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Resumen

El parasito protozoo intracelular Neospora caninum ha sido descrito en un amplio rango de especies
animales y se considera una de las causas mas importantes de aborto en ganado vacuno en todo el
mundo. En Espaifa, la seroprevalencia individual en las explotaciones y la tasa de infeccion en fetos
abortados es elevada. Revisamos aqui aspectos epidemiolégicos de la neosporosis en explotaciones de
ganado vacuno lechero de alta produccion en el Nordeste espafiol. Es interesante resaltar que inde-
pendientemente de la seroprevalencia de N. caninum a nivel de explotacién, la titulacién de los anti-
cuerpos frente el parasito es un buen indicador del riesgo de aborto, que la seropositividad frente N.
caninum es muy estable a lo largo del tiempo, de manera que las vacas cronicamente infectadas pre-
sentan un alta tasa de abortos repetitivos, y que la infeccién por N. caninum no afecta a la fertilidad
de las vacas infectadas ni compromete la gestacion durante el primer trimestre de la misma. El uso de
semen de vacuno de carne en la inseminacién artificial de vacas seropositivas, especialmente el semen
de la raza Limusin, reduce drasticamente la incidencia de abortos. En las explotaciones en las que esta
estrategia ha sido incluida como medida de control de la neosporosis, las tasas de aborto se redujeron
de manera significativa y, dado que no se mantienen las hijas de madres infectadas, también se redu-
jeron de manera importante las tasas de prevalencia de la enfermedad.

Palabras clave: Neospora caninum, epidemiologia, vacuno lechero, Nordeste Espafa, revision.

Summary

Epydemiological aspects of bovine neosporosis in north east Spain. A clinical perspective

Neospora caninum has been found to infect a wide range of animals and it has emerged as a very
important cause of abortion in cattle worldwide. In Spain, high herd seroprevalence and high per-
centages of infected aborted fetuses have been observed. We revise here several epidemiological
aspects of neosporosis based on our studies in high producing dairy herds in North-eastern Spain. Our
results indicated a close relationship between mother seropositivity to N. caninum and abortion risk
and that irrespective of the herd level of Neospora-seroprevalence, plasma antibody titration against
N. caninum is a good indicator of risk of abortion; Neospora-infection does not affect fertility nor
compromises the subsequent maintenance of gestation during the first trimester of gestation in ani-
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mals chronically infected prior to pregnancy; Neospora-seropositivity can be very stable throughout
years so that chronically infected cows can show a high rate of repeat abortions; and that the use of
beef semen, especially that derived from the Limousin bulls, reduces dramatically the incidence of
abortions. The later approach has been included in the control measures for neosporosis in dairy
herds with high prevalence of N. caninum and significantly reduced both abortion and seropreva-

lence levels in those herds.

Key words: Neospora caninum, epidemiology, dairy cattle, North-East Spain, review.

Introduccion

La neosporosis es una enfermedad parasita-
ria causada por Neospora caninum, protozoo
intracelular obligado, formador de quistes
tisulares. Descrita por primera vez en perros
en 1984 (Bjerkas et al., 1984), N. caninum ha
sido identificado en una amplia variedad de
animales de sangre caliente (ver revision de
Dubey et al., 2007), pero primariamente es
una enfermedad del ganado vacuno y del
perro. Aunque es un parasito estrechamente
relacionado con Toxoplasma gondii, no hay
evidencia de que infecte a la especie humana
(Dubey et al., 2007). En ganado vacuno,
tanto de leche como de carne, la neosporosis
causa mortalidad neonatal y abortos siendo
considerada en la actualidad como una de las
principales causas de aborto en ganado vacu-
no de todo el mundo (Dubey et al., 2007). El
aborto es el principal sintoma clinico asocia-
do a la neosporosis bovina, aunque también
han sido descritos otros cuadros como altera-
ciones neuromusculares, incapacidad para
levantarse y menor peso de los terneros al
nacimiento (Dubey et al., 2006). La infeccion
por N. caninum también se ha asociado a
tasas de reposicion mas elevadas, por tanto
con un menor valor econémico de las vacas
desde un punto de vista reproductivo, y a la
l6gica reduccién en la produccién de leche
en las explotaciones debida a los abortos
(revisado Trees et al., 1999).

En ganado vacuno la infeccién por N. cani-
num ha sido descrita a nivel mundial. En

Espafia, tras la descripcion de los primeros
casos de aborto en ganado vacuno (Barbe-
ran et al., 1997; Fondevila et al., 1998) los
estudios de seroprevalencia en diferentes
regiones han puesto de manifiesto la
amplia difusién de la infeccion (Quintanilla
et al., 1999; Mainar-Jaime et al., 1999). En
concreto, en un estudio reciente europeo,
la seroprevalencia de la infeccion por N.
caninum en vacuno en Espana fue la mas
elevada, en comparacién con Alemania,
Holanda o Suecia, con prevalencias en nues-
tro pais del 63% en vacuno lechero y del
46% en vacuno de carne (Bartels et al.,
2006). Igualmente, la prevalencia de infec-
cion observada en fetos abortados es muy
elevada, con unas cifras desde el 32% al
57% de los fetos infectados, dependiendo
de los criterios de diagnéstico (Gonzalez et
al., 1999; Mainar-Jaime et al., 1999; Pereira-
Bueno et al., 2003).

En el presente trabajo, resultado de una
serie de estudios realizados por nuestro
equipo, se revisan los aspectos epidemiolo-
gicos y las implicaciones clinicas de la neos-
porosis bovina en explotaciones de ganado
lechero de alta produccién del Nordeste de
Espana.

