflos con brotes epidémicos (Schares e al |, 2002) coma cn los rebafios
con infeccidn endémica, pues estudios cpidemiologicos imdican que en rebaios
cronicamente infeclados las bembras son mas resistentes ante un reinfeccion ¥ los fetos
estdn mas prolegidos (revisada Dubey v Schares 2006).

Lo brotes epidémicos soelen ocurrit como resultade de wna infeceidn regienle como
cotsccuchcia de una  ransmision posinatal ¥ en los fetos sbonados las lesiones semn
severds con un gran nimero de organos afectados y pran cantidad de pardisitos en ellos por
lo que Neospora s considera causante direoto del aborto en dichos brotes cpidémicos.

En los brotes endémicos la infeccidn es eronica ¥ predoming la imansmisidn vertical ¥ en
los tejidos {etales abortados el muyor namers de parisitos se observa en el cerchro pero
con menor nimero de parisitos v menor dado eelalar,

£.3. Animalcs neonatales.

L.os animales micolados congénitanente pucden nacer vivos. LLos signos aparecen
frecuentemente cntre los 3 ¥ 5 Jdias de vida ¥ en eén ganado menar de dos meses de edad
s¢ han observado signos nearoloeicos y bajo peso 4l nacer, incapacidad para levantarse,
las extretnidades anteriores vo las posteriores flexionadas o hiperextendidas, también
pucden presentar ataxia v disminucion de retlejes ademis de exoflalmia y
ocasivoulmente hidrocefalia v estrechamiente de la médula espinal {Dubey, 20057} 104
animales ademas suelen presentar un peso mas bajo de lo normal v debilidad.

En caso de no desarvollar la enfermedad, los amimales estarin clinicamenic sanes pero
crimcamente infeelados.

9. Diagnostico.

L] disgnéstico de neosporosis es dificil debido a la ausencia de signos clinices en ¢l
ganado vaeuns infectado cronicamente ¥ ¢ nimero bajo de pardsites presente on los fetos
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ahortados. Actualmente el dimgnastico ¢n bovinos adultos s¢ basa en la deteccidn de
anticuetpos especificos frenle a NMeaspors, En fetos el diagndstico se basa en las lesiones
histopatoldgicas en tejidos de fews abortades Juto 4 la Inmunohiustogquimica vy PR
(Orteps-Mora y Adurie, 2005),

@.1. Técnicas para la deteccion de anticucrpos de N caninum.

El andlisis del suerg cn vaeas que han abortado indica la exposicion al pardsito pero es
necesano ¢l examen histopatoldgico de los wjidos de fetos abonados para confirmar el
diagndstico de neosporosis (1ubey, 2005). 'ara ¢l cstudio de los animales que han tenide
caittacio cot ¢l pardstto se han utilizade distinlas técnicas: Inmunofluorescencia indecta
{17y, ELISA, apluinacidn dirceta (Homand et al., 199%8) e inmunoblotting (Schares ot al |
1998, Schares et al,, 1999).

Las técnicas seroldpicas son (liles para la demostrecion del contacto de Tos animales
vivos con ¢l parisita. aunque presentan un valor limitade a la hora de establecer de una
maners individualizada que la causa del aborto es la infeccién por ol agente {Tarc ot al.,
1965 19497, Dubey ot al., 1997 McAlilister ot al., 1996) y por ello se debe realizar un
anihsis seralogico generl a nivel de rebafios.

La mayoriz de temeras cun anticuerpas precalostrales nacen clinicamente nomales pero
infectadas v al no existir iransmision ransplacentata de anticuempos de la madre al fero la
deteccion de amicuerpas en suero ¢ Muidos fetales indica nfeccitn fetal siempre que el
temero no baya wenido acceso al calostro (Ortega-Mora v Adure, 20035),

En fetos aunque cualquicr fluido fewal es utid para el diapndstico serolopgice el Hguide
peritoneal es el mis atil.

La infeccion fetal se puede establecer tras Ta deteceidn de anticuerpos en suere fetal pero
un resultado negativo no ¢s concluyente pucs Ia sinlesis de anticuerpos en fetos varia
dependiendo del estado de pestacian, nive] de exposicion y el Hempo transcumede enire 1
infeecion v ¢l aborto {Dubey, 2005),

9.1.1, lnmunablotting.

Faty téenica ba permilido analizar la composicion anligénica Neospora a partir de sucros
de dilerentes espicies v se han identificado antigenos immmmodominanies de 1, 29230, 37,
v 46 kDa (3jerkas i al., 1994; Collantes. 2003).

El uso de amtigenos especifices de Neospora en innmmoblotting ayuda a mejorar cl
diagndstico (Dubey. 2005) ¥ ha presemado una mayor sensibilidad al compararla con
otras tdenicas coma IFT (Schares et wl., 19%8; Séndgen et al., 2000} por la que 50 mayer
wtilidad ha side para confimmar casos dudoeses aplicada en laboratorios de relerencia mis
que como Weniea de ratina (Bjorkman y Scharcs 2006)

2.1.2, lnmunofluarescencia Indirecta {(LFI}.

La técmica gue primero 5¢ desarrolld y de las mas utilizadas para la deteceion de
anticuermees es Ja mmunofluoreseencia mdirecta (IFDY, usando como antipeno tagquiroinos
procedentes de cullivos celulares. Aungue climcamente la neosporosis cursa de forma
similar a Foxgpfasma, no presenta reucciones erzadas en wenieas de (KL per [o que esta
prucha es muy espeeifica (Dubey y Lindsay, 1926). Tampoco se ohservan teacciones
vrweadus con olras pardsitos de Phylun Apicomplexa, En vacune tiolos 1640 {(Conrad ot
al, 1993y o /200 {Duhey et al., 1947y han sido considerados positivos a la infeceion co
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sucre de gpanado adulto, ¥ niveles mucho mas hajos {1780} en suero tetal, En la especic
canina Gulas 1200 suelen eoineidit con neosporosis clinica, aungue titulos 1530 va
indican que ¢l perro ha tenido contacio previo con ¢l pardsito (Barber et al., 1997, Ll
preblema de esta téenica radica en la subjetividad inherente a su sistema de interpretacion,

0.1.% EL1SA indirecto.

Para ol estudio de anticuerpos se ban desarrollado wenieas de FLISA, alpunas ya
comercializadas y usadas de forma rutinaria. E§ antigeno son o bign proteinas de
tagquizgitos, aguizoios enteros sonicados, taguiroitos fijados en tormaldehido
{Williams ¢t al.. 1997), antigenos recombinantes (Lally et al., 1996a) o anlipenos
incluidos en meléculas de complejos inmunoestimulantes (ISCOM) (Bjiickman y
Lunden, 1998). Aungue cn alpunas de ellas sc han detectado reaceiones cruzadas con
Sareacystiv spp, cn general 1a senxibilidad v 12 especificidad son adecuadas. Comparade
cor la 11T los resudtados son tiables. Todas 1as técnicas tcnen allos grados de
sensibilidad v especificidad, pere la naturaleza ¥ cantidad de los antigenos ¥ conjugados
usados resullan en bajas correlaciones o en resultados que discrepan {Dubey et al |
1997, Por olra parle la sencillez y rapidez en su realizacion e interpretacion de fos
resultados son ventajas a tener en cuenta, sobre todo sise deben analizar un nimero
clevado de muestras. Fno estodios comparativos de vanas téenicas de FLISA frente A
canimenr, se han considerado bucnas cormelaciones entre varios lest (Wouda et al.,
1998b). En un reciente estudio curopeo (Yon BlumrGder et al., 2004) se procesd uh
mismo prupo de sueros con varlos test de ELISA comerciales enconirando una alia
voncordancia entre cllos

Recientemente se han deserito téenicas de ELTSA para la deteceion de anticucrpos en
leche {[Morkman et al.. 1997; Schares et al., 2004).Las pruchas de ELI15A en leche
permiten un andlisis rapide en wn gran numere de animales siendo muy dul en estudios
epideiolépicos de rebafios (Onega-Mora v Aduriz, 2005,

9.1.4. ELTSA de avides.

11 ELISA de avidez permile fa diferctciacion eotre infeeciones recientes v cromicas. Los
anticuerpos al inicio de la infecelén por Meespora Genen una menar alinidad (fuerza de
unidn} que los anticuerpos gue s¢ producen postetormente. Esia wWenica  permilicd
diferenciar entre abortos epidémicos y endémicos tras el tratamicoto con (rca que permite
la “expresién” de los anticuempos de baja afinddad que se encueniran en bajos niveles en
las infecciones que han sido adaguiricdas recicotemente. Bl ELISA iscom fue el primero
desetito et tmedir la avidez de anticuerpos 1gG frente Neospora (Bjorkman ot al.., 1999).
Posteromnente, otres téenicas de avidez han sido descritas (Maley et al., 2001, Schares et
al., 20002; Saper et al., 2003).

9.L.5 Aglutinucion dirccta.

La wienica de aglulinacidn dirceta o5 una de las més whlizadas en ol andlisis de la
infeecion por Nessporg cnoanimales silvestres. Permite de ung forma muy seocilla,
distinguir la presencia de anticucrpos en coalyuicr espeeie, sin necesidixl de titulacion n
uso especifieo del conjugade. Inclusa realiando una reduccion previa de la mucstra

permile diferenciar Jos niveles de anticoerpos leM de los de [uG (Romand ol al, 1998)

4.2, Técnicas de deteccion directa de N, caninum
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0.2.1. Diagndstico histopatoligico.

[:] cerebro es el orpano afectado mis frecuentemente pero la mspeccion de ofros drpanos
como corazdn, hipado, placenta y los fluidos corporales aumenta las posibilidades de
conlimar el digpnostico. I'n lag moestras procedentes de necropstas de snimales,
cspecialmente en las procedenies de (elos abortades, la prescocia de taguizoitos ylo
quistes en ¢l corehro de casi todes los animales infectados, hace aconsgjable ¢l esiudio
lustopataldgico del tepido cercbral (Dubey, 199%). La presencia v la extension de
lesicnes patolépicas especificas en cercbro, es un cnterio que ayuda a definir un aborta
causudo por N cominnm (Gottstcin et al., 1998, Jenkins ot al., 2002} pues extste una
encelalits fueal eamaetenzada por inflamacion no supurativa y necrosis (revisado Dubey.
20053 Los laguizeiins sc pucden observar medisnte Goeidn de hemutoxilina-cosing,
aunque esta Wenica ne resulla muy sensible (Dubey. 2005). Es frecuente que 1los tefidos
feiales estén autolisados por lo que las lesiones hislopatologicas no seran visibles pera si
podran ser detectados con téenicas de inmunohistoquima (I11C) {revisado Dubey, 20035).

9.2.2. Inmunchistogaimica (THC).

La técnica de 1IIC en los cortes que presentan lesiones puede evidenciar la presencia de
estadios parasitarios de Neespora en dichas lesiones de una manera especifica ¥ mas
sensible {Lindsay and Dubey, 1989, Wouda et al., 1997). Sin embarpo, muchas veces los
tejidos presentan antolisis clevada y estos estudios 0o pueden realizarie con completa
sepuridad de deteccion. También hay problemas de falses positivas (el traamicnle con
Wripsina o pepsing de los te)idos o su no tralamignto puede inllutr sobre los resultados),

La téeruca de [N permite confirmar el diagndstico del abarto debido a neosporosis
pero ex poco sensible en parie por cl escaso nunero de parasitos en los tegidos v como
s¢ pudo confitmar tambidn én un reciente estudio curopeo entee diferentes laboratotios
que encontraren baja scensibilidad posiblemente debido 2 diferencias tanto en
procedimiento coma en iz habilidad cn la lectura de 1os resvllados, Sin embargo wodos
coincidian en la alta especificidad en es1a téenica (van Maancn ot al., 20{4),

0,1.3, Aislamientn en cullivo echelar o inoculacion en raton.

Bl wislumiento de Meospora en cultivos celulares a partir de restos fotales es otra prucha
dizgndstica pero resulta difict] por las condiciones peneralmente de autalisis del teto.

224.PCRL

La técnica mids actual de diagndstice directo se basa en la deteecidn del INA del pardsiio
por técnicas de biologia molecular mediant: PCR. FEstas téenicas son de gran utilidad poara
2l diagndstico porgue permiten la amplificocidn de cantidades muy pequetias de DNA del
parasito ¥ penmiten la deteecion de un silo parasilo on Lo moeswa {(Liddell e al.. 1999).
Entre cstas téenicas hay unas basadas o la ampliacion de la region 1T51 del THNA
ribosonyal {Helidahl y Mattsson. 1996; Homan et al, 1997). las que amplilican
lragmentos de la repidn Ned del DN A genomico (Muller et al., 1996; Liddell et al., 19499}
¥ las que wtilizan cl gen 14-3-3 de N canimenr (Laliy et al.. 1996b) 2 deleccion s
relalivamente rdpida v la sensbilidad y especificidad son muy elevadas. Se llegan a
detectar contaminaciones de un tnico taquizoito on la muestra, Permiten detectar DNA

19



del pardsile en cerebro de fetos s ser fjado con formol ¢ incluida en parafina (Dubcy,
2005).

Los criterios pama diftrenciar una inieccion [etal por Neaspora wodavia deben ser
definidos (Jenkins et al., 2062} Dada la distribucion focal del parasitismo y ¢l baje
nuneroe de parisitos presentes, €s necesario valorar la capacidad de deweecidn de varas
Wunicas para proponet un protocolo normalivado de trabajoe gue Logre of diggnastico mas
adecuado (Percira-Beeno ol al, 2003). La recouida de suerg o Hgquide peritoneal en los
fetos abomadns para evidencrar la presencia de anticuermpos ¥ Ta infeccion congénita del
ntisno es tambicn recomenduble.

El éxile en ¢l diagndstice con PCR depende tanto del laboratorio como del estado de
auldlisis  de los tgyidos  aungue puede realivarse exitoswmente aon ineluso eo epdos
autoditicos ¢ independicntemente del procedimiento de meestreo (revisada Tubey, 20 35).
Actugimente las PCR anidadas o semionidadas apodan una clevada sensibilidad v
especiiicidad mejorande ta deteecion de Measpora on los diterentes tejidos (Ontepa-Mora v
Aduriz, 20053 Pero un reciente estudio entre laboratorios cuwropeos que compard ambas
técnicas cnconled una elevada concordancia entre los resuliados pero no dejo claro cual de
los procedimientos (PCR amdada o no) presenta vemanas en la sensibilidad (van Maanen ot
al., 2004).

El desamallo reeiente de la PCR cuantitativa ha permitide cvaluar la accion terapettica

de tratamicntos ¥ vacunas {(Dubey y Schares et al., 2008), Tambiin ha stde de utilidad
diaphdstica para determinar Ty carga narasilana ¢n semen de toros positives a N cunfman
(Cactano-da-Silva et al., 2004,

9.3, Diapnastico diferencial.

Neospora canfmin o5t allamente relacionado con otros apicomplexa come T, gondii v
Sarcocystiy spp. que también poeden prodocic abono en ganado bovino pero no soclen
preschtarse reacciones cruradas y pucden dilerenciarse con immunohistoquimica y PCR .
Adernds la infccoion por T gondli es poco frecuenie cn panado vacuno v 8 crwst sc
loculiza pnncipalmente en endotelio vascular v es poco lrecuente observarlo on cerchro
{Dubey, 2005

Eotre los apentes viricos relactonados con abottos se han de mcluir o onotragoeitis
infeectosa boving ([IBR). el herpesvirus bovinol v 4 (BHV-1 y BIV-4) y la disrea bovina
virncy {BY). e hecho, alpunos estudios han observado asociacion entre |z presencia de
anticuerpos a esla ohma ¥ a Neespora (Biorkman ot al | 2000).

También se deben difercaciar de agentes bactenanos como Srwella spp, Actinomyces
Byogenes | Saphylococcus sp o Fscherfchia coli, Commriohacter foctus, Salmonelia sp.,
Aacillus sp.. ¥ Pyendomanay sp. AsT comao incluir en ¢l diapndstice los abortos por causas
ne infecciosas, siempre leniendo presentc que on un gran potcentgje de casos quedan s
determinar las causas del aborto (Wouda 2000),

10. Tratamiento, control y profiaxis.

10.1. Tratamiento.

El iratamiento farmacaldgico solo se ha planteado en cosos climeos de perros. bin estos
cases, o] ieatamiento mas cficaz ¢s la clindamicing, seeln se ha observado en un caso du
miosilis ¥ otra de dermatitis piopranulomatosa causada por neosporosis tras 45 dias de
trulamicnlo (revisado Dubey, 2003% 50 el dapndstico es precoz se pucde ulilizar
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sulfadiazinginmetroprin ¥ pidmelaming, aungue oo son cfectivos 51 ya existe pardlisis o
rigidez de extremidades (Dubey of ], 199K)

Aungue sc han lestado dislintos produclos sebre cultives celulares de txquizoitos, lales
como lasaloed, monensina, pirelrezing, pimelamina ¥ trimelroprin ¥ s lopra prevenir s
multiplicacion intreelular de Neospora no hay tralamicnilo cfectivo en los rebafios, Hooel
modelo murine se¢ han obtenido buenos resultados con ¢l toltreunl ¥ ¢l ponzounil
{Gonstein ot ab., 2001) ¥ ésic altimo ha sido wtitizado en lemeros (Kntzner o i, 2002),

10.2. Contro! en rebafios infectados.

Ll control ¢t los rebafios vacunos en los que las pérdidas econdmucas son Imporantes s
lundamental para prevenit 1a propagacion de la infeccidn evitando tanto la transmision
horizantal coma la vertical v por tanto debe basarse en ol control de los animales posilivos
& 1a infeccicn. Bs necesanio conpeer 3 prevateneea de seropositividad en ¢l rebafio. Sila
seroprevalencia en el rehafio s 1o suficientementic bala ¥ ¢l coste econdmico pueds ser
asumido por el canadero, entonces s recomendable climinar kas hembras seropositivas
(French ot ab, 1999}, [sta drastica medida ha sido allamente cfectiva en ¢l contro] de la
ncosporosis en rebafios con predominio de transmisidn vertical {11all ot al., 20046). En caso
conleario s¢ deben controlar las bermbms ¢ hijas de vaeas yue abortaron vio son
setopesitivas. La inteecion conpénita se deteetard en sueros recogidos antes de la primera
toma de calostro. Otra medida necesana ¢s ¢ control de los animales de reposicion,
cxcluir ammates seropositivos o Incluso  seronegalivos procedentes de  madres
seroposilivas, Ademds, una vez conocido el 11D, se debe reducir la exposicion de los
perras a kelidos infectadus por ol pardsito, eliminar lo antes posible los fetos aborladaos,
placcnias v vacas muertas ¥ levar a cabo estrictas medidas de higiene, cspecialmente
durante las épocas del parte. Este aspeclo o5 espeeialmente importante para el control de
la enfermedad a largo plazo (French cf al.. 1999,

Oira medida que se ha empleado en animales valiosos es la transferencia de embrdones de
animales scropositives a hembras seronegativas (Baillargeon et al., 2001). Come se bha
indicada. la joleccion del feto a teavés de 1a placenta {transmisidn vertical) ¢s una e las
principales vias de transmisién de la enfermedad v del mantenimiento de la misma en el
rebatio, por 1o que el contred sanitane de 1a enfennedad exipe sicmpre que sea posibic
descartar las vacas seropositivas como reproductoras. Esto acarrea importantes pérdidas
econdmicas si las vacas infectadas son animales de alto valor gendico cuya gendtica
imeresa expandir. Estudios previos indican que los succsivos lavados que se realizan en
la manipulacién de los embriones en la técnica de transferencia embrionaria, pueden ser
suficientes para eliminar la posible presencia del parasito vy permiten utilizar dicha
iécniea comao un método de controt de la transmision vertical de & caninnm en panado
vacunn (Baillergeon ct al., 2001; Bielansky et al,, 2002},

Se ha evideneiade gue la inseminacion de vacas lechers seroposttivas a N caminum con
semen de vaouma de carne, especialmenie con la raza Limowsip, ademés de tener como
aspeclo praclico no dejor reposicldn seropesitiva on ¢l rebafio,  redoce de mancra
significativa ¢l riespo de aborto en las mismas (Loper-Cratius ¢t al, 2005a; Garcis-
Ispivrio et al., 2005). [ste aspecto se ba valorado coma de gran impoenancia ¢ incluido
¢n las medidas de control de 1o neesporosis consensuado en ¢l ultimo congrese muendial
de parasitologia,
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Los modelos matemdticos utilizados para evaluar las medidas de control en el tiempo
han indicade que el muesito anual v el descane de los seropositives reduce ripidamente
la scroprevalencia en un rebafio pero el descartar las hembras con descendencia positiva
25 a kargo plavo segin un madelo matemitico la medida de control ceondmicamente més
rentahle, Mientras ofras estralegios come la aplicagion de gquimioterapia en terneros
descendientes de vacas seropositivas v lu vacunacion de animales susceplibles e
infectados aungue elicientes no lo son tante comao el descarte seleclivo (Hasler ot al,,
Hi0ba v bl Algo similar ocurre con la aplicacidn de modelos matemdticos en rebanios
de pamado de came pues se ha observado gue ¢l muesirco anual de todo el rebatio v o
descarle de Jas hbembras con descendencia positliva s altamente efltctiva en el control de
Ta neosporosts (Larson et al | 2004).

