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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue contribuir al conocimiento de
la seroepidemiologia de Neospora caninum y determinar
los niveles de sarcocystina en bovinos, con alteraciones
reproductivas. Se evaluaron 162 sueros de bovinos y 28
sueros de caninos, procedentes de 28 fincas, localizadas
en el municipio de Monteria, mediante ELISA. Se realizd
un andlisis descriptivo de la informacién obtenida de cada
animal; los resultados, se interpretaron de acuerdo a las
variables localizacion del predio, edad, tipo de sistema
productivo, historia de abortos o repeticién de servicios,
sexo, presencia de caninos y niveles de sarcocystina. Para
el célculo del tamafo de muestras, se utiliz6 el programa
EPIDAT 3.1 y para el andlisis de los datos, el test de Chi
cuadrado, utilizando el paquete estadistico SPSS versién 16
para Windows de 2008. La seroprevalencia para Y. caninum
obtenida fue de 74,7%; no se presentd asociacion estadistica
entre las diversas variables estudiadas y la seropositividad al
protozoario (p>0,05). Se confirma la evidencia de circulacién
antigénica de IN. caninum en las ganaderias bovinas de
Monteria, Cérdoba (Colombia), por lo que se hace necesario
implementar programas de control y de prevencién de
diseminacién de la infeccién.

Palabras clave: Neospora caninum, reproduccion, seroepi-
demiologia, neosporosis.

SUMMARY

The aim of the work was to contribute to the knowlege of
the seroepidemiology of Neospora caninum and to evaluate
sarcocystine levels in animals with reproductive failures in
Monteria, Cérdoba, Colombia. A total of 162 serum samples
of cows and 28 canines belonging to 28 farms distributed
in the municipality of Monteria were evaluated using the
indirect ELISA test to determine Y. caninum seropositivity.
A program EPIDAT 3.1 was carried out to calculate the size
of the samples and the data were processed through a chi
Square test using SPSS 19 program, results were interpreted
according to the variables: zone, age, type of exploitation, and
the event or reproductive problem detected, sex, presence of
canines and sarcocystina levels. The estimated prevalence of
N. caninum in cows was 74.7%. No significant associations
(P>0.05) were observed between the variables studied and
seropositivity to protozoan. The results obtained to confirm
the evidence of the circulation antigenic of IN. caninum again
in the cattle from Monteria, Cérdoba (Colombia) which it is
necessary to implement a control program and prevention of
dissemination of infection.

Key words: Neospora caninum, reproduction, seroepidemi-
ology, neosporosis.

INTRODUCCION

La neosporosis bovina es una enfermedad emergente que
causa pérdidas econdémicas a las ganaderias, debido al
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impacto negativo sobre el desempefno reproductivo de los
rebafios, produciendo abortos, mortalidad neonatal y el
nacimiento de crias con deficiencias neuromusculares,
en bovinos en todo el mundo (Dubey et al. 2006). Es
causada por Neospora caninum, un protozoo intracelular
obligado, perteneciente a la familia Sarcocystidae, phylum
Apicomplexa, estrechamente relacionado con Toxoplasma
gondii (Dubey, 2003).

La diferencia en el manejo de ganado de leche y ganado de
carne puede explicar la alta prevalencia de neosporosis, en
el primero, como consecuencia del recrudecimiento de la
infeccién latente, debido a la inmunodepresién generada por
la gestacién, el manejo y la lactacién (Moore, 2004).

Las rutas de transmisién de N. caninum en el ganado incluyen
la transmisién vertical y la transmisién horizontal (Trees &
Williams, 2005; Ortega-Mora et al. 2006). La primera es
reconocida como la principal ruta para mantener la infeccién
en el ganado, por lo que los becerros son infectados via
transparentaria en madres, crénicamente infectadas (Dubey
etal. 2006; 2007). La transmision horizontal ha sido asociada
con la presencia de perros en las fincas, ya que el perro y
el coyote han sido descritos como huéspedes definitivos
de N. caninum, donde el estado sexual del protozoario
se desarrolla en el intestino, formando ooquistes, que se
eliminan en las heces y, con ello, contaminar agua de bebida
y alimentos (Dubey et al. 2007); sin embargo, la neosporosis
es definida como una enfermedad parasitaria, que afecta
caninos, bovinos, ovinos, caprinos, bufalos, ciervos y
equinos, causada por N. caninum (Dubey, 1999a). Equinos,
caprinos, ovinos, ciervos, bufalos e, inclusive caninos, se
pueden comportar como hospederos intermediarios (Dubey,
1999b).

Al parecer existe relacion entre bovinos y perros criados en los
establos (Del Campo et al. 2003), siendo mayor la infeccién
en caninos de las zonas rurales, que aquella descrita para
perros, en éareas urbanas, debido a la mayor excreciéon de
ooquistes en las heces, por lo que el riesgo de contaminar el
agua de bebida y alimentos, es mayor (Moore et al. 2001).

Aunque Dubey et al. (2006) consideran que la transmisién
sexual de la enfermedad tiene muy poca importancia, el rol
epidemiolégico de los toros en la neosporosis bovina es
desconocido y su riesgo de transmision debe ser investigado.

Los quistes parasitarios de /Y. caninum durante la infeccion,
que se desarrollan en el hospedero intermediario varian
considerablemente, dependiendo de la especie, de los
hospederos y de la edad de los quistes. El quiste consiste en
un cuerpo cilindrico alongado o fusiforme y con apariencia
hialina, que reciben el nombre de tibulos de Miescher y se
encuentran encerrados por una membrana, que contiene

millares de esporas redondeadas, ovales o en forma de hoz,
conocidas como cuerpos de Rainey, que estan suspendidos
en un liquido compuesto, principalmente, por toxina del
parasito, llamada sarcocystina, que es liberada al romperse
el quiste.