Ciclo y formas de transmisién

El ciclo de N. caninum es indirecto y existen
tres estadios infectantes: taquizoitos, bradi-
zoitos y ooquistes. Los dos primeros, taqui-
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zoitos y bradizoitos, estan en el interior de
quistes y son los estadios intracelulares que
aparecen en los hospedadores intermedia-
rios (HI), mientras que los ooquistes son los
estadios excretados por los hospedadores
definitivos (HD) que para ser infectantes
deben esporular en el medio ambiente.

En los HI ocurre la fase asexual de multipli-
cacion del parasito. Los taquizoitos se mul-
tiplican a gran velocidad en diversos 6rga-
nos del hospedador durante la fase aguda
de la infeccién. Son la fase mas patégena,
causan lisis celular por division activa en las
células que los hospedan y son los responsa-
bles de la transmision transplacentaria al
feto en las hembras gestantes. Posterior-
mente, los taquizoitos se transforman en
bradizoitos, que se multiplican de manera
lenta en el interior de quistes y se asocian
con la fase cronica de la infeccion (Dubey et
al., 2007). Estos quistes se localizan princi-
palmente en el sistema nervioso central,
pero se han descrito también en el tejido
muscular estriado (Peters et al., 2001). Tras
el consumo por HD de quistes tisulares de
HI, por ejemplo con la ingestion de una pla-
centa o de un feto abortado de una vaca
infectada, ocurre la fase sexual del parasito
en los HD, con formacién de ooquistes que
se excretan por las heces y esporulan en el
medio ambiente en unas 24 horas. Estos
ooquistes son de muy pequefio tamafo (10-
11 mm de didmetro) y pueden contaminar
agua y alimentos constituyendo la fase
infectante para los HI. Entre los HD confir-
mados se encuentra el perro (McAllister et
al., 1998) y el coyote (Gondim et al., 2004a)
y recientemente se han observado ooquis-
tes en zorros (Wapenaar et al., 2006). Se sos-
pecha que otros canidos silvestres como los
lobos puedan actuar también como HD
(Gondim et al., 2004a).

En el ganado vacuno existen dos formas de
transmision: horizontal y vertical. La trans-
mision horizontal de la infeccion, tam-

bién denominada trasplacentaria exé-
gena, es posible por la ingestiéon de ooquis-
tes eliminados en las heces del HD, tras su
esporulacion en el medio ambiente, que
contaminan el alimento (pastos y forrajes y
alimentos almacenados) y el agua de bebi-
da. Sin embargo, la principal via de transmi-
sion de la infeccion en las explotaciones es la
transmision vertical, congénita, mater-
no-fetal, o trasplacentaria endégena. En
los animales infectados de forma congénita,
gue nacen aparentemente sanos, se detec-
tan anticuerpos frente a Neospora antes de
la toma del calostro (Dubey et al., 2007).

Neospora caninum es uno de los organis-
mos con mayor capacidad de trasmision ver-
tical en el ganado vacuno. Hasta un 95% de
los terneros pueden nacer infectados verti-
calmente en una misma explotacion y el
parasito puede pasar de la madre al feto
durante varias generaciones (Revisado
Dubey et al., 2007). La mayoria de los terne-
ros nacidos de madres seropositivas, son cli-
nicamente normales, pero las hembras
infectadas seran positivas durante toda la
vida, teniendo mas probabilidades de abor-
to al llegar a adultas, contribuyendo al
mantenimiento de la infeccion en las explo-
taciones. Por otro lado, los abortos y la
infecciéon en general pueden repetirse en
un mismo animal.

La transmisién lactogénica, aunque se consi-
dera posible pues experimentalmente se ha
logrado infectar terneros recién nacidos y se
ha detectado DNA en leche y calostro (Mos-
kwa et al., 2003 y 2007), no parece posible
en condiciones naturales (Dijkstra et al.,
2001). La transmisién por via venérea es
poco probable aunque se ha detectado
DNA de Neospora en semen de toros (Ferre
et al., 2005). A fecha de hoy no se ha
demostrado la transmisién directa de vaca a
vaca.
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Posibilidad de ciclos silvaticos de M.
caninum en Espafa

Muchos aspectos del ciclo de N. caninum son
todavia desconocidos (Dubey et al., 2006). En
Norteamérica se ha confirmado la transmi-
sion de N. caninum entre ciervos de cola
blanca (Odocoileus virginianus) y canidos en
un ciclo silvatico (Gondim et al., 2004b). Estos
autores han demostrado que perros alimen-
tados con cerebros de ciervos de cola blanca
infectados de manera natural, eliminan
ooquistes y por tanto son capaces de cerrar
el ciclo, verificando la existencia de ciclos sil-
vaticos. La existencia de un ciclo similar en
Europa no ha sido descrita hasta la fecha.

Estudios realizados en diferentes areas de
Espana han puesto de manifiesto la presencia
de anticuerpos en ciervos (Cervus elaphus),
arruis (Ammotragus lervia), corzos (Capreolus
capreolus) y en jabalies (Sus scrofa), aunque
en éstos de manera ocasional (Almeria et al.,
2007). En carnivoros silvestres se han detecta-
do anticuerpos en zorros (Vulpes vulpes),
lobos (Canis lupus), linces ibéricos (Lynx pardi-
nus), gatos silvestres (Felis silvestris) y diferen-
tes especies de mustélidos (Meles meles, Mar-
tes foina, Martes martes y Mustela putorius)
(Sobrino et al., 2008), demostrando el contac-
to con el pardsito en estas especies de la
fauna silvestre en nuestro pais.