10.3. Profilaxis.

[.as medidas de prevencion de la acosporosis ban de tener como objetive evitar 1a
infeccidn fetal pero al no haber actualmente un método eficaz de contral ni eliminacicn,
adguicre gran imponancia las practicas de mangjo en fos rebafios lecheros. En rebafios no
infectados se debe prevenir el conmtacto con el parisito invoduciende salo ammaules
negativos y repilicndo el muesireo para evilar les lalsos negativos. Paralelaments se debe
evilar ¢l contacto de perros a lus dreas de alitnentacion y evitar el contacto de perros con
tejidos fetales ¥ realizar andlisis de todas 1as hembras que aborten asi come de los (wtos
ahortados v la placenia.

Aclualmente existe una vacuna comercial on Cstados Unidos pero su cliclencia no es
clara en la prevencidn del abosto par Neospora (revisado Dubey, 2005 Innes eta | 2002
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II. MATERIALES ¥ METODOS
I ANALISIS DE LAS MUESTRAS: TECNICAS SEROLOGICAS

1.1, ELISA {Inmuncensayo de enzima ligada)

Para Ja deteeeion de la lgG anty Y. cowimien on suero se emplearon dos Wenicas
comereiales de FLISA indirceto; Herdecheek® de laboratorias IDEXX 5. A {RE.TL)
v CIVTEST ® dc laboratorios HIIFRA $. AL (Espana). Estas técnices wiilizan como
anligeno extracto soluble de tguizoitos gue se encucntra adherido a las placas de
uwlacién medianie métodos convencionales. Todos tos sucros se analizaron en dilucidn
1:100 tras una doble dilucion a partir de una dilucion imicial de 1:20. Como conjugado
s¢ ulilizd un anticuerpo moneclonal conjugado con peroxidase. En cada analitica se
utilizaren por duplicado los controles nepativos (CN) ¥ positivas (CP) inclutdos en ¢l
test para validarle, En ambos casos se siguieron bas recomendaciones del fabricanie
empleindose los reactivos v sueros testigo suministrados por la casa comercial.

La reaccidn colurimdétrica en cada pocillo se midio utilizande un lector de ELISA a una
lobgitud de onda de 4050m en cl caso del ELISA CIVTESTE v de 650 nm en el ELISA
Herdeheok®. iz interpretacion de los resullados vand en funeion det ELISA empleado.

CIVTESTE
Para la interpretacion de los resultados se caleuld el indice relative x 100 (IRPC)

Validueidn del Lest

H] test se considera valido st la Ouidygs media del CP es supenor a 0.9 v la relacion
{media O.Duns del CPf media (LDypg del CN ) es suprriora 3,

Calculos

P00 s Muoestea —Medin TLO Caaern] Mepabive
IRP{- s e L] 1 By 100

—_ .-  —_— —_— e — — —_— - r

Wledia D0 o Contro positive — Media DUy Control negativo

linerpretacion de los resuliados

Las mucsiras de suero con valores de IRPL superieres a seis fuercn consideradas
posilivas.

MUESTRA VALOR DE 1RFC
POSITIVO > 6,0

Herdcheck®
HNerdeheck® es tanto una marca comercial registrada de laboratones 1DEXX, por o gue
utilizaremos los términos 1lerdeheck o IDEXX para referimes o esta Wéenica.

Validacidn del west
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Para que el ensayo sea vilide, la difcrencia entre ¢l promedio del contral positive y el
promedio del conirol negativo tene que ser mayor © 1gual que 0.1500 Ademas el
prurnedio del conrol negative debe ser menor o ipual que 0.20.

Calculos
Para la interpretacion de los resuhiados se calculs ¢l indice relativo (S/P)

g /p= THOY, gon Muvstra - Media DGk Conral Nepative
_ . _ _ xlO]

kediz DOy Contro positive - Media D00, qae Control negabive

Interpretacion de los resuliades
F.as maestras de suero con valores §/P mayores o iguales a 015 Tucron consideradas
posilivas de presencia de hacia log anticuerpos frente A coanians.

1.2.  TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI)

|05 sueros de aguellos animales en los que no coincidian los resultados de Jos dos
ELISAS se analizaron con la téenica de IFi para conlirmar la presencia o susencia de
IgG de N caninum sepin fucera ef caso.

La técnica IF] empleada utiliza coma antigens taquizoitos NC-1 {(VMRIX inc.,
Washington, DC, LE UU.), El antisucro utilizade s¢ desarrolld en conejo utilizando G
bovino purificado como inmundgene (Rabbit anti-bovine IgG {whale moleecule), Sipma)
gue s¢ conjuga con isocianate de fluoresceina {FITC). Para la dilecion de los sueros se
utilizo Scrum Diluting Buffer (SDB) (Na2HPO4, Na2H2P04, NaCL, BSA, DIAI20 y
para los lavados se utilizd 4X FA Rinse boifer (RDB) (23mM Na2CTO3; 100 mh

Nal {03, 35 mM NaClL, DIAHZION.

Procedimiento

Todos los sucros se analizaron en una dilucidn 1:200 cn $DB. Fl portacbjcios con los
suetas 5¢ incubaron durants 30 minutas a 37°C en camara hameda, Posterionmente se
realizo un Javado con RB por 10 minutes ¥ se afiadicron 20 pl de conjugade ami
bovino 1oG {1:300). Posteriomente s¢ incuha ¢l partachietos en las mismas
condicivnes mencionadas anteriormente hasta su lavado en RB durante 0 minutos. La
ohservacion s2 realtrd en un reflector de fluorescencia Olympus BEHZ. Cama control
positiva sc wilizd el suministrade por el kit ¥ coma control negativo se utilizd una
solucion salipo de PBS.

1.3.ELISA DE AVIRDEA

Latécmiea de Avider sc basa en el tipo de unidn de las 1pGr durante la infeecidn por
Meospera, que s mas déhil al inicio de la infeecidn y méas luerte sepin avanza la
infeccion por o que en una infeceidn crdmea los tedns de avider son mavores que en
una infeccion reciente permitiende diferenciar entre ambas estadios.

Utilizantos un kit comercial de ELISA ioditecto: Neaspora cawinuey iscom ELISA

{ Neospora —Ab) (Bjdrkman ot al.. 1999) de SVANOVIRE, que utiliza el aniigena de
Neospora incorporato en particulas iseom.



Las muestras de suero ¥ los controies de avidez se anahizaron en dilueion 1:100; 1500,
1:2.300, 1:12500 ¢n duplicado. Los controles positive v negativo <c analizaron en
dilucion 1,100,

Tras la incubacion durante 1 hora a 37°C y postenior lavado con PBS-Tween (PBRS-T) se
adicionaron 100 ul de urea &M (en la priimera dilucion ¥ 100 pl PBS-T et la dilecion
por duplicado coro se indica en el esquema (figura 1.), durante 5 minulos a tempuralura
ambiente. Posteriormente se realizan dos lavados y se continnd affadiendo ¢l conjugado
¥ ¢] substrate sepun protocoio del kit iscom CLISA (Meospora —Ab) sipuicndo las
recomendaciones del fabricante. La reaceion colonmitrica en cada pocillo se midio
utilizande un lector de ELISA (I absystems) o una longitud de onda de 450nm.

Figura |, Ejemplo analisis de 10 muestras seroldgicas mediante ELISA de avides

PBS-T [ Ac ST[S2[535[S4[S5[S6[ST[SE[S9[S10
1:100 i I N

| PBS-T [ 1:500 o

Cl [ 1:2500

Cl 1:12500

2 Ac S1[52083[84[85[86[S7(S8{80 (510
1:14H} s

2 1:3{H} . ]

3 1:2500 . _'_

3 (L2500

Aoz Contrel de avidez
S1-519: n” suero

Cilcule de los valores de avides::

\ . : D0 muesta pooblemna
N LU muesita protHeins 00
Densidad Optica (DO) correpida DO media del comito] Basiive

Punto de Corte= Diluﬂiﬁrn,;" x 107

RO comegida, -0.2

2= log 5y . — -
5 Do corregida, — Do comepida,

0.2= punto de cone

53~ factor de dilucion

Dilution, = la mayor dileeion con un valor de DO correpida ™ 0.2
130, correpida— 120 correpada de la dilugion

ODy corregida= DO de la sipuiente dilucion mis ala a la dilucion ,
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indice de Avidez=

Efemiplo

Punto de corte con urea

Putito de corte sin urca

¥ 100

DO comregida sin urea

Dilucion 1:100

1:500 1:25H 112500

P2 corregidda sin urca

1:104) 1:5300 12500 1:12500

K083 0821

02718

0048 0.001

0.437 alis 0004 0,000

Titalo sin urea

Dilucian™ = 500

————

Titulo con urea

ilucian™ = 100

Log5 x 0.278-0.200 —0.23704
0.278-0.048

Logd x 0.437-0.200 - 0.51446

04370015

Titule = 300 x 103%™ = 843 Tituto = 100 x 190%™ = 323
Indice de avider = 323/863 x 1 = 37

Interpretacicn de los resubtados

35«
Recionle

35-50
cuestionable

=50

cronica

2. TECNICA DE REACCION DI POLIMERASA EN CADENA (PCR)

Las muestras de DNA sc abluvicron a portir de tejidos de SKNC de fetos aboriades. Se
homogenizd la mitad del cerchro y se obluvo ¢l DNA a partit de cuatre alicuotas cada
uoa de 0.5-1 gr. de tefido, 105 wjidos se lavaron con un bufier de Tisis que contenia
saponind para climinar los critrocites, Dospuds de Ta lisis de los eritrocitos la muestia
fue incubuda cn un bufTer de proteinasa K (200 pg de proteinasa KAl a 37 #C duranote
unas 10 horas. La proteinasa K se inactive incubando la muestra a 95°C durante 10
ATt

La extraceion de las muestras se realizd con fenol-cloreformo-isoamyl] aleohol (25:24.1).
Posteriormente se hixo una scgunda exlraccion con cloroformo-isoamy] aleohol {24:17.
El DA se precipité con clanol al 100% y tras un luvado con etanol sl 70% sc
resuspendic en S00 gl de Tris-EDTA {TE) La muesica vtilizada en la PCR fuede 1 pl
NNA por 50 wl de reaceion e PCH. La reaccion se realizd por duplicado para cada
alicnpta procesada de DNA,
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Para el diagndstico de N, camimem hasado en ka téenica de PCR se ha seleccionado la
region pendmica especifica Ned come la secuencia objetivo de la amplificacidn de
13MA (Kautmann et al., 1996; Yamage el al., 1996). Los Pritmers que se han vlilizde
son Mp21-plus ¥ Npo-plus {Liddedl et al., 1999, Se realizd vn minime de dos POR por
cada alicuota, gue s¢ procesaron de manera separada. La reaccian de PCR se realizé
segin la desenpeion de Liddell ¢ al, (1999}, con minimas medificaciones que se
deseriben a continuzeion. La reaccion de PCR de 50 pl va a cstar constiwida por 10X
bufler de PCR, 0.5 uM de cada primer Np21-plus ¥ Np6-plus, 0.2 mM dNTPs vy 1.25
wnidades de Tag polimerasa (Ecopen, Bareelona, Espafia). La amplificacion se va
rcalizar en un aparato de PCR (DNA termal cyvcler automatie, (Perkin-Elner, California,
U%AY. Los ciclos téimicos consisticron en 30°C durante un minuto, 94°C duranie cinco
minutos sepuido de 35 cielos de desnaturalizacidn {94°C, 45 s) de cebada (63 °C, un
minulo} ¥ extensian {747, 1,5 min) con una cxtension fingl de 74°C durante & minutos.

Ll producto amplificade se analizd por ctectroforesis en gel de agarosa al 29,

Las muestras de control positivo para AN canintim (DNA de taguizoitos de NC-13 fucron
cedidas por el e, L. M. Ortepa (Umiversidad Complutense de Madrid). Como control
negalivo se realizaron reacciones de PCR sin DNA para evidenciar la ausencia de
conlaminacionygs en la reaceidn de PCR.

3 TECNICAS IHSTOLOGICAS Y DE INMUNGCIISTOQUIMIC A

Sc emnplearon téenicas de histolopia convencionales con timeton de hematoxilina-cosing
¥ posleger Gneion mediante teenicas de inmunohistoquimica para observacion de
lesiones compatibles con neosporesis en dejides de (etos abortados, lundamentalmente
en cerebre, pero cuando ha side pesible 1ambién eo pulmon, higado v corazdn. Dichos
ecxamenes se han realizado en la Unidad de Anatomia Paloldpica de la Faculiad de
Veteonana de la Universidad Autdnoma de Barcelona. Brevemente, pura el examen
histalégica los wiidos en formol se deshidratun, son parafinados v seccionados en 5 pm ¥
posicriommente iefiidos con hematoxilina-eosina En las seeciones en [as que s¢ apreciaban
lesiones en el exdmen histoldgico, s¢ procedia 2 realizar una inmunotingion, segon la
wicnica de Lindsay y Dubey, (1989 wilizando suere policlonal de conejo frente I,
eartivm generosanente cedido por el T, Dubey {(USDA, Beltsville, MD, USA). En cada
procedimicnto se han incluide muesiras control posiivas frente N caniniem ¥ mucsins
coniral nepativas,
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Summiary

This report deseribes @ roirosgective stady based on serological
serceting, peelomued on s Neogmerg-astaciaied shorion opis
soddg awver o 1 3.mpnth perigel inoa daire herd tn nnrb-cisi
Spain. Tronng the I-vear sludy perind, The averall ahoerlion
rale for the herd was 231.2% (3K abarions of 164 diagnosed
progosinesesy. The data analysed were thase denved from blood
samiples collected from the wholde herd [ 237) amd Brom
shaprosed pregnancies. Anubodics s Neospers conimen wire
Found in 35.4% of the cacle witl: 44% of serapositive prepnant
animals pbertEng over 1-vgae pericd. Based on the odds ratio,
e 0k of ahorlion was 12,2 1imes higher (F = 0K ) in the
Neospara-seropositive animals than in scroncegative aeimls
mul sigmzficantly hgher dunng the second torm of gestalion
(F = 0017 thean denng the fest and third terms, Abariiens
wire ol foand to bBe associmed with parily slatus of scason
of pregmaney, and the common ns® Geiors  esseciied
wilh prepoaueey loss in e peopraphical area of the sindy.
J'\gﬁrc]alcd dilferepees i & ewnmeny seroprevatence weoee nol
stiefislically sipnilicant, mdicating verlical frunsnmssion .y the
nsan roule of infection. Indecd, a high percentage of cuns
et ly mbaried offspring was obse read (S0 A%0F andd the Ton
had been Tree of dops Tor the lase T pears, Ouwr resulls suppest
thist, wlgn s dJary beed shows an increussd ncidence al’
aborions deg @ Meosparasis, murernal serofopy can be o
pacd indicator of the shortion [k in indindoal cows, and 1hat
the ¢Tects of lactors mormally celawed 1o aboren, wuch g
paricy amd propnancy sowson, miy be nnsked.

Talced uclicn

Neogmerqg camingem is an obligate intraceliulac protosoan that
can infees domestic and wild canids, mwmingnes and other
warmm bloaded animal ospenics (Dobey ad Lindzay, 1394,
Prabey, 19959 Aqubersan 1 al., 30N Abortion and sillkirth as
Ure resull o neosparosis, eapecially in duiry cale, have been
reporied worldwide and are sipnificant causes of ceonumic loss
in the dairy dpadustey. In Spuing cross-sceticnal siidics Rive
shown the presonee ol aibodics W &, seemesm o choul one-
thard of all dairy eattle osted (Mapnae-Juime el al, 1999,
Luinlanilla-Goralo et al., 1994 Furthermare , & cosnser 5
mlemtificd in 32-37% of aboried boviee foelwses in nnrihern
Spadn (Cionzater e ol 1999 Perdira- Buena ¢ ol 2005
Bolb endemic and epidginic aherg@on paclerns have been
related 10 Newsames infectian in caille. In the endemic patlern
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of abortion, the herd suffers a high aborction rate ffrom 10 10
17%) kot permsts For years {Thurmond ot sl 1997). The
aborlivn patkerm 15 wrmed epidemic’, wien s high propontion
of pregimant cows aboct during o shoet period of cme {Seliares
of ol P99l Wincks cr al., 19990, The [nghest fipuze quated lor
Meatporg-related ahardions is over MR [Aamlerson &Lal.,
2000). This reponl describes o retrosnective stedy based on
seralogical screening, performed on o Neasmers-associaied
shorlion episede over o 12-month pericd 0 & dairy herd in
norih-¢ast Spain, The repeeductive history af the herd Junng
the I véurs priar 10 the stk wig alsor amalyed.

Afaterials and Methods

Caltle amd herd managemeni

The prescrt sludy was porfonaed over 3 12moath peracd
(1 Qetober, 1999 1o 30 Septernber, 20000 a0 & Holslein- Fricsian
dairy herd free of dogs far the last 3 seirs. The oows, reared
within the herd, calved all Lhe year round, weee Xepl in open
stalls and milked twice daily. The mean anmual milk producs
fen of the berd for the study period was 9590 2peaw. All
anirls were tebareulass- und bodoellosts-Toee fannual ests
Mrarr 1945 to 201y and bovine vieys digerhoen (BVID]-
seronegative (iannaal tosts from 195 1o 2IHML). Yacomnation
programmes weee nol performed between 1995 and M01. The
herd was sobpctod oo reproductive hedth pregronmes
mvolving aoeekly cliecks, The reprosductive 1ract af cach
animal  was  cxamingd  hy  padpanan poroeegtum wadhin
34 40 dawys post-partum 1o theck Tar noomal wledne mvolu-
Lion and sverran struclures, Reprodusiive disorders diagnosed
al this tme were treated wniil resolved orounul calling, Al 1he
ammtads were hrgd By arifwial  insceninalion, Pregmancy
diapnases were pofformed ont days 3d and &1 posl-ingemin-
ation by trapsrzclsl wltrasound and by palpalon per recium
on clays 0 and [200 Ammals were then subpected o daly
ohsarvation Tur signs of sbortion wmil T80 Jays of pregoincy.
Fectal pregnabey diapnoses waere finally performed on days
LAtk and 2100 Following a pregnancy diagnosis, shortion was
recardeil i o subsequent prograncy dilpnoss wis morakive or
when siprs of abortion were ohserved

Serulvplcal diapsiy

In Murch 21, Blood sumples (g = 237 were collecied fram
the whole herd cacluding calves < 6 moala of dee o aeobd e

wirw blackwell-synerpy com
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proscnce of eolostral anobwmbes The bload spmples were
ceminfuged and (the sera siored at —20°C wabl analvsss Sera
were wested fur anphodics apunst N cammwerr osing A
commeral encvme-hnked immunosorbent assay {ELISA) kil
{Herd chock ® unt-Avegpare, IDEXX Labortencs, Madnd,
Sqraind hused on e whobe wehyaoie sate of Meosporp BaC-|
The fest was perfornud aveording o (W ranufaglurer’s
instructions wh o vislie of 2050 taken to denate seranost-
tvily

Tlishoepatalogy of aborled fochses

Only lwo aberted Foetlses, rom tea sergpasilive enws wiich
ubarted duning the scoond  cromesler of pestition,  were
subinifigd for luhoritony analysis We looked for evidence of
prodesoal [esons o haematoxylm coan-stamed Nissoe The
preseuce of A cosveue wos eslablshed by o speoiliv wamu-
nalmstochemnwcal procedure (Lindsay and Dobey, 1959 and
specilic Mch polymerass chan reactwen (PCR] w bram 130
[Lychde®h ev o, 1999, A bneria e of o 204023

Statistical analysis

Aharisan duta wers abtaeed from cows and heifers that were
degnased pregnant dunng the siudy yed  Trom e fiss
pregmancy of the current lactaton movows, and fram she ifst
preguancy o heifers 0 aemals seTering shorbon were
re-inserminaled, subsequeat dnea were discarded  In the
gewptapticil area of the study, there are ooly tweo ceasly
difercanaied chimates  warm (May Scptembery sind cowl
taber--Annl) porioeds Reproductive paraonelets aec swmifi
cantly impasred 0 ghe warm penod (Lopesauas, 2030 and
ihe scason of meemminabion and paray have Becn sipnfacntly
correloled wiltk prepnomey toss [Labéroa of af | 199, Lapee-
Gutius el al, 2002 Regrossson analyses were periormed
aceordmg o the meded of Hosmer snd Lemoshow (1535)
by e lagstie proeedure (544, 20011 Baswally, Uns methad
mvalves five sleps as follows  prelimmnary serenimg of all
wvanahles Far wnevapiale asscoalions, consifucleen of o fll
mesdel usmng all the vanables fomal @ b sggmlicant mothe
umvanute analyes, stepwise removal of fon-agmficant var-
ables Trom e Wl made]l mgl companson of e cedwuced
muwdch warh the previons model for model Kt @nd confowndng,
evaluatian of inleraciions among vinitkles, and assesanen of
madel At usiage Hosmer-Lemeshow stansiics Yanables with
U AL asseeations seewing Poaaluss 2025 were included
ny the pmnal model We eaptmusd madellng unl all the main
cifecis o pleraction lerms were ssemlicant according 10 the
Wauld slatistic s Po= G35