Entre los rumiantes silvestres las prevalen-
cias mas elevadas de anticuerpos frente N.
caninum fueron observadas en los ciervos
(Almeria et al., 2007). Dada la abundancia
de zorros, éstos podrian tener un papel rele-
vante en la epidemiologia de la neosporosis
y de hecho han sido considerados un factor
de riesgo para el ganado vacuno (Simpson
et al., 1997; Barling et al., 2000). En Europa,
la presencia de DNA de N. caninum ha sido
demostrada en cerebro de zorros en Catalu-
fAa (Almeria et al., 2002) y en la Republica
Checa (Hurkovéa and Modry, 2006). Los resul-
tados observados tanto en rumiantes como

en carnivoros silvestres indican que la infec-
cion de N. caninum en Espafia parece estar
bastante localizada en ciertas zonas donde,
sin embargo, puede alcanzar prevalencias
moderadas a altas (Almeria et al., 2007;
Sobrino et al., 2008). En concreto, en un
reciente estudio en zorros en una zona de
los Pirineos Catalanes se encontré una sero-
prevalencia muy elevada (Marco et al,
2008). La incorporacion de las especies sil-
vestres en la epidemiologia de la neosporo-
sis complica el enfoque de control aislado en
las explotaciones vacunas, poniendo de
manifiesto la necesidad de tomar medidas
de control que involucren a la fauna silves-
tre (Almeria et al., 2007).

Relaciéon de la seropositividad frente N.
caninum con el aborto y principales vias de
transmision del parasito en explotaciones
de ganado vacuno lechero del Nordeste de
Espafia

Analizando todos los animales de una
explotacion, exceptuando los animales
menores de 6 meses para evitar los anticuer-
pos debidos a la ingestion de anticuerpos
calostrales procedentes de madres seroposi-
tivas, se evalué la prevalencia de animales
seropositivos y su relacién con cuadros de
aborto y las vias de transmisiéon fundamen-
tales en explotaciones de alta produccién
lechera en Catalufia. La toma de muestras
en las explotaciones se hizo coincidiendo
con el muestreo anual para el control de
brucelosis y otras enfermedades.

En un primer estudio restrospectivo llevado
a cabo durante 12 meses en una explota-
cion en la que la tasa de aborto alcanzé un
23,2% (38 abortos de 164 gestaciones diag-
nosticadas), se encontraron anticuerpos
frente N. caninum en un 35,4% de las vacas
(84 vacas seropositivas de 237) y el 44% de
los animales seropositivos abortaron duran-
te el periodo de 1 afo (Lépez-Gatius et al.,



300 S. Almeria de la Merced, F. Lopez-Gatius ITEA (2009), Vol. 105 (4), 296-312

2004a). La presencia de anticuerpos frente
N. caninum fue la Unica variable incluida en
el modelo de regresion logistica en relacion
con el aborto. La infeccion por N. caninum
aumento la probabilidad de aborto en las
vacas con un riesgo relativo de 12,2 veces (P
< 0.0001) al de los animales no infectados.
Los factores generalmente asociados con las
pérdidas de la gestacion en la zona (edad
de las vacas y estacion de la gestacion) no
tuvieron efecto en este brote de abortos. La
principal via de transmisién en la explota-
cion fue la transmisién vertical, dado que
no se encontraron diferencias relacionadas
con la edad respecto a la seroprevalencia en
el brote de abortos. Basada en la relacion
del estado serolégico entre madres e hijas
en la explotacién, la infeccion congénita
superd el 90%. En concreto el 90,6% de
madres seropositivas tuvieron crias seropositi-
vasy el 90,9% de los terneros de madres sero-
positivas fueron seropositivos (Lopez-Gatius
et al., 2004a). De interés fue el hecho de que
dos terneros seropositivos nacieron de vacas
seronegativas, indicando un pequefio grado
de transmision horizontal (Lopez-Gatius et
al., 2004a). La granja no habia tenido perros
en los siete afnos anteriores, pero cabe la
posibilidad de que ocurriera algun tipo de
contacto con canidos silvestres.

En un estudio posterior, se compararon dos
kits comerciales de ELISA (Herd check® anti-
Neospora, IDDEX Laboratorios, Madrid,
Espafay CIVTEST®, HIPRA, Girona, Espafia)
en muestras de 6 explotaciones incluyendo
un total de unos 3.400 animales mayores de
6 meses. Ambos kits presentaron un nivel de
concordancia muy elevado, considerando la
seropositividad en CIVTEST = 6.0 (valor
kappa medio de 0,94, 0,90-0,96) (Lopez-
Gatius et al., 2004b). En un reciente estudio
a nivel europeo estos dos kits fueron com-
parados junto a otros y mostraron alta sensi-
bilidad y especificidad (Bartels et al., 2006).
En todas las explotaciones se observé una

altisima relacién de los animales seropositi-
vos con los cuadros de aborto, confirmados
mediante deteccién de N. caninum en los
fetos. Al igual que en la explotacion del
estudio anterior, en estas explotaciones se
observé una baja tasa de seroconversion y
de transmisién horizontal (Lopez-Gatius et
al., 2004b) que aunque baja es importante
en el mantenimiento de la infeccion en las
explotaciones, dado que la transmisién ver-
tical no es del 100% (Davison et al., 1999).