Laogistic regression analyses were purlormed on data from
eagl simmab, dng aburien s e dependent vanable and
Neatporg sefopoaUvily, preghancy scason ool panily s
independent Lwelors  SeasPord SCTORCSILYINY, PIogsnicy
the warm poood and paenty {perous or BOR-Jaiows] wens
considered dichotomaus varnables, whese | deroles peesence
and rabseoge To analyse e dala fr verticel transmusawon,
the ammils were grouped i fimihes with the same maserm|
ansestar and all dam- dsughter relabionshps were recanded
The pregaatey perusd wis devided b three tnmesters The
distiibutton of abuorliens dunng the nregnancy peried, -
relatod seroprevalence and vertical transmassioen were amalysed
wESAR Cheseilinred o7 Fisehier's esach sl
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Resulis

Daty from 13} dwgnosed pregnancies in parcus cows and
irom 32 dapnoscd propmacs e helers corresponding 1o e
Bl-mosth pengd of ahe study eere sndlysed  The weerall
ahortion rale for the hercd was 23 2% 438 of 104 dusgnose:]
propoaneics) CM the 38 smimals undergoing abartion, 29
(76 3%] wore A caweeny seropositive [Table 1) Seroposilive
ammitls alberled throuplioul the study pened  mune, sea, oiplin
and si abarhiong were regstered For ewery  conseculive
I months of the vear, eospeclevely Bath Toelws sibooilsad
1o Lubaracory anabvses showed lesians and aere faued o he
infucted hy Neasporg

Tihe presenee of & carinen anlbodies in the anamals was the
only vanabls wsleded oo the faal logsie regressien model lor
aborlaon Neotpen? commeiz ECCH tgrestsod the probahliny
of abarbon by an oy rate af 127 (P < 00000, 95%
comiidenoe mterval L 9-39 2, stancard ereor = [ &6, ikehizond
ralio st = 2803, 1Ld 0, P < 0001 Panly und season of
pregnancy had go effect on aborlion While 30 of 132 (32 7%
pardus lemidles aborned, eight of 32 (25%) halers aborted
CEble LD Sisoysixahnmals beciame pregmant srcthe wam poroed
and, ofthese, 1903 Zedaboriod by the ool poraod, 98 ammsls
became progread, 22 of aluch (2F 3%) abariedd

The numbezs of Yeaspora serofrosiye animals that ahoroed
dunng the ficst, second and third tomester of pregeancy wero 2
(& 9%), 20 (8% %) and 7 (24 1%) respectively The aboron
riste duning the secend frimester was sigmiicamly  higher
(= OO0y than et reconded Tor the best and thrd
trmesters [noteee dars, a mumenifaed fctus was deteeiod
duang 1he pregnaney check performed on day LED The
focluses were appros maiely 5 months ald and 1hese cows nere
regrstered as having abered during the seeond nrmesier of
Pregoancy

Tiwe overill secoprevalence of & oot indection 1m the
herd, amwclwding caoves over 6 montbes of apr, was 25 4%
(B seropostive gl of 2375 and almost 449 of seropos.
ipve preguand anmmals aborted (29 of 66, Table 1) Analyas of
seroprevalence o refulion 3o age showed noo siatstcally
vgmifcant dhileenees e e distnbution of seroposisity
aerost Wee ape protips {Table 23 o gk scroprevalenoe age
proaps were depecled wmolbe bard A strong assecsalion was
noled hepween she sercslatns of dams and dhee progeny OF
32 seropostive cows wilh deseendanis i Lhe herd ot the Leme
of smnpling, 29 seropositine cows had 40 seroposiive descend -
anls aeed g seconegatey: afispring. while the remanmng Lhnee

Talde 1 Aharisse gl Neogpera spropoalvily cates accepghng 2
panly ssalus of 1he diagrosed preginaan anmntals i a daicy berd wath an
ercised ipgicleros 1f ahachians nver leyear pcrl-:s-s,['

Xe gk res

Eoreponlive Tadsl no el ahorony
n 154l abrtierns (Y41 ammids [Fa)
Chveral| Ll oh ot I (2 9 (a4 33
Parouscows  £32 S0 (3] 02 21y 0y
Holers 32 15 [0 Roast £ o30F [1a?

*Serplogical dugnes s was pesformed & manths afer the end of (ke
e al sludy
With reapost ba the lela] number o eima]y
“Wth respoeg o the Lotal ciaonkeee oF sergposinee dimanals
darih respeet 1o ke 1etal aumtbes ol il ieas
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Tahble 2 Age seroprevateree inoa dury hoesd with a hegh ncidenee of
abarlians (345 of stroposen e aetals] ever |-peag penod

Age greun H Seraposiyaly {2
< | year a2 13 {21
-1 yoim 33 bk a2 1]
¥ 4 years g1 i 43 5)
o3 TS 13 12 [} Q)
= peans i 23T

3 osgralicanl dilfepences were dedecied by the cha-syguaired 1260 (pro-
potbiens compassd e a 2 % 5 canbingency tablc)

serapostive cows bad [our seronceative calves Thuy, B0 6% af
the soropasitiee dais hisd scrapesinve offspring and #0 9% of
1he calves Darn 1 dhe 32 secomosn ve dims wore sernpositave
Of pase, was the Turth of shroe seropasitive oflspong Lo thres
setaagrative doms 1o these dam-daughter paiss in which
serobopy was nol concordant, a second blowsd soimpls wis
Laken seme momhbs lawer 1o check o Tlsc-posiuve or neganve
results In vwo of the e dam davghter patrs, soulsed mesnlls
were cenfirmed, while the remtwnmg dam gl dauphter were
ACTONCRiETIYE

Ten elpble foculics wath they swse matarnad ancoslor were
mberred from the svalable Jdata In three of these fumihes,
sceopastee dums pave beth o seroposie offspring an more
than one ctcasion and in five of the faesnhes, seroposnreg dams
lransmulled Neospera micchon Wx el Leasl 10 general|ons
However. o small decrease a the perpeniage of cangenitzl
infechion wis obsereed wilth ingreasing pardy ol the mother
Scraposbeve herfers had B8 "% congentally infected offspong,
whate i older cows (aver four laclatunsh 75%% of e oflpnng
were congenttally infecied

B¢ productive history of the herd

In the 2 vears kefore the abortion vutbreak 11 5amd 10 0% of
caltle hod abarted, respectively. and ot tan 2% of these
iboruons hd ocvorrod before 90 davs of pregoincy  The
proporion of Mearporg prsatng ammeals that bad aboned
dunng the ®ywwgrs preceding the siody wis 9 3% (wven
abarttons 10 73 Neogpara-posilive anmals m the kerd), o
sumlar aborlion rote S0 hat recotded moseronegatse aoamnals
(I 1%, 12 aboruons in 108 MSeospers negaive amerals) The
cullaeg ritce for these 2 yours wag 22% mafais cows

Drpscussion

Subpecting, o whole kerd 1o a single serclogicil screeting bos
beett described as o rapad and valid meethod af aoalysang
N ocanmaet nfecnom e wmas of rouies ol lnsmessien, ge
distnbution and pekpres (Dekstra etal, 2003 Cuang
s approach, we obsened o slronp assoslion bBetwgen
Novimroem seropesivily and o aburion, o sgreement witl
previans separs (Duibey ot al |, 1997, Pure ot al , 197, Mo
ot al . LH Mogror-Toope ec al, L9 Stenfud ot ol o 998,
Moare et al, 2002} Cur findings midicate (hat aborien
wus 112 tunes more hkely in % comnpme-seropassone {han
sseroncgalve fegries T Bt o5t b fJaey herd shiova o
4 oaremnely hiph shoroon rate among serapositive anzenfs
(43 9%¢), s boinp the hiphest fipuce roported Jor Acorpory-
related abarigns fellewed by the 30%% e foponod by
Anderson el al (2000 The wberuen 1ale m Lae years previous

¥ Limz-Ganus et al

1o the ourtbreak [nost aborhuns eccurmng belore $H1 days of
preznaney) 13 considered eodermc and not relawed 10 ikloclous
causes inang pengraploeal arcd of sludy (Lapee-Galis e al,
2HpZ. JOHRS)

Although afection was confirmed only o wo shoried
fpetuscs. thes sigrubicant mcorcass e nsk of abnrion smong
seropostye cows nduated a cousal Ik between ¥ carmdess
wilecteh and aborieen and hus been previcudly noted by us
s hier sCudd m ob g (Lopce- Gt s &0 al L 00 25 waell as
iy other ambors (Makey et ol 19970 Page of ol |, 1997, Mowea
ol al, [WE, Moore el al , 2K

Cur resolts mcdicated thal panly and season had noeffect an
ke aborlien rate in this herd Panty status (heder versus cow)
sl st ol pregoamcy hive previously been found to due Eur
mapar nsx Tactors [er abarwon o s geoprmphacd ares
(Lahérmia el al, 1996) This mught sugpest thy e eMeels of
nunngemet Faclors gencrally relited dg aborteon qare masked
when a4 dwicy herd suilers an oulthreak of dbortioms due 1o
weosperesis Tl aborion rae 0 Neosparo-seroposilive
ametaks was sigiilivantl hgher donnz the second pestalon
1ot the aymber of seroposiive simmals it aborted danng
ihe first term heing very low Alhangl in mosl reports the
pestuniemit ape ol NeesporgomfEousd  Toctuses was From
3 months of gestabon 1o teem C8arr et al |, 591, Wauda ¢t al .
W99, Halted e al, 1908], the offect of & caonene enfection m
caltle dunng the lirsl lnmester of prepnancy 15 an asgect of the
Liology af this parasite that s oot clearly understood In oo
resent stody (LdpesGaoes ot al, 20041 bascd on data foem
2173 pregraeet anumals (13%o seropasiiive}, we wire lmable to
Ik scroposilevily priar 1o pregpancy wilh prodigpcy loss n
the first term of pregnancy, yet did ohserve a very sigificant
assacuation bobween & canwas seropasitiviy and aborion in
ammals aborung after 90 days of pregnancy

Tl pcsent absaruon problem wis probably nol relited 1o02
powt source of wnleeion The sorong enrrebibion between e
serodopocal status of dams and daupghters, a5 observed by
ollvers (Parc @1 wl o 1998, Sclhares coal, 1998, Woedi et al .
1998, Daveon ot al, 19900 Dgkstra o al. 260, Campere
cloak, 2MH3, Paerpall Baoeetty o g1, J0HR3Y, ninbicated b verncad
transmussian was the predomiannt cransnussien roule i 1he
herd A fow mismatches o dam douphter serasialus were
wbsered) swgeesinig some depree of post-notal tranamsson m
this herd A low rate af most patal snfocuon, 1 <8 3%, has
heen cepoeteld n Leenpiluadis] seodies (Pard eral o 1997,
Lavison el al, 1999 The distohutan of scramasilse wenals
across The dullerent ape proups wis ool stastically sipnficant
The apparent decreise (nol sipmbicant) i the seropresalence
ritce gdoosen By gimmals undee |oyenr of age could be explnned
by ihe drastic redoction e the anmber of calees borne by e
seriposilive arepnent ammals denog the sody perod  Infec-
o wiks therefore most probably perpeleated by vetuical ar
vungendldl transtissien before the onsel of 1the aborton
cresade, ag alserved by Womla ot al {1999)

Allthaugh aborion rides werg gonstdensd endemic during e
Y years preor Lo Lhe study, Uwere was o sipwificent anmual
merease 10 e aberlion cate The aboron epesede appoced Lo
he Terppered by Luelors promotmg buesar alegsaon by v ng
suppressan i o pemteer of amomals, rler fhan beog Lhe
result of o recenl antrodeciion, o apreement with resulls
deseribed by Wouda et ol (19990 and Ackisen ot al (206600
Aborian as the tessly af Messpoec-infegsms Toa heen des-
cribod as muolb-cowsal and infschion wer se Tght not e
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sulicien o citse abortian (Parc et al , 1997) Fuctars such as
wiafetnal antbody levels dunmg peslanamy (Pard et al, 1997,
concersent vl infections sugly ps BYID (Blarkman ot oal,
Xy, hereditary Tictoes (Hjorkman et al . %6 mmuonosup-
presswe agealy ar oven e use of mouldy mase-siage as ferd
{Bartels et ol |, 199} rughl contnbule Lo the nsk of abartionm
Kragpora-inTocted ammauls Some & cammsm-assocled iber-
uon auaibreaks Iave even boen related o o hited penca] of
commun housig aod feeding of the mals and m several
cares 1o the maradnguon of & new dog on the faom 21§ years
boelare the fipst Arespoea-associaled abortions (Inxstra oL al
202} Thas was not Lke cass in our sludy, i wlich no mmmals
wore hoosed or led as separde prosips, and e Tann had been
Free of dogs for dos List 7 years, alibaseph dogs ar wald ciuoads
i the pasghiboarbiosd, suet s ped [oxes, wonnol e eacluded as
g possihle semgee of ipfechion thegugh comlammation of the
feedmg alley of slotige areas

Cdur resulis supgest that, ;o oor omncreascd ncwdence of
Abomions hevause ol ocospuerosis e diors eattle, maneeoal
serolagy can e o good indwstor of abortian rsk ok den
abortwn-hnked manggemienl factars, suele g opanty nel
Propmaniey seasar, iy B masked
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Neospora caninum infection does not affect
early pregnancy in dairy cattle
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Abstract
This stody was designed bo evaluate dthe relalionship belween Secspoea etripum infoolion prine o
pregnancy, as determined through matemal <erology, and the subsequent eecumence of aharion on
dairy cattle. Sprcaal emphasis was placed oo pregnancy losses in Lhe dicsd timester of prepnancy.
Memspan carirnne wnlbod ies wirnz analyred by comneresal EL15A 0 2773 prognant animals {2072
parors oy 1wl 751 heifers) from six herds. The mean seroprevalence of anttbodies i AL catrkum in
the herds was LS.LST (v = 4190 Erem gestation Day 3 10 the SLh day of prepnuncy, there were 183
aberdons (864 of all pregnencies) (23 in Mearperg posiive amanals), Afier 90 days of pregnancy,
Lhe numbes of abotians wive L {3355 126 neeuming during, the segond and 20 durng the thind
tramester of pregnanay (LIRS an Arospuerd positive animals). Muliple dapistic pegression anal s wers
perfonmed on data from cach animal exing zhortion before or afier 1k davs of prepnancy as the
dependent variable, and Measpera poritivity, hend. pripkaey zoason, amd pacty {parus or non-
parous] as independent lactors, Mo significant ¢ffeer of Neoupere pesitivity and hend were fourd on
the: abortion e befare 90 s of pregnancy. Based o the odis racie e abomica cle was 4 ines
hagheer (P < QALY a0 animals thatl beeame prepnant in she wanm thag iy the eosab peeesb, ond 3.7
ticties Righer (P < 00087 0 parcws than in nonparcus animals, Nesdpone pasifiviey was the anly
variable included in the logistis regoescaan model for ab<aizons occurming after ) days of pregnanay.
Seraposilivily inananimal icreased the probsbilivg of aberion by iiodds raicaf TS0 < D001,
Ua% ponfidence inerval 129278} Seasan, paeiny, and henl showed nooelfeen, Thie mesais of the
preneny sty sipvest that chiennic A2 eaninie infeciion priar o pregnancy appeacs ot o aTfegt the
cariy firial period, hue does have a significant shorive effeet alter 89 days of gestation.
1% 23 Elevier Inc. All nghls réservad,

Kepwords, SNewrpord codiareg; Abaricn; Dwry callle; Seralagy; Farly pregnancy
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L. Introduciion

For dairy producers, abonian is probably the single most impontant reproductive
imorder, s cifects beine prester i prognancy 1o05s oocurs hovecen 30 ond S0 days of
gesiation | 1], Early fetal loss often escapes clinical disgnosis, and carly pregnancy losses
are assumed 0 be of & multitacterial oripin, The risk of carly folal loss imcredsss in
e nsive dairy mamagement systems |2], Meospore carfeim, an obligate inleace]lular
protozeon thad infects domestic and wild canids. rominants, and horses, has a wide
peagraphical disinbution gnd is responsitle for subsgntial coonemic losses, inducing
abartion and stilleinh in caitle [34], In Spair, Bovine neosporosis was Brst diagiosed by
Fendevila of al, [5] and has since been recognized as o leading cause of abortivn in cabtls.
Antibodies 1o M conires were detected in aboot one thind of @]l doiry catele tested [6,7] and
N caninwer wias identified in 32-57% of all aborled bovine Teluses i nonlem Spain ().

Measpara coainure-iniocied cows show b yory high rate of transplacental wansmission.
Thias cale has been eitimaied o be as logh a3 35% [9]. The mugotiny of calves bam from
infecied mothers are clinically aomal, Bul ane ialeclked Tor Tife. A seroposilive cow s mnore
likely 1e abort thanh & scroncgative cow [9-121, 1o the exteat thal prospective serological
examination of dairy herds could be a sighificant predictor of Bolh corgenital infection aod
ahortion [135].

Ths gestarienal ape of aborted Meospora-infected fefuses has bees Found o range from 3
muerths of gestariom e deem [ 14-18], and the incudece of A coninnee-wssociated sbortenn
ire fetuses peabcs in thes Sih to 7ith ovgnlh of gesiation | 14,17, 19]. Thoogh in held condinions,
aboricns occurming before 3 manitbs af pregrancy ans marely ascobed te M canimum, carly
M. conitum abantien may be missed by ihe farmor and therelore ot evaluated by ihe
diaenosic labortorics. Heooe, the effects of M camiaes infeotion in cattle during the lirst
mmester of pregrancy arc not yel clearly andersigod,

The peesent slady was based on a prospeclive analysis of N conimure anlibodies in daicy
cows froim herds suifering endemic abortions, We cvadvated the relationship belween the
presence of antibodics k& canirum prior @ prepaancy and subsequent abortion befors or
afuer 93 days of prepnancy. The effects of &, corfrnm infection and manigement vanabley
previoasly found to be stgrificant)y commelated winh eacly Tetal 1055 ool saine anea were
also apalyred,

2. Maierialy and methods
2.4 Animalz

Qur stendy was perdormed over a 2-year period (1 June 2000 te 31 May 2003} on xix
commeectal dairy herds in ponheastern Spain, The sia leeds coroprised a ot of 3000 tnac re
Holsein-Friesisn cows Al e Tamms bad similar mabspenen praciices: aod high midk
productivn. Mean annual milk production by the heeds was L0400 ke per cow, The cowes,
grouped accocding o their milk prodection. were milked theee nes daily, [l cemplele
ratiuny, and kept in open stalls, Mean kerd size was 750 animals and ranged fron 150w 1250
rrsabure cows, The culling raie in the herds for the study podod was 20 -33% (mcan 295%:),
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From 0 wo 300 days afler seralegical analysis, 202 prepnancies wene diagnosed in
marans cows and 750 in heifers. AN these animals were included in the sledy, Al the
amimals had begn bred by snificial inseminaton sad were whercebosis- and bege]losis-
free.

22 Xeminpical lesit

lond samples were collected Toorm 3400 aniroals in the six herds. From June 2000 w0
Fehmaary 20002, all the animals wers sanpled, hiod by e, with the gzcemion of calves
less than & months af age e svoid calostiral antibodies, The seoom wes sepacated from cach
oo sample by centrfugation and 1 oml aligests of semm wene siorgd w2050 ol the
timg of analysis. The sem were lested for N canimuer-specilic aolibodics vsing teoo
gammerceal KL A ks hased on the whiele achyzoiwe lvsang of Seasgpere NC- | according
lp the manulgctorers” instructions (Ferd check™ anti-wearrpone, 1REXY Labontones,
Madnd, Spain, CIVTEST ™. Hypra, Girany, Spain). A cat-ofl value 20.50 was 1aken s &
positiva tost result. An animal wos coagidered o he seropositine when at least one of 1he
two fesls proved posilive.

Secroconversion and the prabahiluy of horsomtal irinsmission acewrming i the herds
during the study perod was evaloated by colleeting a second Ylood semple from 3600
seronogative amnd 250 serepositive aninmals selected atl rangdam between 6 and 12 months
afier 1he first blopd sample was Laken.

2.3, Pregrancy and alwerion diggmeses

Pregnancy diagnosis was peciormed on Day 34 of pregnancy by leansreclal dllewsaund,
amd on Thays H0, 120, and 180 by palpanion per tectumn, Following a preghancy diagnosis on
Day 34, aborion wis eecordad in e case of o sirbargu et negative pregniey didgnosis or
when signs of abomion were observed. Animals were subjected to prcically daily
observation Tor signs of abomion Trom Day 120 of precnaley il partuetion. Aborion
iz were nbtained For the fiest prepnancy of the curment laciation m cows, and Tor the ficst
preimandy f heifers.

Chnly 1wo S-michih-old abonicd feiuses were submitted for labotalory ahalysis and both
wire Found Lo be infecied by Meripoeg in the abscree of ofher couses of abonien (data not
sl

24 Dapn eolivedon gnd analysis

Dot on Megspara scroposilivity, abenion, and managenient vamahles, such s herd,
pacily fparous ar heilers), and season of isemieation, were recorded for gach prepnant
animak, b the pooprsphical area of sody there ane onky two clearly differentiated
melcorslogical penicnds; wann (May o Sepusmber) and cool (Ociober 1w Apal). Repris-
ductive prrumeiers are penerally Sipmificaatly nnpaired o thoe warm penod [20], and e
scason of insemination and peegtancy [oss have been sigailficantly cormelated [2§2H). For
this repson, Insemination dates were Used to alyae tee e et of the season of msemina-
Lian {warm vecswes, coal peried] on e goourmense of abanicn,
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Wi detsrmined levels of agreement between semologieal ests {Kappa stalisticsy. The
rclative cantnbmtivm of each factor wothe probability of o cow onderpoing abortion before
ar afier M days of pregraney was determined by Togisne repression, Atonion befon: or
afler 90 days of pregnancy was comsidered as the dependent varahle, and Memspor
soropusIlivity, parity, ad inseminaticn in the warm penosd weors incheded a5 dicholomous
varahles (1 .- presence, (- - absence). The herd wows coded as 3 class vanable,

Rlrgnession analyses wene performed accooling ta 1he method of Hosmer and Le mashow
[23) by the lysistic proceduns [24]. Basically, this methed involves five stops as follows;
preliminacy sereening of ol vareahles for umivanate associstions: constnactian of 4 full
model msing all the vanables found e be sigrificant in the snivanate analysis; slepwise
remonitl of nonsignificant varables foom the (ol model st compariaon of the reduced
mode] wiih the previows model for medel Bt and confounding; evaleation of interaclions
amang wiriables. and assessment of modded Gt wsing Hosmer- Lemeshow staistics. Wari-
ables with univariate assaciations showing Fvalucs <023 were included in e witial
model, We contimeed mosdeling until all the main effgels or interaction terms wene
significant according 1o the Wald suistic al M < 008,

The perccmiages of seroposilive animals that abomed dunng the first, second, oe thind
teimesler of prepnancy were hoally compared using the Chi-squarcd tesd Values are
axprossed as the mean - standand devianien (.00,

3. Hesplis

The two BELISA 1eclmiques shawed a Kappa valos of (.94 ((L90-),96), indicating a very
high lewel of agrecment Batvare e s, The secoprevalencs af & cariaest anlibodics in
the becds was 15160 (Table 1) and ranged frem 3.3 w0 35 %% In wotal, 4149 snimagls were
rocarcded as seroposilive. Owverall, 2500 seropositive anireals in which o second anglvsis was
perdoomesd between & and 12 rrombs aftes the first sdoople cantinued b be seropasitive,
while af the 300 serenepalive animls o whick the a second analysiy weas perfommed, only 2
wiere Tound 1 be seropositive. This indicates & noll ar very Juw incidence of serogcomversion
o7 hueriznntal mansmission dunng the study penomd.

The mean lactation nomber fur parees cows was 23 101 and ranged tram 11012
tactations., e Movsand ons ondeed and Gy -yve (0050 prefmanicios wene recondad
in the warn and 1638 {32473 in the cool period. Table | shows secopesitive Measpera
oesults and abodion mies for pacous and nonparous animals. o 165 parows cows (20

Tablz 1
Haees" qal aburtiom and Medrmum serepasilivity i pregnang heijes amd parmgs oo

" Sepgprsialy Aborions Serupsesive amnnals
mdergssnp I
el 751 R1f1LLY 43 3N 24 (28 H
s cis JuEl J (165 186 (111 10kt (31
liciall i AR 15T) P R 124 ¢30.5)

A sibee of prognuncees.
* Percenznges in purensbeies.
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Table 2

Dudils i ol sariables ancladed @ the Ninal logisze reercseeon medels far atwrbons

——

Earwe Ll n i pafiz FE% conudenge nwral I

Aburtive Tefore gesiiea Day $°

Eeasmn a Léwlt
L12% 4 29 b «1XKH
Iraricy a 151
1 LN 17 1 t,1 <1 D
Int=repl faon 1108 K11
Abomion ufter gewdation Day S
&nqﬂ_’-dﬁhi:r L1} 2194
| £ ) 159 | P A <11.0KK3]1
Lnercuepe fole <11.0Kx1

" Lonclitesad raria test = 1230 502 o0 0 QU000 DHosmeer ard Lenscstione groadiesseof-RUical = 175, *
bl - 042 (the mnde] fs.
* Lekehbookl e desl $65.6, 1 4.5, P < DKL,

Mearmara positive] and 18 heifers (3 Seorpore positaed, 183 abonions (667 were
necarded froan gestation Day 34 w the 90th day of pregnancy. The rernaiming 146 abartions
warrte registened alter 90 days of prepgnancy {126 during the seeond snd 260 dering the thisd
tiimester of pregnaney ) in 121 cows (B4 Meospora positive) sod 25 heifers (21 Seaspora
postiive) Tahle 2 shows the vanables wcluded inode final Jegistic models for aborions
accyrming heforg anmd abwr Doy 90 af prepnancy, respectiveby. Moo signifeam imeractions
werg found (A = 0.1), The logistic cegression analysis for abuntion hefore Day 90 aof
pregnancy indicated noosignificant effecis of the presence af anlibodies apainst 8. o
or the herd, Bowever, based oo the odds mtes, the abetion mie was @ 1imes higher
(P < QN )y im ankmals Leat becaine poegnant in the seann tes in te eool peood, and 3,7
times higher (F < (WK} in parous than in nonparows animals. Moreover, Aeespora
posilivity was the paly vadable included in the Togistic regoesaion made] for pborions
sufforcd after W days of proguoncy: o positive bloed test increased the prohatality of
abartion by an odds retio of P9 (A -2 00000 ). Season, panty, and herd showed no cfiget.

The pumber of Messgone posiiiye diimals that abomed dunng thie fest, second, and thicd
irimesier of pregnaney wene 23, 10, aond 5 (12.6, 794, and 25% of 1 mota] number of
sborlions in cach nmester, espectively). The abofian cate in seooposiye asamals dunng
thi secome timester (25,55} was significantly higher {Chi-squared tesr; P < 200 Y than
rules oecorded Tar e first 5% aand thind (175 lenms (perceniages of the (ial nuober
of seropositive animalsh In live dars, o mumntined s was delected dumng peognansy
dispnosix performed on [y LED. These cows were regislered a5 having aberied ducing the
second mmester of prograncy.

4, Dnscussion

Aborion is defined as thae Jemoination of prepnancy between Days 42 and 264k of
gestation, The embryonic perod of geslation exiends nem conception o the end af the
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dilfcrentiation stage {(about 32 days), and the feial period mons Erom Day 42 to pardus o
123]. Mest noq-infectious prepnancy [osscs ocont dunng (he early cmbryonic pedod [ L],
and eacly fetal death per diagnosed pregnaney can exeecd 12% [26,27], In a previvus study
121], we evaluated the cifocts of manapement Eactars on lite embryonic and early Tezal Loess
(pregnaney loss following prepnancy diagnosis) in 4212 diagnosed pregpancies: the effects
parily sialus and season were Tound 1o be significant. The prosend resulls are consistenl with
thowe lindings since &, canimuse infection had no cffoct and parnity and season were 1he
miin factors associaled with propnancy boss up uneil 4] days of pestation, However, 21,94
uf the wnimals that geerted abier 90 days of pregnancy had shown a pasiise blood wes. Car
resnlts supgast that W coniism infection Tails w atfect the cacly felal period in animals
infected before pregnaney,

Tins back of effect has wwo possible caplanations. The first is thad, in (ke early stges of
prepnancy, e el ooites may net have sllained sufficient nurbers in the placenta andior
fetus Lo cawse damage, bue are able 1o harm ke felus Jater on i gestanion afier further
rephicanion. The second sxplanation 85 tat the sudden migratnon of the pratesca ot the
bbeedsorecam at mid-gestaion might inctease the chances of their detecrion at it time.
Long and Basdler |25] were unable 0 identily tachyaoiles in placental and Jewl tissues
during the frre- dd carly peegnansy sioges in miee euperimcmally infected with Aleaspara,
but could detectd ther b lale mid-gestation,

COn the other hand, we observed o close associalion belween N camimime seropasitvily
ame] abortion in anamals that aborted after 90 days 9f preghaney. These eesulis add sirenpth
v previowsly published data on Neospern abortion [11,13,29.30] and highlight the
prmaislency of Neospora pathogeness b conditions of dilferent management sysems
and enviromments worldwide. Aceording o 1he odds mtio, abortion was 14,9 limes mors
likely (P < QQ001) 10 goeur in N caafanm ceropositive than in seroncpative females
during this penod, This incressed misk of Aborion amonp seroposilive CoWs poin o
causal link beteecen nataral M caninuae infection and aborjon in the herds cxamincd bere,
Marernal antibody [evels denng pestation are ahle 1o predict congerital infection of calves
and abonion of fetw:aes in nfocied cows [13], Fathocmmore, the ceconmence of abortion in
seeoposilive animals was sipmificanly higher dunng the secomil tnmester of gestalion and
lowee during the third enesier. In oo previous prospeclve sludy [13, A caminee
seropositive animals ahoned from 125 t 170 days; mesn suevival of 1he ahonedy feluses
wits 147 days, and o redoced percentome of aborted femeses wene W rarisnm positive
beyond b months af pregrancy. Thas, 1t seems that 35 doming the second wrimesier that &
cortittrm indeckion o pive rise to the ghest cote of atwnion in chrenically mleeted dainy
cattle, Puning the secamd weamester, dosenregulanon of the cellulor immuone response | 3],
or (ailure af the dam w produce an adequane Inmuone meaponse, rader than 1he already
Cirme: Lol Fetal ook Fesponsc. appasirs 0o e critical for ielal servival [13,32]. Abthoagh
when disgnusing sherlion serologic date meed to be imecpreted with coution [3.4], our
results supmest Lhal he presence of M cevrfacm antitodics i deicy cows por 1o pregnancy
can be a predictor of abertion aftor W days of pregaarcy.

It is wnclesr why many cows identificd as infected before preghacey did nwl aborl.
Indieed, over 5% of ihe serapositne cows in This stedy Jid ool abort, Meespora oaainam
abartien i5 thowght to be nullicaasal. Whils infection with the protozoon is necessary Tur
N camingm 0 induce abortion, inlectivn per e s pol sefficient o ciuse abhonion [L3),
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Faclors such as maternal amtibody levels decng geststion [U3], viml infeoions such as
BYIH[33], immunosuppeesitve 2ffecis such ws those Indeced by ingesling moldy moaie-
silage |34), or heerditary factovs [35], appear o conlnhute 1o the sk of aberdion o
Meospara-imlecied annnals. Yet, o funher factor possibly telated 19 an increased risk of &
eariawem -t inled abortion i deiry cattle afiec 80 days of pregnaney is the high
miclablic swess sulfersd by high productien animals.

Allhvupli infectivn was anly confinned in tweas sboned feloses, ane prospective design
allowied ws 1o asiees causality ahd Wi the conclasion that the Ask perasd for abortion
was bevond 90 days of pregnancy. As o whole, sur resalis suppest that A cosiges infection
in untmals choomicelly infecied pooc to pregnancy docs not scem to affect the carly
feval pernod, vel 0 dhes appear B have a sigaiicent abortive cfleqt alier ™0 days af
FestaLlinn.
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CAPITULO 1i. Diagrostico serolépico de la infeceidn por Neaspora canimmr en
rckafios lecheros: comparacion de dos 1eenicas serodopicas de ELISA,

M. Pabon, F. Lopes-Gating, 5. Almeriz
Presemado en el IX Congreso Ihérico de Parasitologia. Coimbra (Porugal). 25-28
octubre 2005,

I, Intredaecidn

Neasporg caniman provocd abortos ¥ mortinatos en ganade vacuno lechero (Anderson
ot ab, 2000, Dubegy. 20031, causamdo cuantiosas pérdidas econamicas. Se han abservado
prevalencias que varian del 12.5% en Bélgica ¥ Reino Untdo, 20% en Culiformnia
{Lobey, 2003}, 49% en Alemania, 3% en Lspafia o 76% en Holanda { Bartels ¢l al,,
2006).

Las técpicas siologicas, mmunchisteguimicas y de PCR asi como el aislamiento del
parasile son wilizadas cn ¢l diagnistica post-mortem de Ia infeccion por N, carirtiem.
Sin embarpo, el diapndsiico de la infeccion on animales vivos se basa en la deteeeion de
anticucrpos especilicos frenle & N, carinum medianle técnicas seroligicas cama
inmunublotting, aplutinacién, wmunofluorescencia indircela (1¥1) y 1éenicas de ELISA
{Inmuno ensays de enzima lipada). Estas dos dliimas utilizadas muy [Tecucnicmente
{Greiner y Gardner, 2000; Jenkins et al., 2002). Estudios previos han comparada
diferentes técnicas serlégicas para la deteccion de anticucrpos de W, coninnm [Alvaree-
CGarcia et al., 2003; Reichel and Peiffer, 2002; lenkins et al., 20000, pere los resaltados
de los diferentes trabajos son dificilmente comparables entre si, no sélo por las
vaniagiones en la téenica (preparacidn ¥ concentraeion del antigeno, dilucion del suero ¥
compupade wtitizado. .}, sine también debido a las vanuciones por edad, tales como las
que s¢ prescttan entre tetos ¥ hembras paridas (Alvarcz-Gareia et al., Moo
Nuctuaciones de los anticuerpos scgin el periodo de gestacidn (Stenlund et al., 1999;
Quintanilla-CGonzalo et al., 2000, Peretra-Bueno et al_, 2000}, Fambién se pueden
presenlar vanaonesdependiendo de la Mnalidad en la aplicacidn de la iéenica pues se
han wtilizado diferenes puntos de corte pura diferenciar entee infeceién v aboro
{Atkinson et al., 20007,

Sin embargo, vn cstudio reciente que compard diferentes técnicas de ELISA
inclevendo las que comparamoes en este estudio, 1ras Ja estandarizacion de resultados
enconted una alta concordancia entre todas cllas. con altos niveles de sensibilidad y
especificidad (von Blumreider i at,, 2004), En el presenie estudio v iras ¢l andlisis de un
brote de abortios por Neospora en un rebafio de alta produccion leciera de Calalufa
{Capitulo 1) (Lopes-Gatius et al., 204} se contlinud con el estudio de varmos rebanos de
la misma xona para analizar las lasas de infeccion por A canimem de los mismos
comparande dos idenicas de ELISA comerciales: Hendeheek de laboratonos Idexy v
Civiest de laboratorios Hipra, En aqueltos atbimales en los que no coincidian los
resultados de los dos ELISAS se redlizd un andlisis seroldgicoe medianie [F1 para oblener
el diapndstice mas accrtadao.

2. Materiales ¥y méodos

2.1, Rebafios

Se recogid sangre de la vena caudal de 2435 animales perienceicntes a 3 rehalios de
ganado vacuno de alla produecidn lechera de la wona de ©leida (noreste de Espaiia)
{Tabla ). La recogida de muesiras s¢ realizo ol mismeo afio en todos los rebaiios v se
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hasd ¢n un dnice mocstreo de 1a talidad de 1os animales en cada rebaito exceptuando
los temeras menores de sets meses para ovitar la presencia de anticuerpos calostrales.

Tabla I. Naniero de anmales analizades sealn el rebaiio de procedencia

Rebario | 1 2 3 4 5 [ TOTAL |

n 394 250 1352 [ 29% 132 2433
n: oamers o1zl de aimales en cada rebano

2.2, Téenicus scrologicas:

2.2.1. ELISA Herdeheck de laboratorios Idexx v ELISA Civiest de laboratorios Hipra
En nuestro estudie se uiilizaron dos técnicas comerciales de ELISA que wilizan como
antiveno extracto soluble de taquizoitos de N camimunt: Herdeheek de laboratorios
Idexx S.A (EEUULPart et al_, 1993) y Civiest de laboratorios Hipra 8. AL (Girona-
Fspafia). (Rebordosa ¢t at., 20000 siguiendo las recomendactones del fabricante v
empleands los reactivos v los sueros (estipos suministrados pot las casascumuerciales,
Cn ¢l cazo de la técnica Civiest, el fabricante recomendaba selectionar coma positivos
las valores superiores a & v como nepativos los inferiores o ipuales 2 6.

Tabla 1. Interpretacidn de tos resultados de ELISA Heedeheck y ELISA Civiest

ELISA Terdeheck 5/P | Civiest IRPC |
Inegalive < (1,5 = 6,0
FPosilivoe =05 > 6.0

2.2.2. Inmunofluarescencia indirecta {1FI).

En ¢l caso de resultados discordanies entre los dos ELESAs, comparando Herdeheck v
Civiest (>6) (26 animales de los 5 rebaitos) se procedid a su andlisis mediante Wienicg
IFi sepin Oriudo ct al., {2002) utilizando como nivel de corte 1:200 E analisis no se
puda realizar en 4 de las muestras por la falta de dispenibilidad de soerg,

2.3, Analisis esladistico.

F1 grado do concorduncia entre las dos téenicos de ELISA yentre los dos ELISAs v la
IF] z¢ evalud mediante of caleule del valor Kappa (k) (Thrusfield M., 1995). Gl andlisis
del valor prediclivo positive ¥ negative de cada uno de 1os ELISAs en las nestas
discordantes comparado con la 1FT se realizé mediante el proprama estadistico Fpiscra.

3. RESULTALROS

3.1, Comparcioty de la seroprevalencin en rebaitos medionte los dos @éenicas de
ELISA:

[.os 5 rebaitos de la zona extudiada presentaron impotianles variaciones ¢n los valores
de prevalencia, con niveles desde 3,5% v 3,8% o 34,3% v 31.6% con las Wenicas
Herdeheek y Civiest respectivamente. Las prevalencias Tueron bajas on algunos tebafios
{rehafios 1 y 33 v clevadas eo otros {rebafios 2 ¥ 5).

Ln todos los rebafios los valores de prevalencia oblemidos por ambas WWenicas fueron
iy similares enboe si.
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Tabla II[. Prevalencia por granjas en cada prucha de ELISA.

Herdeheek CIVTEST
REBANG N TOTAL DC ANIMALES n/f% N/ S

1 394 14/3,5  15/3.8
2 250 £9/ 34,3 827316
3 1352 65/4.8 6246

4 298 530178 48/16,]
5 132 A0 30,3 387288

La concordancia entre ambas pruebas fue muy elevada como lo indica ¢l valor kappa
media de las explotaciones que lue de 4,94 con varaciones entre pranjas de 0,82 a 0,96
al ulilizar ¢l punto de corle =6 en la téenica de Civiest {Tabla [V

Tabla IV, Concordancia (valor K enice Herdcheek y Clviest

M ™ M Wakor
Herdebeok/CIVTEST Herdcheel/CIVTEST HerdeheeW/ CIVITEST K
RERANO + /4 - -1+
1 12 2 3 0.821
2 81 g l 0,921
3 61 4 | {1,950
4 48 3 ) {3,940
5 3% 2 {) 0,964
TOTAL 244) 2i 5 0.943

N: niunero de animales.

La iéenica de Idexs demostrd una ligera mayor sensibilidad que la 1éenica de Civiest,
pucs del wts] de animales analizados por ambas técnicas en las 5 granjas, 21 animales
considerados seropositives en [lerdcheck fueron seronepativos en Civiest (Tabla V),
mientras salo 5 animales gue lueron considerados seropositivos en la téenica de Clviest
fucron seronegativos en Herdeheck

3.2, Analisis de los resultsdos de sveros discordantes i 1os dos ELISAY medianie 1F]

Al comparar los resultados de los 5 rebatos cocontramos gue sdls en un mimerg muy
reducido de animales (26 animales de 2435} ne coincidian los resultados de los dos
CLISAs. D cllos, 21 animales fueron positives en kdexx y negatives en Civies v 5
anitnales fucron negativos en Idexx ¥ positivos on Civtest. (Tabla IV, No dispusiings
de sueros para analizar las muestras pot IFT en 4 animales (todos ellos positives cn
Herdeheek v negativos en Civiest).

Al camparar los resultados de los dos FTISAs con la IFL en los 22 animales con suetos
dispunibles, se observo que de 17 animales scropositivos en Herdcheck, 9 resuliaron
positives en [V ¥ & negativos, Por otro lado, de los 5 animales serapositivos en Civiest
3 resultaren positives en [F] y los olros des negatives (TABLA V).