Temporalidad del aborto durante la
gestacion

El aborto es el principal sintoma clinico aso-
ciado a la neosporosis bovina. Los abortos
por N. caninum pueden tener lugar desde
los tres meses de gestacién hasta finales de
gestaciéon, aunque la mayoria de los abortos
tienen lugar entre los 5-7 meses de gesta-
cion (Anderson et al., 1991; Barr et al., 1991;
Wouda et al., 1997; Hattel et al., 1998) segun
hemos observado también en nuestros estu-
dios (Lépez-Gatius et al., 2004a). Sin embar-
go, los efectos de la infeccién por el parasito
en el primer trimestre, cuando es dificil
tener acceso a fetos, no estan completamen-
te aclarados. Por ello, analizamos el efecto
abortivo de N. caninum antes y después de
los 90 dias de gestacién en 2.773 gestacio-
nes, de ellas 419 en animales seropositivos
antes de la gestacion, procedentes de seis
explotaciones (L6épez-Gatius et al., 2004b).
Los resultados mostraron que la seropositivi-
dad frente N. caninum no fue un factor de
riesgo para la pérdida de la gestacion duran-
te el primer trimestre de la misma, mientras
que a partir de los 90 dias de gestacion fue
la Unica variable involucrada en los abortos,
incrementando el riesgo de aborto en 18,9
veces (P < 0.0001; 95% intervalo de confian-
za de 12,9 a 27,8), respecto a las vacas no
infectadas. Estos resultados sugieren que en
el caso de animales infectados cronicamente
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por el parasito previamente a la gestacién,
la infecciéon por N. caninum no se relaciona
con los abortos durante el periodo fetal
temprano pero si tienen un enorme efecto
abortivo tras los 90 dias de gestacion.

Abortos recurrentes en vacas infectadas por
N. caninum

Los brotes de abortos asociados a N. caninum
pueden ser el resultado de una infeccién
puntual, por ejemplo debida a la ingestién
de alimentos contaminados por ooquistes o,
mas frecuentemente, ocasionados por la
reactivacion del parasito en vacas crénica-
mente infectadas, que es lo habitual en
nuestra zona. A diferencia de T. gondii, que
estimula una respuesta inmune protectora
tras un primer contacto con el parésito y la
aparicion de anticuerpos protectores, en N.
caninum no se desarrolla tal respuesta pro-
tectora o lo hace en menor medida (Williams
et al., 2003). Los abortos y la infeccion en
general pueden repetirse en un mismo ani-
mal, aunque en una menor proporcién
(Barr et al., 1993; Anderson et al., 1995).
Dado que las vacas seropositivas que abor-
tan tienen una mayor probabilidad de ser
eliminadas de la explotacién, es dificil eva-
luar si las vacas cronicamente infectadas
mantienen el riesgo de aborto durante
sucesivas lactaciones o si se hacen resisten-
tes al parasito. En un estudio retrospectivo
en el que se incluyeron datos de vacas sero-
positivas durante tres afios consecutivos en
la misma explotacion, respecto del total de
animales seropositivos el 36,8% de los abor-
tos de la explotacién y el 26,7% de los abor-
tos en los animales que permanecieron los
tres afios en la misma, tuvieron lugar en ani-
males que tenian un historial previo de
aborto (Pabon et al., 2007). Por tanto, nues-
tros resultados confirman que las vacas que
han abortado una vez tienen un riesgo de
aborto similar al de las vacas que no han
abortado nunca y que dichos animales no

desarrollan una respuesta inmune protecto-
ra suficiente frente el aborto, de acuerdo
con lo resultados de Thurmond y Hietala,
(1997) y Corbellini et al. (2006). La elimina-
cion de las vacas seropositivas que hayan
sufrido dos o mas abortos podria por tanto
recomendarse para la reduccién del aborto
asociado a N. caninum en las explotaciones.

Efecto del estrés climatico en vacas de alta
produccién lechera infectadas
crénicamente por N. caninum

En dos explotaciones analizadas en nuestra
zona de estudio observamos que un factor
de riesgo en la presentacién de abortos
asociados a N. caninum fue la lluvia (Lépez-
Gatius et al., 2005c¢). Se hipotetiz6é que la
[luvia en zonas secas como el Nordeste de
Espafia, puede ser causa de estrés directo e
indirecto a los animales (cambios a tempe-
raturas mas frias, cambios de comportamien-
to, cambios en la calidad de los alimentos,
peor higiene...) que pueden desencadenar
cuadros de aborto en animales cronicamente
infectados con N. caninum. En un estudio
reciente, igualmente se observé que un
incremento en el nimero de dias acumula-
dos con humedad relativa superior al 60%
en el segundo trimestre de gestacion
aumento el riesgo de aborto tanto en vacas
como en novillas y en el caso de las vacas el
aumento de lluvia tuvo el mismo efecto
(Yaniz et al., en prensa, doi:10.1111/j.1439-
0531.2008.01337.x). Los factores climaticos
como la lluvia o las altas temperaturas pare-
cen promover la esporulacion de los ooquis-
tes de N. caninum y su diseminaciéon y por
tanto, favorecer la transmisién postnatal.
Otra explicacién es que esas condiciones cli-
maticas pueden favorecer el crecimiento de
hongos y éstos y sus toxinas pueden ser
causa de inmunosupresion en la vaca y a su
vez favorecer la reactivacion de infecciones
de N. caninum en los animales crébnicamente
infectados (Dubey et al., 2007).
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El analisis seroldgico anual de las
explotaciones puede ser un método
efectivo y rapido de detectar animales
infectados por N. caninum y que permite
valorar el riesgo de aborto relacionado con
la infeccion

Como se ha indicado anteriormente, en
nuestros estudios se ha observado una rela-
cion muy clara entre la seropositividad a N.
caninum y los cuadros de aborto, confirmada
por la deteccidn del parasito en fetos aborta-
dos. El riesgo relativo de aborto en las vacas
seropositivas fue de entre 12-19 veces supe-
rior respecto de las seronegativas en las dis-
tintas explotaciones analizadas (Lopez-
Gatius et al., 20044, b). Similares resultados
han sido observados en multiples estudios en
todo el mundo (revisado Dubey et al., 2007).
De interés es el hecho de que, independien-
temente del nivel de seroprevalencia alcan-
zado en cada explotaciéon (seroprevalencias
del 3 al 36%), las tasas de aborto registradas
en los animales seropositivos fueron similares
(30%) (tabla 1) (Lopez-Gatius et al., 2005a).
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Por otro lado, cuando se consideraron los titu-
los y no sélo si los animales eran seropositivos,
se observo también una relacion significativa
entre los titulos de anticuerpos y el aborto (una
unidad de incremento en los titulos de anti-
cuerpos a Neospora se relacioné con un incre-
mento de 1,01 veces la tasa de aborto (P =
0,004) (Lopez Gatius et al., 2005b). Varios estu-
dios han relacionado los cuadros de aborto con
los titulos de anticuerpos (Kashiwazaki et al.,
2004; Waldner, 2005). En estudios recientes en
nuestra zona hemos observado que los abortos
son significativamente menos frecuentes en
los animales seropositivos que presentan
bajos niveles de anticuerpos (< 30 unidades en
CIVTEST) comparados con los de altos niveles
(= 30 unidades CIVTEST) (Yaniz et al., en
prensa, doi: 10.1111/j.1439-0531.2008.01337.x;
Almeria et al., 2009a). Sin embargo, la titu-
lacién de anticuerpos frente a N. caninum
no se pudo relacionar con una mayor o
menor probabilidad de aborto cuando se
incluyeron en el estudio los resultados obte-
nidos en las novillas (L6pez-Gatius et al.,
2005¢). Ilgualmente, en un estudio reciente

Tabla 1. Animales seropositivos frente Neospora caninum y tasas de aborto en tres explotaciones
(A, ByQ)?
Table 1. Neospora caninum seropositive animals and abortion rates in 3 herds (A, B and C)?

Explotacion N Animales Animales Seropositivos Animales Seronegativos
Seropositivos (%) que abortaron (%) que abortaron (%)

A 180 47 (26)° 18/64 (28)¢ 4/182 (2)d

B 440 123 (28)b 60/192 (31)¢ 21/646 (3)4

C 1350 60 (4)b 19/58 (33)¢ 68/1398 (5)d

Total 1970 230 (12)b 97/314 (30)¢ 93/2226 (4)4

aBasados en analisis seroldgicos anuales frente N. caninum y en la confirmacion de N. caninum en los

fetos abortados
bRespecto al numero total de animales

‘Respecto al total de gestaciones en animales seropositivos
dRespecto al total de gestaciones en animales seronegativos
Las tasas de aborto (c versus d) en los tres rebafos fueron significativas (P < 0.0001) en test X? (Lopez-

Gatius et al., 2005a)
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(Yaniz et al., en prensa, doi:10.1111/j.1439-
0531.2008.01337.x) se ha observado una pro-
babilidad de aborto 3,2 veces menor en vacas
con bajos niveles de anticuerpos frente N.
caninum (6 a 29 unidades) comparadas con
vacas con tasas elevadas de anticuerpos (=
30 unidades), mientras que en las novillas
esta variable no presentd ningun efecto.
Estos resultados parecen indicar que algu-
nos factores que intervienen en los abortos
por N. caninum son diferentes en novillas y
en vacas probablemente relacionadas con
primo-infeccion versus multiples infecciones
en estos animales (Yaniz et al., en prensa,
doi:10.1111/.1439-0531.2008.01337.x).

En animales infectados, la presencia de
anticuerpos frente N. caninum es estable a
lo largo del tiempo

En el estudio retrospectivo en el que se inclu-
yeron datos de vacas seropositivas durante
tres afios consecutivos en la misma explota-
Cién, se observo que los anticuerpos frente M.
caninum permanecieron por encima del
umbral de seropositividad a lo largo de esos
afnos en la mayoria de los animales. De una
prevalencia inicial del 18% en 122 animales,
en el segundo afo sélo se observé serocon-
version en 4 animales, lo que incremento la
prevalencia al 21,3% que permanecié sin
cambios en un tercer afio (Pabén et al., 2007).
Similarmente, Hasler et al. (2006) observaron
que sélo 2 de 30 animales seropositivos y 1 de
83 seronegativos cambiaron su estado serolo-
gico durante la gestacién, indicando que en
vacuno infectado crénicamente los anticuer-
pos presentan una pequefa inestabilidad
transitoria. Estos resultados refuerzan la idea
de que un andlisis serolégico anual es un
método efectivo para el estudio de la preva-
lencia e infeccién por N. caninum en las explo-
taciones. Por todo ello, independientemente
de la seroprevalencia frente N. caninum a
nivel de explotacién, la serologia materna,
incluyendo los titulos, puede ser un buen indi-

cador del aborto (Quintanilla-Gozalo et al.,
2000; Lépez-Gatius et al., 2005b) y de utilidad
en los programas de control reproductivo de
las explotaciones.