{TADBLA V) Comparacién de los resultados de los dos CLISAS con IFI

[ Herdeheck +/Civtest - | Herdehueek -iCiviest 4 | Total |

51



1FI+ 9 3 12
IFI - 8 2 10

Total 17 ] 22

La concordancia de 1a IF] con las muestras diseordantes de ambos ELTSAs fue muy baia
(kappa de 0,053 ¥ 0,047 para Herdeheok v Civies) respeclivamente),

Cuando se analizd el valor predictivo de los positives de cada une de los tests ELISA
cemparade con la IF], Herdcheck presentd un valor predictivo de los ammales positivos
de un 32.94% (30,3-73,.29) v Civiest de un 60% {21,72-89.58). El valor predictive de
los negativas en referencia o la IFLL fue del 400 {10,41-78.27) co Herdeheok v del 47,05
(26-6%.2) en Civtest

TABLA VI Resultados individuales de cada mucestra discordante analizada mediante 1F1

Indice Indice

(iranja animal Herdeheck Herdebeck CIVTEST Civitest IFI

5 2024} Lk 3.5 H10 i} “H
] 2113 (RS 2.7 M i -0.6 NI
4 ) POS LB kg -0.4 10
4 119¢2) POS 1,1 NEG 0.8 POs
3 60 TS 0.6 NT.G 5.0 [
3 103 P{Ys 1.0 NEG 1.3 NEG
3 154 R 04 POS B9 'S
3 303 PEOS 0.9 Y R 2.0 POS
3 368 rOs 0.5 MW 1.7 PN
'l elr PR 1.6 MEC 25 POS
2 39 POY5 0.5 R HE; 0.7 N1
4 42 PS5 11 I 2.0 Nl
2 53 POS 2.0 N 0.6 NI
2 124 (ROL 1.3 LG 4.3 RRY
2 223 NI 0.1 POS 267 10
2 4581 POs 1.9 WEG 0.3 NG
2 4651 POS 1.4 NELG 2.7 POS
1 3 I*O8 0,6 WEG 1,6 POS
| 28 RS 0,1 POS 53,7 POYS
! 423 WG o1 Iras 17,9 POs
1 428 L 0.l POS 6,8 WL
! 635 i 0,5 M LL 3R RS

De los 17 animales Herndeheek #/Civiest -, 12 presentaran niveles de seropositividad
menores a 1.5, Por otro lade. de los 3 animales Civtest+/Herdeheck-, dos presentaron
niveles inferiores a 10 (TABLA V1)

Discusian
Una vz se ha confirmada la implicacidn de Arospera en los abortos os important: ¢l

andlisis serocpidemioldgico del rebafio completo para determminer 1o implicacion de
Neaspora en los abonos y las posibles vias de infeccidn de cara a planicar kas medidas
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de control apropiadas ai rebano fHall et al, 2005, & csiudio seracpidemiolapico del
rckafio posterior a un brote de abortos ayuda a confirmar Ta sospecha del aborao
asociado a Neespora pues el diagndstico individual sdlo sugicre que ¢l aborte podria
esta relacionado con el parasitlo. Un diagnésticoe mids definitivo se puede lograr con el
andlisis de todo el rebaio (Jenkins et al., 2002) ¥ sc hace necesarto para la aplicacion de
medidas idoneas de control en los rebaiios (Dijksiea ot al |, 2003).

Sin embango, une de los poncipales problemas en ¢l diagndstico serolopeo ha sido |y
falia de concordancia entre las dilcrentes Weenieas serologicas (Jeokins et al., 2000).
Estudios previos que comparaban el ELISA Herdehek de taboratorios Idexx con la
tecnica de IFI ¢ Inmunoblot {Williams et 2l.. 1997, Schares et al., 1999} encontraren un
buen nivel de concordancia de esie test. kn €] presente estudic 1a comparacidn det
ELISA Herdehek de laboratorios ldexx con el ELISA Civiest indicd una concordancia
casi perfecta, de forma similar a los resuliedos del dlimo estudio europeo que tambidn
compare ambas téenicas entre oras (von Blumrbder oo al., 2004) aunque eo so estodio
ol punte de corte wilivado fue =20 on el st Civiest, mucho mis aito al gue wtilizamos
on nuestro estudiol> 0. Nuestros resultados sugmieren que ambos ELISAs pueden
utilizarse indistintamente en el analisis de muestras de panado vacuno lechero adulio.
Unicamente s¢ pudicron ohservar pequedas discrepancias en algunas muestras, El
andlisis de las muestras discordantes en los ELISAs mediante 1E] oo ayude s deseilrur
cudl de los dos ELISA permitia una mejor verificagion de lus muestras discordanies que
cran realmente positivas o no. La téemca IFT ha sido considerada como prueba
telerencia en varios estudios, sin embargo el hecho de que ia L1 tampoco puede ser
considerada como una téenica “Cold standard” ya ha sido indicado por olros autores
{Frossling et al, 2003} En el caso de estos animales con resultados dudosos, un
seguimiento de los mismos con muestrins postetiones a be large del tempo ayudaria a
reconocetlos como claramente seropositives o seronegativos en los rehafios, Se
weiceeiond 1a téenica de Civiest para su uso en el futuro por la similited de resultados
von la téenica de Herdchek, y por la imposibilidad de utilizar este kil por problemas de
comercializacion en Espadda v su venta discontinuada por un tiempo, Ademds
observamos mayor estabilidad en el tiempe del conirol pasitvo.

La ausencia de un punto de cone periceto (maxima sensibilidad (S¢) v cspecificrdad
{Sp} v las diferentes aplicacioncs pricticas de la whenicy hace que s¢ ajusten 1os punlos
de curte dependicndo del propasito de la investigacion {Reiche] ¥ Pleilfer. 2002) con la
gplicacion de un punto de corte para maxima Se para detectar la seroprevalencia de [os
ammales ankes de su enmirada al rebaiio v ¢l punto de corte de maxima Sp para
detenminar fa presencta de la infeccién por N, canénunt on un drea determinada en
exiudins epidemioldgicos en uno o varios rebafios. Olea posibilidad ez emplear el punite
de corte obtenido para maxima o 1gual sensibilidad y especificidad, asumienda ios
pasibics falsos positivos ¥ negalivos y conflirmmar los casos dudosos mediante western
blot { Alvares-Garcia et al., 2003) o medianic muestreos seadoes de [os mismos.
Aungue un punto de core seleecionado parm méxima sensibibidad ne seri@ apropiado von
un brote de abartos pard dewelsr adecuadamente la asociacion entre seropositividod y
aborto (Schares et al., 1999). En aucstro estudio al aplicar los puntes de conte
recomendados por las casas comercindes encontramos 1a mayor eongordancia con ol
Civtest {(=6) sin pérdida de sensibilidad ¢ incluse concordancias igualmente elevadas
utilizando diferentes puntos de corw en el Civiest,

l.as wasas de prevalencia encomtradas en ¢l eswdic fueron variables en la zona en
fimcion de ka granja analizada, éste heche pudo sce debido a las 1asas de transmisiGn
vertical a lo larpo del ticmipoe en cada rebafio, por reposicion de animales procedentes de
madres setoposilivas en mayer o menor grade en cada rebaiio ¢ ol momenio del
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estudio, De hecho, en las dos explotaciones con prevalencias mas bajas no habian
enlrado ammales procedentes de otras expletaciones dumnie Tos iimaes dos aios,
Todos los rebatios analizados preseniaren animales con anticuerpos frente N carinum
evidenciando 1a elevada presencia de ¥, canfrum en la zona par lo que es importante
llegar a un adecuado diagnéstico para el que ambas técnicas Herdehek v Civiest pucden
utilizarse indistintarmente. Lstos resuliados ponen de manificsto la importancia de la
neosporosis en Catalufia y gue su relacion con los cuadros de ghorto debe ser tenida en
vucnta en o8 protocolos de diagndstico.
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CAPITULO IV, Dindgmica de la respuesta inmune humoral frente N camiamr durante la
geslacidn en ganado vacuno lechero,

M. Pabon, F. Lopez-Galius, S, Almcria
Prescntado em ¢l IX Congresa [bénco de Parasitologia. Coumbra (Portupal), 25.28
oclubre 2005,

[. Introduccian

Newspora caninnm es reconogido en la actualidad comn une de los prncipales
potogenos cousantes de aborto en genado bovine con claros clectns adversos en las
explotaciones (Anderson et al., 2000; Guinn ¢t al,, 2002, Dubey, 2003}

La patogenesis del aborto inducido por & carinem es todavia desconocida ¢n muchos
aspectos. Al contrunio que Tovopdesma gandii, con el gue estd gstrechamente
relacionade on lo gue se refiere a la estruclur, gendética y inmunelopia del parasito
(Dubey, 2003b), lvs anticuerpos frente ¥, canfnpm no son protectores y el pardsito se
pucdc transmitir de la madre a Ia propenic durante sucesivas gestaciones {Biorkiman el
al., 1996) v causar abortos repetilivos,

Neospara caninum puede ser transmitido a trovés de la placenta a variadas especies
hospedadoras,  Aungque hay  peoco  conocimiemie respecte al modo  natural de
diseminaciin y distribucion de N casinne en gjidos de los hospedadores, estudias
previos han demostrado que la transmision vertical es la principal via de fransmisidn del
pardsito on ganado vecuno {Schares et al., 199%; Quinn et al,, 2002} con nivcles que
pueden alcanzar hasta ¢ 95% (revisado Dubey, 2003a),

En lo referente a la respuesta inmunitatia del hospedador, la presencia de anticuerpos
fremie a N caminum ¢s indicativa de contacto con ¢t pardsiln, ya que fa infeccion por el
mismo provoca cl desarrolio de una respuesta humoral espeeifica El diagnédstico de Ia
infoccicn por N caninem es1d basado en diversas téenicas seroldgicas entre otras NaT
(test de aglutinacion para Neaspera), IF] (Inmunofluerescencia indirecia} o ELTSAs
{diversos tipos) que son usualmente wilizadas para [a deteceidn de anticuerpos frente al
parasiio {Schares et al., 1994; Bigrkman ¢t al.. 1999 Dubey, 2003b).

Fstudies previos han demostrade que los niveles de anticuerpos frente &, caninnm estan
direclamenie relacionudos con el grado de exposicidn al parisite (Quintanilla-Gonzale
et at., 2000} De acvendo con diversos cstudios scrologicos las vacas geslanics
scropositivas  presentan cuadros de sbortos mds  frecuentes que los  animales
scronegalivos. En gencral, s¢ han observado que panvielamente a la subida de
anticuerpos frente ai parasito, los aborlos se producen @ partir de los 3 meses de
pestacion — mavoritariamente entre ¢l segunde ¥ el ultimo tercio (Stenlund e al., 1999,
Dubcy. 2003a). Por otro lade, en vacas infectadas cronicamente el aborto ocurre sobre
todo en vl segundo tercio de ba gestacion {Lépez-Gativs, et al., 20044, b).

Las infeeciones experimentales mdican gue el aborto estd dircctamente relacionada con
el perodo de pesiacion en ol que  hembra adquirio la infeccton por N caninum,
indigande gque ¢ sisterng inmene fetal es determinante cn b manilestacion de la
infeccion  (Figrew, e al, 2003), v la edad pestacional puede determinar o

36



manifestacidn de la infeceion tanlo en infecclones experimenlales como ¢n infeccidn
natural (Dubey, 2003a4).

(e acuerdo con los conocimicnios actuales los animales scropasitivos a A canime
pormanecen como portadores toda la vida, También se asume que todos los animales
infectados  contimian  produciendo  anticeerpos  cspeeificos. Sin embargo, se han
observade  fluctuaciones en  les  anticoerpos on vacuno  intectados  nalural v
cxpenmentalmente (Jenking of al., 1997; Dubey et al. 1997; Quintnilla-Gozalo ed al.,
2000}, Ne sc connee todavia si estas fluctuaciones son debidas a estimulos antigénicos
por reactivacion de infecciones latentes o por reinfecciones a partiy de una fuette exwema.
En concrele, durante la gesiactén la inleraccion entre el sistema mmune ¥ el paragilo
parece dar [ugar a picos de sobida ¥ bajada de anticuerpos. En ocasiones estos niveles
incluso se encueniman pot debajo de los riveles de umbral de positividad en 1as 1écnicas
serologicas habiales (Stenlund et al.. 1999 (ay o al., 2001; Sager oL al.. 2001; Maley
et al.. 2001, Trees et al., 20023,

En el presente estudio se analizd Ja evoloeion de la respuesia inmmumitaria humoral v su
relacin con la presencia de abortos en un rebafio de ganado vacuno lechero infectado

cronicamente por N casinum ¥ gue presentd problemas de aborios en los tres ados
anteriores al estudio,

2. Material ¥ métodos
2.1. Animnales y manejo

En el presente estudio se incluyeron 23 vacas 1lolstein-Fricsian de una explotacidn
lechera de Lleida, en las cuales se habian reahizado estudios serologicos anuales en al
menos dos atos anteniores (2001-2003) y durante o ano de estedio 20043 De estos
animales, 16 cran animales seropositivos cn los andlizis serolagicos de ofios anferores a
2004 y ¢l resto (n=7) eras scronegalivis.

F:] rebafio habia presentado problemas de abortos endémicos por & comimoen en los afios
anlcnores o 2004, con prevalencias de anticuerpos en el rebado del 21% en 2001, del
6.0% en 2002 y del 13.3% en 2003

Die acuerdo con [os andlisis, todos los animales seropositivos habian presentado abanos
en algun momenta en los abos antertotes a 2004, En el momente del ¢studio las vacas
tenfan entre 2 v 10 afios de cdad (5,4 aifios de promedie). Los animales estaban libres de
tuberculosis ¥ brucelosis ¥ fueron negatives a BYDY (Virws de la Diarrea Viral
Bovinal.

Todas las vacas fucron inseminadas artificialmente eon wros de raza Frisona {n=14} o
Limousin {n=9) y cf diagnostics de pestacion se hize medianie ultrasonide transtectal a
les 34 v 60 dias post-inseminacion y por palpacion reclal o los 90 y 120 dias. Tlasta los
180 dias de gestacidn se observaron las vacas diartamente para detectar signos de
aborta. Fintalmente, alos 180 ¥ 210 dias se realizd palpacion rectal,

2.2, Recoleecion de muestros v undlisis serologica
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Del wotal de los animales cstudiados se tomaron muestras de sangre antes de la
inseminacidn anificial {IA) v a los 43, 90, 120, 150, 180 v 210 dias de gestacion,
También se [es lomaron mucstras de sangre en of momento del parto o anies del mismo
en caso de abono. La sangre s¢ recogio de lu vena coceipea. Las muesiras de sanpre s¢
centrifuparon ¥ ol suero obtenido (ue almacenado a -20% C hasta su posterior andlisis.,
n uno de los animales seroposilivos s¢ recogicran mucstras en dos pestaciones
Conseculivis.

Los sucros fueron analizados para la delceeion de anticucrpos (renle g N caninum
usando el kit cotmercal  ELISA {Civtest de lsboratorios Hipra) basado en el lisada
completo del lagquizoiia de NC-1.

2.3, Andlisis estadistico

Los dates se analizaren mediante ¢l programa estadistice SPSE, Se analizé la influencia
de las siguieples variables: toro en la inseminacion (Frison o Limousin), aborto previo
{presencia o ausencia), aborio cn el afo de estudio {presencia o awsencia) y dias de
poslacidn en el momento del aborta.

Resultados

Todos los animales seronegatives (n=7T) permanccicron como tales 3 lo [arge de tado 2l
cetudio {Figura 1) Fn general, [as vacas seropositivas mostraron una dindmica de
anlicuerpos muy similar entre si. signiendo un patrdn hastante unifonmne caracterizado
por un aumento del valor promedic muy por encima de la media (mayor de 100 desde
anles de la TA, con un aumentd del nivel de anticucrpos hacia ol sepundo terelo de
gestacion, alcanzando un maximo a los 150-210 dias de pestacién ¥ posierior descenso
anles del parto (Figoera 1)

Figura 1. Dindmica de la evolucidon media de 1los animales seropasitivos v
seronepativos a A caninem alo largo de la gestacion
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Comp excepeidn, el animal 22 considerado seroposilivo en afies anetiores a 2004,
mantuve niveles de anticuerpos frente o N ceinum por debajo ded umbrml de
seropositividad duranie inda s gestacidn en el wfo de estudio (2004) v por elto T
considerade seroncgalive, sin ecmboargs,  presentd un ahonn hacia el dia 150 de
gestacion.

Ll resto de las vacas que en aflos anteriores & 2004 eran seroposilivas permanccicron
comu Lales durante todo el afio de estudie, a excepeldn de un muestreo de la vaca 124
que lue seroncgativa ¢n el primer muestreo antes de la [A pere presenld seroconyersion
en Wdos los muesireos posteriores. Este animal fue analizado vn la pestacion siputente.

l.os maximes niveles en bos titulos de anticuerpes fueron observades en los mugstreos
correspondicnies a los 150 dias de gestacion (4 animales), §80 dias de pestacidn (4
amimales) o 210 dias de gestacion (2 animales) (Tabla 1) . Ln algunes arimales los
miveles mas clevades se observaron al parto (3 anmales), aungue esloy habran
presentado previamente niveles similares a los 210 dias. En 4 animates ¢ nive] méximo
de anticuerpos tuve lugar al inicio del experimento, antes de la 1AL sin embarge, 2 de
cllos {nimeros 42 y 29) prescrlaron sicmpre niveles de anticucrpos muy bajos durante
todo ¢ periodo de estudio (2004 {(Tabla L}

Tabla 1: Titulos de anlicucrpos de los animales seropositives frenle & Neospora
eaninem o b lurpo del periodo gestacional durante el afo de estudio (2004}

Anfmel AntrsFA 45 DG 9 G 120 DG 150 IH> Is0 DG 210D Pario

23 22854 31,8t 30,01 lixr]] 1,13 B150 %721 G024
124 -1.A2 6,16 32,83 24,63 21.67 TS 4640 3L
192 sl 37,52 4,69 42.30 34,50 4024 46325 S8
4z if.54 7,56 £,34 5 5,82 773 6,73 5,54
185 30,73 26,36 27,63 20,27 75,54 £8.9 86,73 6563
25 6.6 47 31,56 37.36 82,54 73,9 G673 56,54
144 6873 729 67,2 71,36 4733 639 6954 76,73
kT 53.73 4827 46,27 40 58.64 a% 6352 6137
80 50,54 49,09 55,4 68,72 4445 73N 6936 TAE)
M 66,02 1623 5711 1321 2% 8968 9378 B35
637 171 37.66 37,54 12,93 31,62 5142 3334 &
128 1503 15,57 1689 19,5 12,22 63,25 4683 1847
1246 3633 14,05 3789 20,33 10,29 3427 3BRE A7
21 14,95 74,81 A7 16,02 28,85 TN MIT Aberte
3T 4607 58,08 43,02 40,78 51.81 45,17 BRET 674 M
19 1744 11,82 7,15 9,75 £.73 821 Alorio -
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Purante ol afio de estudio 2 animales seropositivos presentaron aborios (a Jos 180 v 2§00
dias de pestacion) v 1 animal tuvo un mortinato. De les 3 animales seropositives que
ghoraron ¢ lo largo de la gestucion en estudio, excepieando ¢l animal 29 (siempre
presentd valores bajos aungue por ¢netma del valor del umbral de  seropositividad)
(Figura 2, los otros 2 mostraren los maximes niveles de anticuerpos alrededor de a
techa de abarta, cor niveles superiores a la media de anticuerpos de oy animales no
abortades duranie el afic de cstudio. Sin embargo, las diferencias no  fucron
estadisticamente sigoilicativas, probablemente debido sl ¢scase numero de animales
unalizados (Yipura 2).

Tras un andlisis imeticuloso del ammal 22, previamente scropositivo ¥ posienoanente
seroncgative tras haber terude un aborto en el affo de estudin, se observd goe en los 3
afios previes ol estodio (2001 — 20033 los niveles de seropositividad de éste animal
habian sido muy bajos, ligeraroente por encima de & ¥ nooca superando ¢! nivel de 10,
A pesar de gue Jos niveles nunca superaron ¢l umbral de seropositividad, la dindmica de
anticuerpos & lo larpo de la gestacién fue similar a la de los animales scropositivos, con
ut aumento de os niveles alvededor del periodo de aborn (Figuma 3).

Fipura 2. Comparacion de la dindmica de asticuerpoes ¢n Jos animales scropositivos que
no aborlaron (media) y los animales scropositives que abortargn {(individuales) en el afio
de estudio (2004].
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Un andlisis mds detenidamente del animal ndmers 22, previamente seropasilivo antes
del estudio pero seronegativo abortado en el afio del estudio, indicd que en los 3 afos
previns 105 niveles de seropositividad habian sido muy bajos, ligeramente por eneima de
f. Kin embargo la dindmica de anticuerpos a lo largo de Ta gestacian fue similar a la de
lirs animales scropositivos, con aumentos de los niveles de anticuerpos alrededor del
rericdo del aborto (Figura 3).
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Figura 3. Comparacidn de la dindmica de anticuerpos en animales scroncgatives gue ng
abortaron (media) v [os animales seronepativos que aboriaron {(individuales) en ¢l afo
de estudio {20047,
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Asimismeo, en 1 animal la evolucion de los anticuerpos frente a A camininr on dos
eslaciones conseoukivas mosiro una dinamica muy similar en ambes afios (200320044
con pegueias variaciones en los niveles de seropositividad en el segunda afio (2004)
{Figura 4).