Dindmica de anticuerpos a lo largo de la
gestacion en vacas crénicamente infectadas
por N. caninum

Algunos autores han indicado que los anti-
cuerpos frente N. caninum sufren fluctuacio-
nes a lo largo de la gestacion (Quintanilla et
al., 2000). Cuando se estudid la dindmica de
anticuerpos a lo largo de la gestacion en 86
vacas cronicamente infectadas por N. cani-
num, procedentes de 2 explotaciones en el
Nordeste de Espafa con infeccion confirmada
en fetos, 21 de las cuales abortaron (Nogare-
da et al., 2007), se observaron dos claros
modelos en la dindmica de anticuerpos. Apro-
ximadamente un 50% de los animales presen-
taron un aumento de anticuerpos en la
segunda mitad de la gestacion mientras el
otro 50% no presenté dicho aumento y en los
animales que abortaron también aproxima-
damente la mitad presenté un pico de anti-
cuerpos alrededor del aborto mientras en
otros animales este pico no fue evidente. Fluc-
tuaciones en la seroprevalencia, entendida
como aquellos animales con valores serone-
gativos en algun muestreo a lo largo de la
gestacion fueron observadas en 2 de las vacas
que abortaron y en 11 de las no abortadas. El
hecho de que algunos animales presentaran
resultados negativos en el momento del abor-
to o del parto es de importancia diagnostica,
ya que muchas veces se envian los fetos abor-
tados con la sangre materna y ésta puede
resultar negativa (Nogareda et al., 2007).

Dado que varias vacas que abortaron pre-
sentaron los maximos niveles de anticuer-
pos antes del aborto con un consistente
aumento de anticuerpos a mediados de la
gestacion, el incremento de la respuesta
humoral indicaria una reactivacion de la
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infeccién parasitaria mas que una reinfec-
cion propiamente dicha en estos animales.

La infeccion por N. caninum no afecta la
fertilidad de vacas de alta produccién lechera

En explotaciones con alta incidencia de abor-
tos asociados a N. caninum (30% de las vacas
seropositivas) no se encontré un efecto de la
infeccién sobre la fertilidad (Lopez-Gatius et
al., 2005a). El porcentaje de vacas gestantes
seronegativas (34%: 2.226/6.556) fue seme-
jante al de las seropositivas (33%:314/962). Si
que afectaron factores ampliamente recono-
cidos como estacion, explotacién, nimero de
lactacién, toro y técnico inseminador. Estos
datos indicarian que el aparato genital de la
vaca infectada con N. caninum parece no que-
dar dafado de manera que la neosporosis no
afecta la fertilidad.

Neospora caninum parece no afectar la
funcién placentaria en las vacas infectadas
que no abortan

La determinacion de la concentracién de
glicoproteinas asociadas a la gestacion
(PAG-1) en la sangre materna se ha emplea-
do para el diagnéstico de gestaciéon y como
un marcador del bienestar placentario y
fetal (Patel et al., 1997; Zarrouk et al., 1999).
En un estudio reciente (L6épez-Gatius et al.,
2007a), las concentraciones de PAG a lo
largo de la gestacién no presentaron dife-
rencias en 13 animales cronicamente infec-
tados que no abortaron comparados con 6
controles seronegativos, mientras que en 3
animales seropositivos que abortaron o pre-
sentaron fetos momificados los niveles de
PAG fueron muy bajos o no detectables.
Estos resultados parecen indicar que las
concentraciones de PAG-1 son un buen indi-
cador del estado feto-placentario en los ani-
males que sufren aborto asociado a N. cani-
num, mientras que en las vacas con

infecciones créonicas que no abortan la
infeccion parece no afectar la funcién pla-
centaria. Resultados similares han sido
observados en un estudio mas amplio en el
que se analizaron 89 animales gestantes
(Serrano et al., 2009). Las gestaciones geme-
lares, el uso del semen de Limusin en la inse-
minacion artificial y si las gestaciones tenian
lugar en el periodo calido fueron factores
que afectaron las concentraciones de PAG,
pero no la seropositividad frente N. cani-
num o los titulos de anticuerpos frente al
parasito.

El tratamiento con progesterona a partir
del cuarto mes de gestacién puede inducir
aborto en vacas seropositivas con alta
titulacién a N. caninum

La respuesta inmune promovida por células
y citoquinas denominadas Th1 es considera-
da protectora frente protozoos, incluyendo
N. caninum. Sin embargo, durante la gesta-
cion hay una considerable inmunomodula-
cion endocrina de la respuesta inmune, ya
que una excesiva respuesta inmune de tipo
celular podria estar relacionada con el abor-
to en vacas infectadas (revisado por Innes et
al., 2005). En la inmunomodulacién natural
de la gestacién, la progesterona se ha rela-
cionado con la reduccién de la respuesta
inmune celular Th1 (Druckmann y Druck-
mann, 2005). Por todo ello, se planted la
hipétesis de que la aplicacion de un trata-
miento con progesterona durante el segun-
do tercio de la gestacion podria reducir la
tasa de abortos. Se asignaron animales sero-
positivos frente N. caninum en un grupo
Control (n = 33) y en un grupo Tratamiento
(n = 34). El tratamiento consistié en la apli-
cacion de un dispositivo intravaginal libera-
dor de progesterona (1,55 g de progestero-
na) el dia 120 de gestacién durante 28 dias.
Se observé que las vacas con alta titulacion
tenian una probabilidad de aborto 14,3
veces mas alta tras el tratamiento que las
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que no recibieron tratamiento, mientras
que en vacas con baja titulacion el trata-
miento con progesterona no tuvo efecto
(figura 1). Estos resultados no soportaron la
hipotesis previa establecida y sugieren que
en vacas con alta titulaciéon de anticuerpos
frente a N. caninum el tratamiento con pro-
gesterona incrementa la tasa de abortos,
posiblemente debido a una reduccién exce-
siva de la respuesta inmune de tipo celular
(Bech-Sabat et al., 2007).