Figura 4. Evolugion de anticuerpos frente a Neosporg comiman alo largo de dos
gestaciones consecutivas en o ammal 124.
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Wo se¢ observaron diferencias significativas entre ¢ efecto toro on 1a inscmitacion
artificial {IA) ¥ ¢l aborto, posiblemente debide al bajo mimere de mucstras analizadas.
D las hembras inseminadas antificialmente con Frison abond una y hubo dos
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mortinatos v de las inseminadas adificialmente con Limousin abortaron des ¥ no huboe
mortinatos.

Diseusidn

En el presente estudio, se observd que la mayoria de los animales (14 de 16)
praviamente seropositivos {2001-2003) mantuvieron niveles por eocima del umbral de
serapositividad durante toda la pestacion en el afio de cstudio [2004). En concardancia
con el presente estudic, Jenking et al (1997) observaron niveles glevados de anticuerpos
rente a M ceveinnm que se tmantuvicren elevados durante 8-15 meses en 10 vacas
naluralmente infiectadas, Similarmente, Stenlund ed al. (1999) observaron niveles
clevados de anticuerpos frenle a & caninum en dos gestaciones consecutivas de 1§
vacas naturalmente infecladas pero ¢n su caso se observarpn Nucivactones evidentes en
los niveles de anticuerpos con dilerencias significativamente elevadas en el segunda
tereio de gestacion taneo en las hembras que abortaron como en las que no abortaron. lin
concordancia con 1o observado por Quintamlla-Gozalo ¢t al. {20007 en hembras gue
abortaron.

%S¢ obscrvd que un animal previamente seropositiva Tente a AL cgninue (2001-2003)
presentd scronegatividad frente al parisito en tedos los muestrees realizados en cl ano
de nuestro estudio. Sin embarge, este gmimal habia presentade previamente niveles de
seropositividad muy bajos, liperamente por encima de 6 ¥ nunca superando el nivel de
1k, 4oy animal al primer muestteo (antes de la [A) no supetd o tilulo del umbral de
seropositividad. pero si en todos los demds muestreoy realizados pesieriormente
{incluyendo dos gestaciones).

En peneral, so observd que los niveles de amicuerpos trente a M, canimen desarrollados
par los animales pestantes siguieron una dindmica caracterizada por un aumento del
nivel de antiguerpos hacia el segundo iercio de la gestacion, alcansando un Lilwlo
maxime a jos 150210 dias de pestacidn y postenonnente un leve descenso de los
titulos antes del para. Sc observd que esle modelo fue seguido tanie por las animales
seropositives que abortaran {(n=2) y por ¢] que presentd un mortinate, como por los
Seropositives que na Jo hicicron (n=13), Nuestros resultados son similares cona los de
Stendund et al_, {19997 que deseribicron un patrén similar de nivel de anticucrpos frente
a ¥, canfarem tamo en los animales gue abortaran como en los que no 1o hicieron,
Inclusg en un ammal seroncgativo que aborto (el animal previamente seropositivo
comentada con anteriotidad v que los niveics de anticuerpoes nunca superaron ¢l umbial
de seropositividad), la dinamica de anticuerpos a lo larpo de ia gestacion lue similar a In
de los animales seropositivos, con un awmento de los oiveles alrededor del perodo de
abarto.

Tambtén se observaron alpunas excepciones al modelo peneral. Un animal seropositivo
que abortd ito presentd ¢l pleo de anticuepes previn al abong observade en ol resto de
los animales v otro animal seropositivo presentd itulos bajos duranie toda 1a gestacian,

Estadios previes realizados en vacas geslankes seropositivas, han descrito fluctuaciones
en los titulos de anbcuerpos en animales seropositivos. y cstas fluctuaciones fucron
estadisticamente sigmiicativas (Stenlund et gl.. 1999), alcanzindose niveles miximos de
anticuprpos a los 4-5 meses antes del parte {3-6 meses de pestacién} v posterior
descense de los mismos. (Dannae el al, 1995)) observd  picos de anticuerpos en
anjmales 4 log 6-7.5 meses de pestacidn ¥ con posterior descenso, aunque con fuerles
Nuctuaciones. Por su pare, Coorad et al, {1993) observaron aumentos de niveles de
anlicuetpos que se mantuvicron elevados hasia el pano nuentvas gue en €] estudio de
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Fereira-Bucno ¢l al,, (2000} los tiules de anticuerpoes se clevaron hacia el dllime lercio
de ta gestacion a partir del sexle mes dande lugar o temieros congénitamente infectados.

En nuestro estudio se abservaron picos en los antieucrpos a los 5 (4 animales), 6 (4
animales) ¥ a los 7 meses de pestacion {2 anmmales). Tres animales presentaron niveles
miximos ¢n oma 3! parto pere la dindmica general de todos los animales analizados
lue de descenso en ese momenlo.

Del 1otal de [6 animales scroposilives hubo 2 aborios v | mortinato v estos resultados
estan dentre de los niveles de aborto observados con anierioridad en el rebafio. Diversos
cstudios ban demtostrado que vacas seropositivas son mis susceptibles de aborar que
las seroncpativas (Thurmond y Hictala, 1997; Lopez-Cratius et al_, 20044, 2004h), comao
fug ¢l caso en el que los animales seroposilivos en afos anleriores (20001-2003) habian
abortado de mangra significativamente mds clevada que los seronegatives (Capitulos 1 y
ITh.

Scpun eswdios previos, Jos animales que abortan  presentan niveles de amicucrpos
mayores que los que oo abortan (Paré et al., 1997; Cwintaniliz- Gonzalo et 4., 2000)
indicando una estrecha relacion eatre los altos oiveles de anbivuerpos v el aberio {12ubey.
2003, b) sobre wde on la sepunda mitad de la gestacion (Goy et al, 2000, Lopcz-
Gatius ot al.. 2004by (Capitulo 117,

En ¢ presente estudio, una de Hlos animales seropesitivos que abortaton (n—2) ¥ el que
luvo un morlinaloe presenlarcn niveles maximos de anlicuerpos superiores a ia media del
resle de los animales seropositivos. Nueslros resuliados estdn de acuerdo con las
presentados por CGuy et al, (2001} que observacon un pico de anticuerpes cn animales
infectados por N, canfrnm antes deb aborio. Se podria inferir gue estos resultados [ueron
posiblemente consecuencia de reactivacion de infeccitn y paso de lagquizaitos a los fetos,
causando el aborie.  Desalortunadamente, no s¢ pudo analizar si los felos de las vacas
analizndus estaben también infectados por no tencr acceso a los mismos, pero debido 4
la elevada eficiencia en la transmision veetical de Neospora al ganado bovine (Anderson
et al, 1997, DNavison et al., 1999, Lopes-Gatius ot al,, 2004a) &sta serta una posible
explicacion.

Niveles clevados de anticuerpos o Tos & mcses e pestacidn, conjuntamernte con on
aumcnto del nivel de anticucrpos desde los 3 meses do gestacian puede ser indicativo de
clevado Aesgo de transmisidn de la infeccidn a los fetos (Paré et al, 19977, Percira-
Bueno ot al. (1999} observaron que una subida en los niveles de anticuerpos en el
tlima tercio de pestactén estd lipada al nacimiento de lermeros conpénitamenic
infeelades. ¥n nuestre estudio los 2 animales seropositivos que abortaron Wvicron fupar
en lercer tomestre de pestacion, wno de los gue abortd presentd el nivel miameo de
anticuerpos a los 180 dias de pestacidn y uno de los mortinatos presento ¢l pico de
anticuerpos a los 210 diss de pestacion y otras 6 hembras pestanles seropositivas
tambign presentaron el nivel méximo de anticuerpos hacia ¢l final de la pesiacion por la
que es muy posible que su descendencia estuviera tambien infectada,

B¢ observe que una vacy seroposiliva que abortd no presentd ni fluctuaciones ni pico ¢n
los anlicuerpos. Posiblemente fa debilidad del sistema inmune de este animal  inteefirid
el respuesty inmunitaria frente al pardsito.

El heeho de que el aboro en una vaca seronegaliva previamenic Seropositiva siguiera ¢l

modclo general de los animales seroposiuyos podrio indicar infeecidn por Neaspora cn
este andrnal, mientras una vaca scroncgativa sin ninpon tipo de Quetuacioncs en las
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anticudrpos tuvicra un mortinato podria haber zide debido a (actores vorzdos coto
mane]o, genctica, inmunitaro, otros paldgenos, clo.

Se ubservd que no lodos los ammales seropositives abortaron. bHay que tener en cuetita
que N confnte 3 un parasito muy bien adapiado al ganade vacuno y que solo wna
pegudeita proporcion de las vacas abortan (Jenkins et al., 2002} Aungue los fetos pueden
murr ¢n dtero, ser reabsorbido, momificados yo autolizados, o morinatos ¢sto s6lo
{ewrre en un peguetio prceataje de los animales scropositives (Fioret et al, 206833, La
infeceion por & canimesr ¢s up factor delerminante en da preseptacian del abone pero
no es suftciente, con lo cual adquicren pran importancia la exisiencia de laciores
enddgenos v exogenos gue intervienen on Ja manitfestacion de la infeccidn en forina de
ghoros wo moinaws (Quintanilla-Gozale e al., 2000} En peoeral, se consider
multcausai ¢l aborio provocudo en la infeectdn por Neospora. S¢ abscrva que factores
come niveles de anticuerpeos de la madee duraate la gestacion {Paré et al.. 1997,
infecciones virales como ¢l BVT (IYgrkman ct al., 19949 y hereditario (Hjgrkian ecal.,
1994} parecen contrihuir al ricsgo de abone en animales infectados por Measpore,

Kl hecho de que las pestaciones analizadas no fueron eoordinadas en el Hempo {luvicron
lugar a lo large del afio en concordancia con ¢l estudio de Stenlund et al (1999) ¥ Ia
obscrvacidn de una dimhmica similar en dos pestaciones succsivas, sugiers que el
aumento e los anticuerpos no fue debido a una reinfeccion, sine a una reactivacidn del
parasilo on las vacas cronicamente infectadas. Los tlulos de anlicuerpos elevados a los
5 @ & meses {en 9 animales) antes del parto, sugiere que  sea csle ¢ momento de la
reaclivacion de una imfeceidn latenwe que tendrd como consecuencia ¢l aborto o ¢l
nacimiento de descendencia infeciada dependiendn del periode en el cual ocurra la
reactivacion, Los factores causantes de esta reactivacidn atn cstag en estudio (Pereira-
Bucne of al, 1999), aunque se podria iofetir que un cuadre de inmunosupresion
inducida por la pestacion podria dar lapar !a reactivacidn del telido quistico latente
causando de oste modo wna parasitemnia. Sin embargo, este mecansmeo wdaviz no se ha
podido demuostrar en el curse de la neasporasts {Duhey, 2003a).

Fn conglusion, s¢ han observado que los titules de anticuerpos frente o N carisrm cn
los animgles seroposilives  petmunccicron  elevados por ecnoma del umboe]  de
seropositividad oo la mayeria de los animales duranie la gestacion, Un general, la
dinimica de anticucrpos (te muy bomogénea tanto en animales gque abodaron como en
ics que no abortaron, ¥ supuso un aumento de los niveles a pantic del segundo trimesine
de pestacion. lo que sugicre uno reaclivacion de la infeccidn on esie periodo, Los
animales que abortaron prescnleron cn general miveles de anlicuermos midximos
supcriotes @ la media del resto de los animales seropositivos antes de que ocurmiera cl
aborto. La observacion de un pico de anticuerpos en animales infectados por M
caninum  antes de ocurrir ¢l aborto podeia sugeriv wna reactivacion de la infcccion v
pase de laguivoilos a los feles pues enlre los bovines no bay transferencia de
anticuerpos de Ta madre al feto duranie ka gesiacién,
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Abstract

The scrolopical status of Meospora was monilored in animals older than 6 months ina
dairy herd with a 3-year history of prevalent A caninen and &, caninum-associated
abortions. The numbers ol animals in the berd tested cach year ol the study period
were 259, 222 and 231, respechively, A separate analvsis was performed on the 122
animals persisting in the herd for the three years. The overall seroprevalence of A
caninmam in the herd decreased trom 31.7% i the first year to 24.8% io the secand
vear and 1o 19.9% in the third year of the sludy, while the overall aborion rate
decreased from 20.6%% inthe first yvear 1o 5.5% in the second year, and 9.9% in the
third. These decreases occurred in response 10 contrel measures adopted from the
second year onwards. such as culling NMeospora-seropositive aborned animals and
inserninating Neasporu-seraposilive dams with beef bull semen. Of the total number
of aborions recorded in seropositive animals, 51% were repeat abortions that
oecurred in 36.8% of the animals in the herd with a previous history of abortion. The
inidial seraprevalence of Measpara in the 122 animals followed for the 3 years was
18%, inereasing o 21.3% 1n the second and third years. Seroconversion only
ogeurred in 4 animals during the second and third years of the study. In the 122
animals, abortion oceurred only in seropositive animals and §1,5% of the total
number of abortions in setopositive animals were repeat aborttons occurring and in
26.7% of the 1012l number of unimals with a previous history of abortion. These
resulls indicale that Neospora seropestlivity can be very stable throuph Ume and N
cetiiert infected cows can show a high rate of repeat abortions. The present data
reinforce the idea (hat annual serological screening for Measpore can be an effective
and rapid method of detecting N caripe infection, such that control measures can
be cstablished at the farm bevel.

Koy words: Measporo caninurs, chronie infection, repeal ubortion, dairy cattle
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Introduction

Neaspora canimum i an intracellular protozoan that infects domestic and wild canids,
runinants and other blooded animal species (Dubey, 2003} The pathopencesis of
neosporosis in cows is complex (Dubey el al, 20061 and it 15 ol well wnderstood
why some animals abort and others do not.

Despite dogs apd coyoles being the tooe hosts of & comimen (MeAllister ot al., 1998,
Gondim ¢t al.. 2004}, the most common mede of infection and maintenance of
infection in cattle herds is vertical or endogencus transplacental transmission from
naturally infected dams to the fetus during pregnancy (Bjorkman ot al., 1996; Paré ¢l
al., 1998; Anderson el al,, 1995; Schares et al., 1998, Davison et al | 1999; Topex-
Gativs et al, 2004a). Nawrally mfected cows can exhibit a rate of endogenous
trangplacental transmission as bigh as 93% {(Davison et al., 1999 and this may occur
during successive geslations (Bjirkman et al., 19%6; Fioretti ¢t al.. 20073). Unlike
toxoplasmosis, which stimulates protective inununity following primary infection,
neosporosis can cauvse repealed abortion 10 cattle (Barr et al., 1993; Anderson et al
1995, Whlliams et al., 2003} In addition, daughiers borm {rom serologically posiiive
mothers show an inercased risk of abortion compared o those hom 1o serologically
negative dams (Anderson ct al, 1995; Paré e al., 1997; Hictala and Thoarmeond, 1999,
Wouda et al.. 1998, Maore ctal., 2003; Loper-Gatios et al,, 2((4b),

Qutbreaks of Mrospora-associated abortion in herds can be caused by point sourze
infcction by the parasite or by reacuvaton of the parasite in chrooically inflected
cows, Avidily ELISA is wseful to distinguish recent from chronie infections. [Low
levels of IoG antibodies are a sign of recent infeciion or reactivation. and tilers tend
to increase during chronic infeetion (McAldlister et al., 2000; Dijkstra coal., 2002).

In this siudy, ihe seralopical slalus of Neospora was monitored over a three-yeur
peried in animals older than 6 months in a dairy herd with a hiph prevalenee of A
caninum and N, coaninuri-associated abortions. The aim of our study wax to delermine
possible Nuctuations in Neaspora antibodies and (o establish repeat abortion rales in
seropositive and scronegative animals that remained inthe herd throughout the study
period. We alse analyzed, tates of prevalence, abortion and repeat abortien for the
entire herd.

Material and methods
Caitle and herd management

The duts analyred were detived fTom @ herd showing the highest level of Neaspora
scroprevalence it our arca of study recorded over the three year period (2001 10 2003).
For the first, seeond and third study vears, respectively, the total numbers of animads in
the herd were 259, 222 ard 231, O these, 122 animals remained in the herd for all three
vears. The farm was free of dogs, Management practices have been deseribed in & recent
stuedy on herds in Nontheast Spain, including the herd examiped here (Loper-Cutius et
al., 2005). Brefy, reared within the herds and Eept in open stells, the cows calved all
vear round and were milked three times daily. The herd is characterized by high yields
{mcan annual milk preduction for the study period was 10230 kg per cow), and the
culling rate is 3% por vear. All animals were tuberculosis and brocellosis lree, as
shown by yearly Lests from 1985 1o 2004, Vaccinution programs were adopied for the
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prevention of bovine vires diarthea and infectious bovine rhinotracheitis. Animals
between & and B months of age received modilied live vaceimes, whercas pregnant
animals were adminisiered killed veceines during the 7th momh of every gesiation,
Parous cows that did not become pregnant on day 150 posipartum received a further
killed vaccing, All animals were bred by artificial insemination. Pregnancy diaghoses
were periormed on day 34 posi-inseminauon by transrectal ultrasound, and by palpation
pei rectum on days 90 and 180, As from day 90, animals were visually wnspecied daily
for signs of aboriion until parturition, and only ammals diapnased pregoant on doy Y4,
0-365 days after a serological analysis were included in the study. Abortions occurring
from gestation days 90 o 265 duning the study period were reconded,

Serological tests

tlood sampics to test lor Neospora infection were collected doring the armua! sereen
for bruccllosis. The somples were centrfuged and sera stored at —20°C uanl the time
of analysis, Sera were wsted for antibodics against A confagm using the commercial
enzyme-linked immmosorbent assay (ELISA)Y kit CIVTEST anti-Meospora (ipra.
Crirona, Spain). This test has been previously validated in oar laboratory {Lopes-
Gatius et ul, 2004b).

In animals that were Neospors seconegative st the beginning of the study, and
Negspora seropasilive in any of the foilowing vears, an avidity test was performed
{(Neospora -AD SYANOVIRE, Svanova, Sweden) ta distinguish between recent or
exopenous Iransplacentally transmitted infection, and ¢hronic, endopenous
transplacental infection. In addition. six Neosporg-seroposiive animals and 4
seronegative animals as proviously extablished by the ELISA CIVTES T were tested
by avidity ELISA w compate results.

Histopathology of aborted fetuses

Six aborted fetuses from seropositive animals and one abacted fewys frem a
seroncgative cow were submitted for laboratory analyses. We looked for evidence of
predesoal lesions in hemataxylin-cosin stained tissues consislent with multifocal
necrasis associated with mononuclear inflammation. The presence of N comimenr was
established by a specific immunohistochermical procedure (Lindsay and Dubey, 1989)
and speeific Ned PCR performed in brain tissue (Liddell et al., 1999, Bricily, hall
the brain was fixed in 10% neuttal bullered formalin and the remaiming unpreserved
brain tissue was stored at —200C for DNA snalysis. Para{fin-embedded histological
sections were prepared and examnined microscopically after staining, with hematoxylin
and cosin. For immutohistochemnical staining. paralfio sections were reacied with an
anti-N. canireat polyelonal antibody. When submited fetuses were in autelyiic
conditions ard lesions could not be examined. specific PCR analysis was always
performed.

Statistical analysis
The Fellowing data were recorded for cach animal: Neoaspora antibody titer. ape,
lagiation number (prepname heifers = laclation 0}, abortion and repeat abortion

{defined as abortion subsequent to a hstery of previous aborion during the same
lactateon pericdd).
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Analysis of the entire herd

Statistic analyses were performed using the SPSS version 12.0 program. Abortion
rates for seropositive and secronceative animals were compared by the Chi-sguared
st The possible effeces of age and luctation number both an seroprevalence and
abortion risk were analyzed by analysis of variance using the Tukev-Kramer and T-
Dunnet tests for normal andd non-nemal distributions of the variable, respectively.

Animals in the herd Tor the three swdy years

The some analyses deseribed ahove for the entive herd were peclormed on the animals
remaining in the hepd during the three study vears. In addition, pessible differences in
mean Measpora antibody titers for cach study year were assessed by analysis ol
variance. For all analyses, a f < 0,03 was considered significant. Values are
expressed as the mean + standard deviation.

Results
Entire herd

The numbers of animals checked for A caninnm antibodics during coch of the three
years were 259, 222 apd 231, respectively. Mean ape and lactation number ar ficst
seralogical analysis were 44 £ 2.3 mophs (tange 6 to 126 months) and 2.4 5 1.9
tactations {range 0 to % lactations). respectively,

Table t shows the seroprevalence of N carinum infeetion, and abortion and repeat
abortion rates for the whele dairy herd recorded 1n the three consecutive yeurs. The
Measpora seroprevalence of the herd decreased from 31.7% in the first year to 24.8%
1o avoid reposilion by scropositive animals in the herd. Neospora in the second year,
Abortion rate dropped mom 20.6% in the first vear o 5.5% in the second. These
decreases were the result of culling 37 animals in the herd, mainly Neospora-
seropositive aborted animals, ang of the use of beef bull semen to inscminade
Neospora-seropositive dams seroprevalence underwent a further deorease in the third
vear {19.9%) although the total number ol animals o the herd increased slightly,
rendering an aborlion rate of 9.9%.

414 pregnencies were diaghosed during the three study years: 290 pregnancics in
seroncgalive animals and 124 in seropositive animals. The abortion rale in
seropositive animals (39.5%) was significanty hgher (P<0.0001) than the rate
recorded for seronegative unimads {1.4%), 51% of all the abortions i seropositive
animals were repeat aborlions and these occurred in 36.8% of the animais with a
previous history of abortion, Our anslysis ol scroprevalence and abortion in relation
 age and lactation number reveated no statistically signilicant eflects of these 1wo
faclors.

All six fetuses from seropasiuve animals submitted for laboratory analvsis showed
lesions indicative of Neospora intection andfar presence of N canininr IINA by
PCE, while no lesions related to neosporasis and no parasite BNA were [ound in the
ahorted felos from a setonepative animal.
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Animals in the heed for the three study years

Of the 259 animals imtially investyrated, 122 (47, 1%) remained in the herd for alj
three vears of the study. Mean age and loctation number at first serological analysis
wiere 398 & 2.5 months (ranging from & to 120 months) and 1.8 £ 1.7 luctations
{ranpe 0 to @ lactations), respectively. Of these 122 animals, 22 {18%) were
seropositve in the first year of the study and 26 (21.3%) i the second and third vears
i Table 23 Four animals underwent seroconversion it the second vear,

The 4 animals that were Meospora seronepative at the beginning of the study and
NMeospora seropositive the tollowing years, were subjected to avidity FILISA along
with 6 animais lested as NMeospora seroposilive and 4 as seronegalive in all 3 study
vears. O the four animals that underwent seroconversion, three were chronically
infected; the nutere of infection was unknown for the remaiming cow due w0 an
insulticicni amownt of material availsble for analysts. For the other control samples
amalyred, the results of bok techniques were in good agreement so seropositive
animals were considered as chronicaliy infecied.

2H) pregrancies were diagnosed duting the three years: 171 i seronegative animals
and 49 in scropositive animals {Teble 2), Abortion veeurred only in seropositive
animals (26.5%). 61.5% of the total number of abortions in seropesitive animals were
repeal abortion and theze ocewred in 26.7% of the animals with a previous history of
abortion. OF note was the finding that one animal with no history of abortion poor o
2001 abotted in the study’s three consecutive years.

74 blond samples were recorded as Neespora positive, the mean antibody viter being
45,7 L 28.5 units (range 6.1-103.4). Mean &, cannisemt anmtibody Liters for the
scroposilive animals Failed (o difter over the three years (Table 23, Qur analysis of the
elfects of ape and lactation number on Meospora seroprevalence and shortion
revealed no sipnificant effects af these faclors.

Discuszion

The maost significant findings of our study were 1he very stable pattem of & canfrum
antihodics in chronically infectod cows revealed by herd sereening on a vearly basis
and o high repeat abortion rate In & ceminum-seropesilive cows. [n seropositive
animals persisting in the herd for the three years of 1he study peniod, antibody titers
remained constant over the three vears and 61.5% of all sbortions were repeat
abortions.

Neospora-seropositive amimals are considered to remain seroposiive during their
lifetime (Hietala and Thumend 1999 Davison ot al, 19993 and high amibody titers
against Neospera can persist for years (Stenfund gt ab, 2003), Fluctuations in amtibody
s have been ohserved during pestation in several studies (Quintanilla-Gozalo el al.,
2000, Maley cual, 2001; Trees o al, 2002). Hasler ¢t al, (2006) observed that only 2
out of 30 seropositive animals and 1 oot of 83 seronegative animals changed thelr
scrolopical status during pregnancy, indicating minor transient instability of anti-&
cumintrt antibody reacuvity in adolt cattle. In agreement with the lawer study, out
animals that were seropositive on initial screening remained seropositive for the three
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consecutive study years. Whereas other authors found that eliminating seropositive
animals Itom a herd, in which there was no relationship between NMeasporg and
abortion. was aot clficicnt gt eradicating Neospora (Hemandez ¢ al., 2002), in our
study. yearly sereening of the whole herd except for animals < & month old, was useful
for monitoring N caninwn infection, as previcusly indicated by Dijkstra et al. (20037,
Larson et al. 2004 and Lopez-Gatius et al. {20{04a), for the purposc of adopiing
appropriale control imeasures. The control measures recommended (o the lfarmer in the
prescnt study incleded culling seroposiuyve animals with & previous history ol abortion
and inscmimation of seropositve dams with bull semen, o reduce the seroprevaicnce
level in the herd, sinee hybod calves were logieally not used as replacements in the
herds. In elfect, Whe use of beef cow semen as the inseminate significantly reduces the sk
ol abortion in seropositive dairy cows (Lopez-Galius et al., 2005}, In the present study.
Meospora seroprevalence in the berd was clearly reduced and the overall abortion rade
deereased aliler the recammended control measures were established. A reflection of the
pood reproductive management of this berd was the Tact that no seronegative animals
aborted in the growp that remaingd in (he herd dunng the three vears of the sedy.

In naturally infected animals, matermnal immunity against infections scquired poor o
prepnancy docs nat seem suflicient ta prevent transplacental iransmizsion to the {etus.
Even when it has been demonstrated that o pre-existing infeetion can prolect against an
exogenous challenge, his mmunity will e prevent endogenous transplacental
transmission { Williams et al., 2003). Several studies have shown 1hat cows with A
canirnm anlibodies (seropositive) are more likely to abort than seronepalive dairy and
beef cows {Parc ot al | 1997, Thurmond and Hietala, 1997Y; Wouda et al |, 1998; Watdner
et al, 1998; Waldner clal., 1999; Moore ot al., 2003: Loper-Galios ¢ al,, 2004b).

Finatly, a chronically N. canimusr-infected cow passes the infectien to the letus in
successive pregnancies and may cxperienee repeated abortion over her lifetime (Barr et
al, 1993 Anderson et al., 19%5), Anderson et al. (1995] concluded that a low
proporion of cows {<3%) may have repeal abortions due (o Neaspora canfmnm.
However, 1t bas been observed that cattle repeatedly transnut the infection o their
ptfspring and the re-abortion rate 1s similar to the abartion rate (Darr et al, 1993; Guy et
al., 20013, In our study, a high repeat abortion rate was observed io Neospora-
seroposilive chronically infected dairy cows. In fact, with respect 1 the lgal number of
seropositive animals with a previous histary of abortion, 36.8% of abortions were
tecorded in the whole herd and 26 7% of abortions were registered in animals remaining
it the herd over the three-year study period. Thurmond and Hictala, (1997} showed that
an N canimim-congenitally infected cows that had aboned previously carried a higher
tisk ol subsequent abortian compared with congenitally infected cows that had nod
aborted previously, Similarly, Corbellini et al. {2006) recently obscrved that cows with
a history of previous abortton were maore likely (2.4 umes) to abort an A coninim-
infieted fetws that cows with no prier history of abartion. These tesults indicawe that &
caminum-infected cows thal aborl arg nel able 10 develop adequate protective Inumunity
{ Thurmond and Hictala, 19%7; Corbellini et al., 20063 and that the imnunity provided
by an mitial Infection is ingdeguate 1o prevent repeated abortion in mature cows, The
climination ol cows undergeing 2 or more aborions would reduce the abortion rate in
the herd.

In our swady, the aborlion rate was very high im seroposilive animals throughout tlie
three years of study (39.5%), indicaling a cansal link between N cowmittten inlection and
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ahprtion in the herd. While 1n herds with borizomtally transmitied infecton, seropositive
animals cotrespond Lo a certar age group (Dijkstra et al., 2001}, the disttbulion of
serapusitive anitnals across the different ape proups in owr herd did not difter
sipgnificantly. as has been obsetved in endemic herds (Davison of al.. 1999), Besides,
avidity ELISA results (or animals undergoing  seroconversion during the study
indicated that most of these animals were chronically mfected. Thus, vertical
transmission was the main route of infection of the animals in this herd, despite the high
abortion rate. Although, the herd was well managed and i pood peneral beslth, ity
possible that some amimals were immunecompromised due Lo stress, concomilant iflness
angfor kormonal chanpes and this could have toppered the sudden recmudescence of
lalent neosporosis. Ondy 3.3% of the scronegative cows wore seropasilive in suhsequent
analyses. In several studics, a low rate of seroconversion in endemically infected herds
has been observed, suggesung a low level of horizemal infection (Pare et al, 1996;
1997, Schares ot al., 1998; Wouda et ai.. 1993; Davison et al.. 1999;; Hictala and
Thurmand, 19949, Lopez-Gattus et al., 2004a). In some of the present animals, antibody
Nucteations in Meospora tiers eould aceount Tor the seroconversions detected.

As a general conclusion, Measpara seropositivily can be very stable over time and &
cuninunt-infected cows may show & high rate of repeal abortions. In infecled herds,
wi recommoend selective culling of cows undergaing repeat V. cowninrnm-associated
ahortion, alonpg with culling and/or reducing the number of daughiers bom o
Measpora-seroposilive cows that remain intbe herd, by mseminating seropositive
cows with beef bull semen. This would be a cost-cffective strategy for minimizing the
risk of abortion in a herd. Finally, our dita reinforce the idea that a sinple yvearly
scrolopical screen for Neosporg 15 a simple method of moniloring % caninum
infeetion that is useful for establishing control measures at the famm level. Marg
studies are, nevertbeless, needed to identify the factors causmp the recrudescence ol
Neospora caninum in well-managed duiry covws comprising a chrenically infected
herd.
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Table 1. Scroprevalence of M caminunt inlection, abortion and repeated abortion rates in
a complete dairy herd during three CONSECUtive years.

“Total number of seropositive pregnant animals

Year | Total | Seropositive | Total ne. of | Total ne. | Aboetions | Seropositive | Repeated
ammals | animals (%) | pregnancics af in anirnals ahortion in
(seropositive]” | abartions | scropositive wilh SErOpOSitive
{%4) animals previous animgls
(30 (%) | histeryof | (%) (%"
abortion
1 259 B2(31.T) 165 (H3) 342008y 31D 33 18 {58.1)
(21.2} (51.4)
2 222 53 (24.8) 128{32) 7{3.5) T(21.9) 23 4(537.1)
I (100) f17.4)
3 231 46 (19.9) 121{27) 12{(2.: 1 {40.7) 1) J27.0H
L _ (21.7) {307
Total | 712 | I1B3(23.7y | 414 (124) [53(12.8) | 4%(39.5) bR 2551}
| {92.5 36.8)

"With respeet 1o the total number of scropositive pregnant animals,
:With respect to the tatal number ol abortions.

With respect Lo the wtal number of abortions in seropositive animals.
“With respeet to the total number of aniimals with previous histocy ol abortion.
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Tablc 2. Scroprevalence of N caninnm Infection, antibody titres and abortion and
repeated abortion rates in 122 animals which remained 1n a dairy herd duriog three
consecufive yoars.

Year | Seropositive | Antibody | Total no, of | Towal o, of | Abortions | Scropositive | Repeated
animals (%) | tittes in | pregoancies | pregnancies in animals abortion in
SCTOPHETE v n seroposilive wilh seropasitive
animals® SeTOpOsItive animals” previous animals
{mean & anitmals (") history of (%) (%)
5.0 aburtion
22(18) 45.8 £ 30.4 73 17 B {353} g 35
37.3)
26(21.3) 47,1130 73 15 1 (6.7} 11 1 (100)
{21}
26 (21.3) | 4.3 2261 72 7 6 (3535} il 4 {66.7)
0364 |
Total | 74202) [ 457 +28.5 220 40 13 (26.5) 30 B (61.5)
| (26.7)

*Wean values were not different throughout the three vears of study,
Pavo ahortions were registered in seronegative animals,
“With respeet to the total number of abottions in scropositive animals,
"With respect to the tota] number of animals with previous hisiory of abantion,
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[V. DISCUSION GENIRAL

l.a neosporosis ¢3 considerada en la aclualidad como una de las principales causus de
aborio en panado vacuno de todo el tnundo (Anderson ot al., 2000; Dubey, 2003 Dubey ¢l
al, 2(H16). Fn concreln, en Lspaia, tras la deseripeion del prmer caso de aboro on
ganado vacuno (Fondevila et al, 1998} los estudios de seroprevalencia en dilerentes
regiones han puesto de manilivsta 12 amplia difusion de Ta inteccién en los rebafos con
tasas de entre 33%% v 63% de los rebafios afectados {Quinanilla-Gozalo e al., i996;
Mainar-Janme et al., 1999 Bartels el al., 20067, siendo especialinente importante la alta
prevalencia de infeecion en fetos abortados con wasas de entre el 32% al 57% (Gionrales ot
ab., 1999; Pereim-Bueno el al, 20037 Todos esos dalos indican la imporancia de la
infeceian por Meospora comingm ca ¢l ganado vacunoe de Espadia. En la vona Noreste de
Lispafia. ¢n concrelo en Catalufiz no e habia estudiado csta enfermedad.

Ante la presentacion de un avmento importante de la tasa de aborlo en una explolacian
ganadera de alta produceion lechera de Lleida en la que anteriormentc se habian
observado tasas de aborto consideradas no asociadas a problemas infecciosos (se pasg de
un nivel medio del 10% de aborto en afios anlerores v mavoranarmenie en los primenos
O diags 2 un 23.2% de abortos o lo larpo de 1 adio, ¥ la mayoria de los abordos en el
segundo (fmestre] se soxpecha la posibilidad de que 1z causa de dicho brote Ruera
neospotosis. dado el excelente control de ofras causas de ahorte en la expiotacidn. Mara
cllo realizamos un estudio retrospectivo basado en analis's reproductivos, serolapicos y la
pucsts en evidencia del pardsite mediante téenica de PCR en dos felos, los (nicos
disprmibles ¢n el momento del eswudio. Estos andlisis permitieron estahlecer que el 449%
de las vacas seropositivas abontaron on ¢l periode de estudio, Tle los animales que
abortaron el 76.3% fueron N caninten setopositivos v ¢ tiesgo de aborto fue 12,2 veces
mvor en los animales seroposiivas comparados con los scronepativos. 1 gnalisis en
fetos confirmd la presencia de Neoxpora cn los tejidos de 1os fetos apalirados.

Ll diagndstice de & caninpm cn los rebafios no es sencillo, pere el establecimizo de
una relacién clara de la seropositividad Irente el parisito on los animales que abortan
comparada con los animales seroncgativos en ¢l rebafic permite establecer cste nexo
causal (Dubey ¥ Schares, 2006). La presencia de DNA en los [etos confiemd estu relavion.
La patogénesis de la infeccion por N caninum es compleja v escasamente conoeida vy es
importante conocet la via de trunsmision de la infeccion en e rebatio. Lax pérdidas por v
cerrimpimn pucden ocurrir como consceucocis de la infeceion matemal duronte la
gestacion (infeccion transplacentaria exdégena) pero mas lrecueniemente son
conscguencia de la reactivacidon de infecciones erdnicas et lo bembra pestante
{infeccion transplacentaria endapena) { Irees ¥ Williams, 20005). El estudio serodogico 2
nivel de rebano completo, en animales de vanus penemciones, madres y sus hijoshijas
evidencid a la trapsmision transplacentany eodopens, mavor al 90%, como la via de
transmisién mas impoerante ¢n ¢f muntenimicnie de ¥ infeecion en esie rebaiio.
Pasteriores estudios on otros rebaiios incluidos en esta tests {capitulo 1) han penmitido
concluir que 1a via ransplacentania endépena s 1a pringipal en los rebafios de nucara
zong. 5alo s¢ obserd un pegueiio nimero de animales en fos que el estado seropositivo
de Lis hijas ne coincidia con sus madres, indicsndo un pequedic porceniaje de trapsmision
horizontal en el rebafio. Como datg de interds este rehafio habia estado libre de perros en
los Altimos 7 afios. Este pequefio porcentaje de transmisitn transplacentaria crépena, ¢oa
mveles de aproximadamente un 8,3% ha sido indicado en otros estudios en rebaiios
infectados de manera enzodtica (Paré ot al., 1997 Davison et al,. 1999),
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La distnbucion de lox animales seropositives ¢ este rehatio no s relaciond con la edad,
pixr 1o que wndo parecid indicar que ¢l aumento en la (asa de aborto se produjo por un
tactor posiblemente inmunosupresor gque indujo la reactivacion parasitaria en los
animales crontcamente infectados con anterieridad, de acuerdo con lus resultados de
olrog autates (Wouda et al., 1999, Aikinzon et al., 20003,

Ohra obzervacién del cstudio (Capitulo [} Tue gue el aborto tuve lupar mayorilaramenie
en el sepundo tnmesire de gestacidn, o caal coincide con les estudios de otros grupos,
que indican que A coaminnm pucde causar abortos desde 3 meses g final de gestacion pero
la mayoria de los aborios tiene lugar a los 3-7 meses de gestacion (Anderson et al., 1991
Thormian et al., 1991; Wouda ¢t al.. 1997). Posterlores andlisis et un ndmero mayor de
rebaitos [Capitulo 1) correboraron ¥ extendicron estos resaltados asociados a N coaminn
en los rebarios de la rona.

Fue inleresante constatar que faclores que han sido consiierados factores de riespo
imporantes en o 2ona tales como pardad de los animales o época de pestacion. ho se
cvidenciaron como factores de riesgo on presencia de la infeccion por Neaspora, por to
gque parecen quedar enmascarados ante dicha infeccidn. Este nspecto se analivd en iy
detalle en ¢] capitulo 11 en méas rebafios de la zona v los resultados se conlirmwron,
Micneras en los abortos que tienen lugar on Jos primeros 90 dias de gestacion, no
wiociados con Negwpora, cstos Factores de nespo son 1ow més imporantes ¢n los rebadios
de Ja wona de estudio, on los gue tenen Jugar trus 90 dias, relacionados con la infeccion
por Neospora, B tmica vanable considerada Jacior de nesgo es la propia infeceidn por el
parisito.

Bl establecimiento de una relacidn directa entre ¢l aborto v la presencia de anticuerpos por
Neaspora ha de ser muy cuidadosa dado que Neespora ¢s Un pardsilo muey bien adaptado
al panado con una transmisién transplaceniana muy elicicnte, v Que en un Cieno nlnene
de animales seropositives ne praduce abortos, 1.a serologha positiva frente N conirtin cn
unta hembra que ha shodado en poocepio s0lo indica que Nerspora podria estar asociada
en ¢[ aborta v en estos casos individuabizados ¢] disgnastico ha de sesteniarse en la
demostracian de infeccion en el fote (Jenkins e al,, 2000). Es por ello que para ¢l
establecimienta de la infeccion de N cauinmm como causa de un brote de aboito es
necesario el cstiedin de los rebaiios completos ¥ la observacidn de una relacion del abono
en las hembreas seropositivas. Siguiendo esta melodologia, analizamos [os fuctores de
ricsro que influencian kb infeecion por . cestintm en las granjas de nuestra zong que
preseniaron bustonial de problemas reproductives (Capitvle 1), Todos los animales de los
rehafios cstudiados estaban libres de brucelosis y estaban sometidos o un execlente
control reproductivo. necesario para su alla preducctan lechera. Se evalud el efeeto de la
inlcegion por Neaspora mediante andlisis seraldgico v su relacion con la presencia de
aboreg en un tolal de 2773 gestaciones analizadas. 2 estudio confirmd de nueve [a
importancia de los abortos por Meespora en o sepundo tnmestre de gestacidn ya indicado
cot anerioridad pero se incidid en un aspecto poeo conogidn come es ol efecto de la
infeccion por N caninumr on el primer trimestre de gestacidn. Los resuliados de este
estudio pusieron en evidencia que en infecciones erdmicas de Meospara previas ala
gestacion, la parasitacion no tivne clecto en el penndo fetal temprano pero tiene un claro
efecto sbortivo was los 90 dias de gestacion. Un los abortos ecurddos antes de los 90 dias
de pestacidn, Jos principales faciores de aespo fueren la panidad de los animales, mayor
riesgo en animales con parlos previes comparados con novillas, ¥ en las pestaciones en

las épocas calidas con mayor oesga que on cpocas empladas, que como va se ha indicado
soi Jos factores de riespo habituales en 1a zona cuande N, canisue no esid involuerada en
los vuadros de aborto. Por el contrano, 1ras los 90 dias ¢l apico facier de riespo inclutdo
e ] modelo de regresion malkiple fue la serologia positiva a Nesspora con un riespo de
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aborio 18,9 (rango desde 12.9 a 27.8) veces mayor en animales seropositivos, y un 71.9%
de [os animales que aboraron fueron seropositivos, confitmando los tesultados previos
{Capitulo 1) y porucndo en evidencia & Neospora como una de las principales causas de
aborlo en la zona.