Efecto protector de la produccién de IFN-y
en la reduccién del riesgo de aborto en vacas
crénicamente infectadas por N. caninum

Dado que la suplementacién con progestero-
na a mitad de gestacién no disminuyo el ries-
go de aborto en las explotaciones, una hip6-
tesis complementaria fue que la produccién
de IFN-y podria tener un papel en el mante-
nimiento de la gestacion durante la infecciéon

por N. caninum. Se analizé la produccion de
esta citoquina Th1, en 86 vacas seropositivas
y en 40 seronegativas. Se observé producciéon
en 16 (19%) de las vacas seropositivas pero
no en las seronegativas (Lopez-Gatius et al.,
2007b). De las 126 gestaciones 22 (17,5%)
acabaron en aborto, que tuvo lugar en un
24,4% (21/86) de las vacas seropositivas y en
un 2,5% de las seronegativas (1/40). El riesgo
relativo de aborto fue 15,6 veces superior en
las vacas seropositivas que no produjeron
IFN-y comparado con las seronegativas, mien-
tras la neosporosis no tuvo ningun efecto en
las seropositivas que produjeron IFN-y (tabla
2). Por otro lado, se observé un efecto nega-
tivo (P = 0.001) de la produccién de IFN-y en
el titulo de anticuerpos frente N. caninum
en los 65 animales seropositivos que no
abortaron. Estos resultados indican que la
produccion de IFN-y estd asociada con la
proteccion frente el aborto causado por N.
caninum en las vacas crénicamente infecta-
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Figura 1. Tasas de aborto en animales con baja (< 30 unidades) o alta titulaciéon (= 30 unidades)
frente N. caninum antes del tratamiento (0-1) con progesterona a mediados de la gestacién.
Figure 1. Abortion rates in animals with low (< 30 relative units) or high titres (= 30 relative units)
against N. caninum before treatment (0-1) with progesterone at mid-gestation
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Tabla 2. Efectos de la produccion de IFN-y en las tasas de aborto de vacas seropositivas a Neospora
caninum
Table 2. Effects of IFN-y production on abortion rates of Neospora caninum seropositive cows

Produccion  Seropositividad Tasa de aborto Odds ratio 95%IC? P

de IFN-y frente N. caninum n

Negativas Seropositivas 20/70 28,6 15,60 2-121 0,009
Positivas Seropositivas 1/16 2,6 0.2-44,6 0,51
Negativas Seronegativas 1/40 Referencia

3Intervalo de Confianza

bRiesgo relativo de que una vaca seropositiva a N. caninum sin produccion de IFN-y sufra aborto, com-
parada con una vaca seronegativa. (Lopez-Gatius et al., 2007b)

das y que las vacas que producen IFN-y en
algun momento de la gestacion presentan
niveles de anticuerpos mas reducidos (Lopez-
Gatius et al., 2007b).

Cuando se analizaron los isotipos de IgGs
presentes (IgG1 e IgG2) en relaciéon con la
producién de IFN-y (Almeria et al., 2009b), se
observé un efecto negativo significativo en
la produccién de IgG1, mientras la produc-
cién de IFN-y no afectd los niveles de IgG2.
Por el contrario, se observaron mayores nive-
les de IgG2 comparado con IgG1 en los ani-
males que abortaron, independientemente
de que produjeran o no IFN-y. Estos resulta-
dos parecen indicar que los anticuerpos IgG2
pueden ser parte de la respuesta protectora,
pero solo si van asociados a la produccion de
IFN-y. Por si solos no son suficientes para pro-
teger a las vacas cronicamente infectadas
frente al aborto (Almeria et al., 2009b).

El efecto de la infeccion por Neospora
caninum sobre la producciéon de leche

En un estudio reciente se registraron niveles
plasmaticos de prolactina mas altos en vacas
seropositivas, en comparacion de las serone-
gativas (Garcia-Ispierto et al., 2009), mientras
que en otro estudio se constatd que la glan-

dula mamaria tenia un aspecto mas saludable
y era mas resistente a los agentes infecciosos
en animales infectados que en los no infecta-
dos (Peregrine et al., 2004). Estos resultados
sugieren, por una parte, un efecto protector
de la prolactina frente a la enfermedad para-
sitaria, probablemente debido a su accién
pro-inflamatoria (Brand et al., 2004), y, por
otra, un incremento de la respuesta inmune
no especifica frente a las infecciones de la
glandula mamaria (Peregrine et al., 2004).
Por tanto, a pesar de que a nivel de explota-
cién se reduce la produccién de leche por el
efecto negativo de la neosporosis en el ciclo
reproductivo de la vaca (revisado Trees et al.,
1999), las vacas infectadas podrian producir
mas leche que las no infectadas (Pfeiffer et
al., 2002; Garcia-Ispierto et al., 2009).