Los resultades por tante supieren que en infeccinnes crinicas por A caaimien ya previas
a la gestacion, dicha infeecion no afecta al periode fetal iemprano pero sitiere un
importanie clecto abortivo (ras los 9 dizs de a pestacion, Fste hecho se ha visto
contirmado por un estudio en el que se ha observado que la infeccidn por N canfmuri no
afecta la fertilidad de los animales (Lopez-Gatius ¢l al., 20035a).

La falut de efecto de la infeccidn por N comimm on los animales cednicamenie
infectados previgmente 4 la gestacion, puede tener dos explicaciones: 13 en las eslados
intciales de gestacion los taguiraitos on placenta o feto no alcanzan suliciente numero
para causar dafios en los mismos o producir abortos pero si que son capaces de causar
ese dafio en periodos posteriores cuando se replican en mayor cantidad, o 2) hay una
migracion repenting def pordsito o través de la sangre en ol segundo tomesire de
postacion, cuando se ha observade que el sistema immune de la vaca gestanie puede
cstar debibitado (Innes ot ab,, 2000} Long and Baseler (1996 no (ecron capaces de
identificar taquizoitos on la placenta ¥ tejidos fetales en estadios pre-gestacion y en
estadios niciales de la misma en ratones infectados experimentalmente con Neospord,
puero pudieron detectlarlos a partir de mediados de gestacion.

i.a tase de aboros fue mayot en ol segundo tomestre también comparada con 14 tasa en
¢l wereer trimestre. Durante el seguado triimestre. la inmonodepresion de la respuesta
celular o ¢l falle de la madre cn producic ung adecuada respucsta inmung. més gue of
fallo de |a respuesta [etal que es ya luncional, parece ser crilicos para la supervivencia
de los fetos (Pare o al., 1997, Osburn et al., 1982).

Muestros resuliados indican gue la presencia de antlicuerpas frente & covinue cn el
ganado vacuno pucden utilizarse come indicador de abono en los animales tras los 90
dias de pestacion y dada la similied con ooy estudios subre aboelo causado por
Neaspora (Moen of gl., 1998: Pare et al,, 1997; Dubey et al., 1997 Thurmond ct al,,
1997} indican una gran consistencia de la patopdénesis del aburo causado por Meosprara
en diferentes condiciones de manejo v de sistemas productivos cn todo el mundo,

U'na ver puesta en cvidencia la presencia de &, caninnm en los rebafios de Caraluia se
procedio a comparar dos técnicas serofdpicas de ELISA comerciales disponibles en el
momento del estudie (Capitulo 1113, Herdcheck de laboratorios IDEXX vy CIVTEST de
laboratorios Hipra en 2 rebaiios completos en un tolal de 2435 animales para analizar los
niveles de seroprevalencia en los rebailos de a zona afectada v para decidir cual de las
das ieenicas seria mas adecuada para el analisis de |2 presencia de anticuerpos frente v
Cantnnm en posienones esiadios,

Fn auscnela de sipnos clinicos de infeccidn por Neospore fen panado adulto) el
diggnostice cn los animales ¥ivos ¢5 1a unica posibilidad de conceer la relacidn de los
amimales con k iofeccion. 141 estudio de las causas de aborto en los fetos, seria realmente
el primer estudio a lener on cuente, pero desaforiunadamente debndo al mangjo de las
explotaciomes y a pesar de los esfuerzos por oblencr weidos de los fetos abonados muchas
veces resulla imposible contar con este tipo de muesiras en ¢l tnomento del aborto. Ll
esiudio on fetos cn esia lesis fue reducido v 5610 gitvid para confirmar 1os estudios
seroldpicos, y por cllo s6lo san citades brevemente.
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Pars detectar anticuerpos a N cowinum cn los rebatios cxdsten vanos pos de prucbas gue
han utilizado antigene procedentes de Laguizoitos: [Fl {Inmunolooreseencia indirecta),
NAT (Téenica de aglutinaciony, Tomunoblo, rELISA {ELISA recombinante),
1scomELISA... Iin parucolar en 1a 1écnica de ELISA se han utilizade laquizoitos enteros
o fijados, extracio soluble total detergente o acuoso, antigenos recombinantes y muchos
de los lest ELISA comerciales para diagnasuco de Meospora utilizan antgeno wotal de
taquivoitos lisedos por sonicacion, como en ¢l caso del BLLISA IDEXX o del LLISA
diferentes preparaciones de antfgenos (Jenkins ot al., 2000 se decidid wiilizar en paralelo
los dos test antes mencionados para hacer un diagnistico mis acertado dada la ausencia
de un “gold estindar™ para el diagndéstico de Meospora v sin reterencias previas de
infeceidn en la rong estudiada de 1a téenica de 1DEXR (Pavs ot al., 1995), EI ELISA
[DLEXX ha sido ampliamente utiizade en estudios previos al muestro (Schares et al_, 1999,
Wouda et al | 1998, Banels et al, 2005; Schares of al |, 2004; Von Blumriider cf ol | 2004)
para ¢l dizgnostice especifico de aborias v fo obtencion de informacion sobre 12 infeccidn
con pasibilidad de identificar los animales seropoesilivos y |z via de Inmsmision de la
Infeecion en los rebados {Pare et at., 1995; Pare et al., 1997, Por su parte, el LLISA
CIVTEST, mas recienie en el mercado {Rebordosa el al., 20007, ha sido comparado en
citndios recientes en paralelo con diferenies Wenieds ¥ ottos téemicas de HLISA
comergiales incluvendo JDEXX ohservando en (odos los estedios una cancondaneia
creclente cnure el ELISA CIVTEST vy olras Iéenicas asi como entre Tos dos ELISAS
{Barels ot al., 2006, Bjérkman et al., 2006; Cactano ¢l al.. 2004}

Mediante el analisis estadistico del valor kappa se pudo observar una concordancia muy
elevada entre amibas Wemicas seraldeicas, lo que permitiria su empleo de manera
indistinta cn futuros estudios. Unicamente s¢ pudicron ohservar prgueiias discrepancias
en algunas muesteas. EL anadlisis de las mucstras discordontes en los ELISAs mediane:
il no ayudd x desciiar cudl de los dos ELISA pennitia una mejor venlicacion de las
muesiras discordantes que cran realmente positivas o no. Aungue Ja téeniea 1F] ha sido
considerada como prucha referencia en numerosoes estudios. la IF] tampoee pucde ser
considerzda como una téenica “Gold standard™ (Frossling el al., 2003), En cuslguicr
caso. el niimere de muestras discordantes fue muy redocido en el tatal de muestras
analizadas, indicande claranente una alta concardancta ¢n ambos FLISA, [in ¢l caso de
estos animales con resultados dudosos, un seguimicents de las mismos con mucsircos
posteniores a lo largo del aempo ayudaria a reconocerios como claramente seroposiivos
o seroncgalivos en los rebafios. [ a elevada concordancia entre los dos test ha sido
observada tarmbign en un reclente estudio de comparacion de écnicas seroldygicas a nivel
mieltinacional realizado recienteimente en Butepa (Voo Blunedder et al., 2004} v ha
permidido lu validacion del test local de laboralorios Hipra. Ambas ticnicas tienen
clevados niveles de sensibilidad ¥ espeeificidad v aubgque se pueden utilizar de imaner
mclistinta, hemos continuade los estudios con ol kit local por la facilidad de oblencion del
mismo.

La excelente correlacion de resuliadaes entre ambay réemeas hizo que no se considerase
necesarie plantear diferentes puntos de corte o los recomendados. Esledios por otros
cquipoes uilizando el CLISA CIVTEST hun utilizde diferentes pontos di corte superiores
al recomendade por ia casa camercial obieniendo una concordancia igualmente alia entre
ambas técnicas 1o gue permite su uso en paralelo en estudios epidemiolégicos (von
Bluededer et al., 20043, 1.a diferencis en los puntos de corfe on funcion de Jos
lahorutorios es un aspecto & lener en cuenta en la estandanizacion de las téenicas.
Considerando animales positivos aquellos que lo erin en las dos éenicas de ELISA se
pudo constatar que lodos los rehatos analizados presentzron afgin aoimal con

B2



gnlicugrpos {rente N, carninuer. BEllo evideneid 1o pran diseminacion de la infeecidn por
N, caminuer ¢n la zona. Las tases de prevalencia vanaron muche entre rebafios, sicndo
elevadas en algunos ¥ bujas cn olros. Lstos tesullados ponen de imanifiesto 1z
importancia de la neosporosis en Cataluiia y que en casos de aborto el extudio de la
neosporosis debe ser incluida en los prolocolos de diagndstico.

Un dato interesanie {ue el hecho de que aungue 1as tasas de prevalencia en los rebatios
variaron mucho entre ¢llos on todos ellos la relacian de seropositividad frente &,
caninum v los ghorlos (ue elara, incluso en los tebadios con bajas prevalencias,

El aborto ¢s ¢l principal sintoma clinico asociado a k imluecidn por Meospora cn panada
vacuno lechero, aunque no estd claro el como y ¢l porgque ocurre. Si s¢ conoce con
mayor exactitud cuando ocurre la mayoria de abortos ¥ este conncimiento es clave para
eniender la patopenia v poder acercarnos mas 4 las causas del aborto, su prevencion y
control.

El sistemz inmune del teto en clapas iniciales mo s capaz de reconocer, responder ni
evitar el crecimienta parasitario por do que durante el primer tercio de gestacidn el feto
es muy vulnerable a la infeccion par Meospora (Dubey 2003} ¥ no podria sobrevivir a la
infeccion (revisado Lubey et al, 20060} Como s¢ ha observado en infecciones
cxpenmentales con taguizoilos via intravenosy al inicio de la pestacion (M) dias) esta
infeccidn ocasiona on la mavona de los casos muerte fetal (Mocaldowie et al.. 2004,
Williams ¢t al.,, 2000; Williams et ol 2003). El feto empicza 3 desamollar una respuesta
inmune en ¢l segunda terclo de geslacion que sin embargoe no ¢s pratectora pucs los
abortos por N carnreum tienen lugar mayontariamente en este periodo ¥ pucden tener
lugat hasta finales de pestacion (Anderson et al, 19915 Barr et al | 1991; Oster ot s, 1995,
Wouds ot al., 1997, Hattel et al., 1998). En nuestros estudios |a tosa de abontos en
animales scroposiivos @ N coestimm tue signilicativaments mayer ¢n el segundo ercio
de gestaciin,

Sc han obsetvado fluctuaciones en los anticueros en vacuna infectodos natural y
cxperimentalmente §Jenkins et al ., 1997, Dubey et al ., 1997; Quintanilla-Ciozalo ol ol
20H10). No s¢ cotiwee todavia si estas Muctusciones son debidas a estimulos anlipénicos
por reactivacion de infeeciones lalentes o por reinfecceiones a partir de una fuspic exierna.
En concrete, duranic la gestacion la ineraccion catre el sistema inmune ¥ el pardsito
parcee dar lugar a picos de subida ¥ bajada de antieuerpos, Ko ocasiones ¢stos niveles
incluso sc encuentran por debajo de los niveles umbral de deteceién de positividad en
las téenicas habituales {Stenlund et al.. 1999 Guy etal, 2001 Sager et al., 2001: bMaley
et al., 2001, Trees el al., 2052,

Iin las vacas que no aboran, las tilwlaciones medias de antcuerpos pars X, cominunm
anrnentan durane la gestacion media y disminuyen hacta log dos ineses antes del parto
(Conrad ctal., 1993; Paré ctal., 1998; Stenlund et al., 1999; Guy clal., 2001}, Este
aproenkg de anticuerpos hacia la mitad de la gestacion se ha asocizdo con infeecion
transplacentana espontdnea o reaclivacion parasitania. En el caso de animales que
ghorian sc observa un sumento de 1os anticuerpos antes del sbono (Goy et al, 2001). En
nuesiro estudio obiuvimos simitares observaciones o kas de estos autores al analizar Jo
dindmica de los antiguerpos en animales gestantes o lo lorgo de la pestseion {(Capilelo
V) en animales seroposiiives que habian presentado historia de abortos previos. En
cancreto, la mavoeria de los snimales previatenta seropositivos (14 de 16§ mantuvieron
niveles por cncima del vmbrai de seropositividad durante wda la gestacion. Los niveles
de anticuemeos sipuieron ung dindmica general caracierizada por un aumentn del nivel
de anticuermos hacii el sepundo wereio de pestacion, aleanzamdo un maxime i lox | 530-
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210 dias de gestacidn y posteriormente un leve descenso antes del patto. 1ste muodelo sc
observd lanto en animales seroposidvos que abortaron a o largo del esivdio como en
loz serapositivos que no lo hicieron, de acuerdo con previos estudios que han indicade
un patrin de anticuerpes similar tanto en bos animales abortados ¥ en los que no
{Quintanilla- (Gonzalo ot al, 2000).

Aunque el patrén de anticucmos 3 o largo de 1a gestacion fue similar tanto en lus
hembras que abortaron coma las gue no abortaron, Jas que aboraron presentaron un
pico en los anticuerpos coincldiende con ¢l moimenta del aborta lo que podria ssoctara
con una reaclivacion del pardsito ¢n animales ya infectados. Se podna especuolar que la
inmunosupresion indecidy en e peeder podria reuctivar los guistes parasitarios on los
tejidos causanedo ung psrusitemia, Lo elevacion de anticuerpos 2 105 & los 4 a5 meses
antes del parlo, sugiere que posiblemente €ste sea ef momento de la reactivacidn de una
infeccidn latente.

Ohro aspecto analizado en esta tesis ha sido ba inpottancia de la repetician de aborto
cn los snimales inflectados por A, canfnum (Capitulo V). No existian muchos csiudios
provins amalivando la tasa de aboetos repetitives en animales  infectados  por
Neosporg, Anderson ot al, (1995) concluyeron que ung pequciio porcentaje (=5%)
podian {ener aberios repetitivos causados por Neospord. Sin embargo, se ha pedido
observar en otros estudios que las vacas pueden transmitic la infeccidn de manera
repetitiva a sus crias en succsivas gestaciones y la asa de re-aborto es similar a la de
aboro (Barr et al, 1993 Guy et al., 2001). Pam ello unalizamos an rebafio con alta
seroprevalencia de inteecion y de obenoes relacionados con A confamr durante 3
afios conseculives, Un total de 122 animales permanecicron en el rebafio durante los
3 afios ¥ par tante fueron muestreados 3 afios conseculivos, En el rebado completo la
tasa de repeticion de aborto tuve lugar en un 51% de los animales en relacion con ¢l
nomere kial de aborlos ¥y en un 36,8% con respecio a los animales totales oo ¢l
rebano que habian presceolado histona previa de abortos, Por sue parte en o grupo de
122 animales que s mucsirearon todo los 3 afos de estudio ¢l aborto sélo tuvo ugar
en animales seropositivos. ¥ 1a repeticion de aboro tuve fugar en el 61,5% del total
de abortes cn ¢ste prupo ¥ on el 26,7 sc iralaba de animales con historiat previo de
abortos. Fue inlercsante observar abonos conseculivos durante los 3 afios enoun
annnal sin storial previo de aboitos.

Lin nuestta estudio. un elevado porecttaje de vacas repilicron aborto, de hecho en
relacion con los animales seropositivos totales en el rebafio con hiswrial previo de
ghono un 36,8% de los animales en el rebafio entera ¥ un 26070 en el prupo
mucstreado derande 3 ainos sufricron abortos repetitivos. Flevadus tasus de aborios
repeliivas en vacas inlectadas por AT eawineett hatt sido obseovados por Thurmond
and Hietala, (1997) ¥y mis recientemente por Corbelling et al., {41 que han
ohservade gue vacas congenitimente infeciadas que habian gbortado con anterioricdad
tienen muis rigsgo de abortar de nuevo gue sguellas que no habion tenido abones
previns. y por fanto indican que la infcceion por Neospers no induce suficiente
peoteccion on los animales miectados coonicamente parg que ¢5tos sean inmunes al
aborto tras un primer caso de aborto, come os €] case en Toxopfaseee.

En of grupo de 122 amimales, aquellos anitnules seropositives el primer afin de
estudio continuaren siéndole ¢l sepundo v tercero, ¥ s6lo 4 animales scronepativos ¢
priter afo scroconvirtieron on el sepundo v opermaneeicron seropositives of tercer
ano de cstudio, demostrande wna pran cstabilidad de la seropositividad de los
animales infectados por N camimemr s lo lacpe del tiempo, Hasler ot oal, (2006
ohservaron que sdlo 2 de 30 animales seropositives ¥ 1 de 83 animales seronegalivos
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cambiaron su estado de seroposiividad-seroncpatividad durante la gestacitn y por
lanle conjuntainente con nuesiros resultados, parece indicarse un modelo muy estable
de snticucrpos Trente A caninumt en panado vacune adolto, A su vee, estos resultados
corroboran nuestra inicial apreciacion {Capitlo [ de gue la serologia materma basada
en anialigis de rebafios completos es un boen indicsdor del desgo de aborto en la
neosporasis, ¥ permite conocer el estadp de infeecidn en los rebailos para o
establecimicnto de medidas de control en los mismos. Las medidas de cottrol
propuesias en nuesiro caso ¢n un ehaito con alla Incidencia de abortos (Capitulo V)
fucron la retirada del rebaiio de animales seropositivos que hubivran abotado
previamentie ¥ lu inseminacidn con semen de vacuno de came. La inseminacidn de Jas
vacay lecheras seropesitivas con semen de vacunoe de came, especinlmente con la raza
Limousin, ademds de ener como aspeelo prictico no dejar reposicion seropositiva en
¢l rebafio, reduce de manera significativa cl riesge de aborto en las mismas (Lopee-
Catius et al., 2005b, Garclu-Ispierto et al, 2005). Este efecto podeia deberse a una
toenor transmision trans-placentaria del pardsita en razas de carne o 2 una mejom de
la funcion placentoria. La aplicacidn de  cstas  medidos  permilid redocic
significativamente ta seroprevalencia en ol rebafio gue pase de un 37,1% el primer ano
al 24.8 el sepundo v al 19.9% el tereero asi como la reduccion de 1a tasa de aborto en ¢l
mismo que & su vez disminuyd de un 24,6 el primer afio al 5,5%% el sepundo v fue de un
0.9 ¢l wereero.

Por tanto, ¢l muestro anual de todo €] rebadio, coincidiendo con las épocas de campatias
sanitereas de brucelosis en 1as explotaciones, ba demostrado ser Al para establecer
planes de control di la infeeeion por Nerspora ¥ redueir de munera muy sigoificativa
las tasas de abonos en aquellos en los gue se han establecida (Capielo W,
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V. CONCLUSIONES

1. Ante la ncidencia de aborlos asociados a Meoxpora, 68 necesario conocer e} eslado
seratopico del rehafio completo poes las explotaciones presentan tasas de infeceion muy
dilerentes incluso dentro de una misma zona de estudio,

2. La concordancia de dos éenicas ELISA comerciales: CIVTEST (Ilipra, Espaiia) v
[erdcheck (IDEXX, LEUM) fue muy clevada, lo que indica gue ambas téeticas
pucden utilizarse indistintamente en el andlisiz epidemioldpico de la infeecian por A7
caninum e ganado vacuno lechero.

3. En Tas cxplotaciones estudiadas se observd upa relacién directa entre la
seroprevalencia a Neospora v la incidencia de abartes. En infeceiones cronicas por &
canfnin previas a la pestacidn. la parasitacion no Uene efecto abortivo en el periodo
fctal temprane pere 81 tras log 90 dias Je  gestacion, ocurtiendo el aborto
mayoriariamente en cf sepundo inmestre de 1a gestacion.

4, La vig de ransmisién mds importtante ¢n ¢l mantenimiento de la infeccion de N
cerintint en las explotacioncs de la zona estudiada fue la via vertical, o transplacentaria
cndbgena.

5. En animales infectados eronicamente por Neosporoe los faciores como la edad
{novilla-vacay v la cstacitn de! inicio de la gestacion no estin relacicnados con el
ahorto.

f. La dindmica de anticuerpos en atimales infectados crdnicamente a loy larpo de la
gestacion s Tiuy homogénea tanle en animales que abortan come en los que no ¥

supone un aumenta de los niveles de anticuerpos a partir del scgundo irimestee de
pestacion.

7. Los anticuerpos frente & cantnem on anhimzles cromcamente infectados presentan
una clevada estabilidad a lo largo del liempo, al mtenos dutante tres afins conscoulives.

¥, Un muestreo seroldgico anual de rebafios completos es il para el conocimicntlo
epidemiclagico de la infeceidn y la aplicacion de medidas de contrel adecuadas ¢n las
cxplolacioncs

9. En explotaciones con neosporosis crénicad los animmales que abortan Uenen més
posibilidades de sutrir nocvamente wn aborta. por lo gue la eliminacion selectiva de
estos antmales ¢s una medida de conerol adecuada,
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