El uso de semen de ganado vacuno de carne,
especialmente de la raza Limusin, en la
inseminacion artificial de vacas cronicamente
infectadas con N. caninum reduce el riesgo
de aborto frente al parasito

Para reducir la prevalencia de infeccion por N.
caninum en las explotaciones, especialmente
en aquellas con tasas elevadas de seropositivi-
dad, dado que no existe tratamiento adecua-
do, se propuso la inseminacion de los anima-
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les seropositivos de los que no interesaba
dejar descendencia en las explotaciones con
semén de vacuno de carne. Cuando se aplicé
esta medida de control, fue especialmente
interesante el hecho que, ademas de reducir la
prevalencia de infeccién en las explotaciones,
la inseminaciéon con semen de vacuno de carne
disminuyé de manera drastica los abortos en
las vacas seropositivas inseminadas (Lopez-
Gatius et al., 2005b; Pabon et al., 2007). En fun-
cion del semen de toro utilizado, por ejemplo
de las razas Limusin y Blanco Azul Belga, pudi-
mos constatar un riesgo relativo 2,8 veces infe-
rior en vacas seropositivas gestantes de razas
carnicas, cuando lo comparamos con animales
gestantes de semen Frison (Yaniz et al., en
prensa, doi:10.1111/j.1439-0531.2008.01337.x).
Un estudio reciente mas amplio, basado en un
elevado numero de animales (1.115 vacas
seropositivas a N. caninum inseminadas), ha

confirmado estos resultados (Almeria et al., en
prensa, doi:10.1016/j.vetpar.2009.04.026). En
este estudio el aborto tuvo lugar en un 15,2%
(96/633) de las vacas seropositivas inseminadas
con semen de vacuno de carne, en contraste
con un 32,2% (155/482) de aborto en vacas
inseminadas con semen de frison. También se
observaron diferencias en el riesgo de aborto
con las diferentes razas carnicas empleadas.
Los porcentajes de aborto fueron del 32% de
482 vacas inseminadas con semen frison, 22%
de 49 vacas inseminadas con Charolés, 20% de
191 vacas inseminadas con semen de Blanco
Azul Belga, 19% de 89 vacas inseminadas con
semen de Piamontés y 10% de 304 vacas
inseminadas con Limusin (Almeria et al.,
2009a) (figura 2). El menor riesgo de aborto
fue observado en las vacas seropositivas que
presentaban bajos titulos de anticuerpos inse-
minados con semen de la raza Limusin, que
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Figura 2. Tasas de aborto en vacas seropositivas inseminadas artificialmente con semen de diferentes
razas (Frisén, Charolés, Blanco-Belga, Piamontés y Limusin)
Figure 2. Abortion rates of seropositive cows artificially inseminated with semen of several breeds
(Friesian, Charolais, Belgian-Blue, Piedmontese and Limousin)
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presentaron tasas de aborto similares a las de
las vacas seronegativas (2,1%, 3/145, y 3,2%,
239/7432, respectivamente).

El hecho de que las gestaciones cruzadas
reduzcan el riesgo de aborto asociado a N.
caninum podria estar ligado a un mayor bien-
estar placentario en dichos animales. Se ha
observado que la gestaciéon cruzada favorece
la produccion de PAG-1 durante el periodo de
gestacion. De hecho un estudio reciente ha
demostrado que las vacas de raza frisona inse-
minadas con semen de Limusin presentan
niveles de PAG-1 significativamente mas ele-
vados que las vacas con gestaciones frisonas
puras (Serrano et al., 2009). Dado que las
PAG-1 parecen tener propiedades inmunosu-
presoras, al menos a nivel uterino (Wooding
et al., 2005), las concentraciones mas elevadas
de PAG-1 pueden reflejar mecanismos para
evitar el rechazo materno durante la gesta-
cién y compensar la distancia genética que
existe con el feto en estas gestaciones cruza-
das. Este mecanismo podria actuar reforzan-
do la barrera placentaria e impidiendo el paso
transplacentario de N. caninumy la infeccién
del feto.

Por otro lado, nuestros resultados indican
que ciertas razas, en concreto la raza Limu-
sin, son menos susceptibles a la infeccion
por N. caninum que otras. En un estudio
epidemiolégico la raza Limusin presenté
seroprevalencia 6,7 veces menor que otras
razas de doble propésito o razas de carne
en el mismo sistema de manejo extensivo
(Armengol et al., 2007). Por tanto, se reco-
mienda el uso de semen Limusin en la IA de
animales seropositivos en las explotaciones
con alta seroprevalencia frente N. caninum.

Estrategias de control de la neosporosis
bovina

Como medidas de control de la enfermedad
en las explotaciones de ganado vacuno en

las que las pérdidas econdmicas son impor-
tantes, dado que no hay un tratamiento efi-
caz, es fundamental prevenir la propaga-
cion de la infeccion, evitando tanto la
transmisién horizontal como la vertical y
ello debe basarse en el control continuado
de los animales positivos. El control serolo-
gico anual de todos los animales de una
explotacién con alta incidencia de abortos
relacionados con N. caninum ayudard a
reconocer los animales seropositivos y la
titulaciéon de los mismos frente al parasito.
Se recomienda el control y la eliminacion de
los animales seropositivos con mayores titu-
los de anticuerpos de la explotacién, espe-
cialmente si han tenido abortos previos.
También es recomendable la inseminacién
de los animales seropositivos que se quieran
mantener en la explotacién con semen de
toros de razas carnicas, especialmente de la
raza Limusin, para garantizar la elimina-
cién de la descendencia de las vacas infec-
tadas y reducir el nivel de seroprevalencia 'y
los abortos asociados con N. caninum. Por
supuesto, para que estas medidas tengan
éxito a largo plazo deberan ir acompafadas
de otras medidas, tales como evitar el acce-
so de perros y canidos silvestres a las placen-
tasy a las zonas de alimento. El control ana-
litico de los animales que se van a introducir
en la explotacion deben ser también medi-
das esenciales preventivas y de control fren-
te a esta enfermedad (Dubey et al., 2007).
Finalmente, en animales infectados valio-
sos, la transferencia de embriones a hem-
bras seronegativas es una medida comple-
mentaria recomendada (Baillargeon et al.,
2001).
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