Esta toxina presenta una actividad neurotéxica, a nivel de
musculo cardiaco y tejido nervioso, y altera las membranas
celulares, mostrando una excesiva captacién de agua
y liberando mediadores inflamatorios, que producen
hipertermia, pudiendo ser letal, ademas de causar desérdenes
generales en los animales afectados y que puede conllevar a
pérdidas en la explotacién ganadera, por la disminucién en
la produccién o productividad (Azumendi et al. 1995)

En Suramérica, la enfermedad ha sido diagnosticada en
paises, como Argentina (Campero et al. 1998; Venturini et
al. 1999; Moore et al. 2002; 2003), Brasil (Guedes et al.
2008; Moura et al. 2012), Chile (Patitucci et al. 2000), Pera
(Silva et al. 2002; Granados et al. 2014), Venezuela (Garcia
& Lista, 2005; Obando et al. 2010; Suérez & Maldonado,
2012) y Colombia (Zambrano et al. 2001; Lépez et al. 2007,
Oviedo et al. 2007).

El objetivo de este estudio fue establecer la seroprevalencia
de N. caninum en bovinos naturalmente infectados, con
alteraciones reproductivas, determinar si existe asociacién
entre la seroreactividad con la edad, tipo de explotacién,
sexo y niveles de sarcocystina y si existen otros factores de
riesgo, como presencia de perros en las fincas.

MATERIALES Y METODOS

El estudio fue realizado en el departamento de Cérdoba,
Colombia, ubicado entre las coordenadas 7° 23’ y 9° 26’
de latitud Norte y los 74° 52’ y 76° 32’ de longitud Oeste
del meridiano de Greenwich, a una altura de 30 msnm, con
temperatura promedio anual de 28°C, humedad relativa del
82 %, precipitacién media anual de 1.400mm y pertenece
a la formacién climética de bosque tropical lluvioso. Se
presentan dos estaciones bien definidas (época de lluvia y
época seca) (Paboén et al. 2001).

La investigacién propuesta correspondié a un estudio
epidemiolégico de tipo descriptivo transversal. Para el célculo
del tamano de muestras, se utilizb el programa EPIDAT 3.1,
asumiendo una frecuencia esperada de seropositivos del
12%, un error del 5%, un nivel de confianza del 95% y una
poblacién infinita. El tamafo de la muestra fue determinado
por un muestreo al azar, basado en la poblacién bovina de
178.320 hembras bovinas, entre dos y siete anos, existente
al momento del estudio (ICA-Fedegan, 2012), con peso
promedio de 380+50kg y buena condicién corporal. En
total, se obtuvieron 162 muestras de sangre de bovinos,
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siendo 28 toros y 134 vacas y 28 caninos, provenientes de
28 fincas, incluidas, donde el 32,1% estan dedicadas a la
produccién de ganado de carne y las restantes 67,9% fueron
sistemas productivos de doble propésito, que estuvieron
localizadas en los cuatro puntos cardinales del municipio de
Monteria, Cérdoba (Colombia).

Para la seleccién de los predios, se tuvo en cuenta la historia
de alteraciones reproductivas en hembras bovinas de doble
propésito, entre dos y siete anos de edad, evidenciadas
en abortos y en repeticion de servicios, tomando como
pardmetro, mas de tres servicios sin gestacién; en todos
los casos, se obtuvo el consentimiento informado de los
propietarios o administradores para colectar las muestras de
sangre de los animales. En cada finca, se colecté muestra de
entre cuatro y cinco hembras bovinas, un toro y un canino.
En el caso de las hembras, se obtuvo informacién referente
a identificacién del animal, edad, raza, tipo de explotacién y
estado reproductivo.

Previa desinfeccién del érea y sujeciéon adecuada del animal,
se obtuvieron 10mL de sangre por puncién de la vena
coccigea media, en bovinos y cefédlica, en caninos, con
agujas de 22G y tubos tipo vacutainer sin anticoagulante
(Becton Dickinson and Company, Colombia); estas muestras
fueron centrifugadas (1.500 rpm durante cinco minutos)
(Combi 408, Hanil, Japén), con el fin de obtener el suero
y almacenadas en nevera, a -20°C. Las muestras fueron
procesadas en el laboratorio veterinario FUNCEP de Bogota,
mediante la técnica de ELISA, utilizando el kit anti-Neospora,
de laboratorios Idexx Herdchek (Westbrook, USA).

A cada muestra de sangre, se le determiné, también mediante
la técnica de ELISA, la concentracién de sarcocystina,
expresada en UI/L (Pulido et al. 2009). El resultado fue
interpretado por el desarrollo de un color azul, el cual, fue
observado en un fotémetro (Genesys 10S UV VIS, China),
a una densidad 6ptica de 450nm y su valoracién, se hizo
teniendo en cuenta los cocientes S/P (suero muestra positivo),
donde los valores menores que 0,50, se clasificaron como
negativos y los iguales o mayores a 0,50, como positivos
(Pulido et al. 2009).

Para el andlisis de los datos, se utilizd el coeficiente de
contingencia de Pearson, que utiliza la distribucién X°, para
determinar posibles asociaciones. Para la obtenciéon de
resultados de las distintas variables, se utilizd el paquete
estadistico SPSS version 19 (SPSS Inc, 2007).

Los animales no se sometieron a dolor o estrés innecesario,
por lo que fueron inmovilizados, tomando en cuenta las
normas técnicas en el manejo y sujecién de animales,
enmarcado en el cumplimiento de la Declaracién Universal
de los Derechos de los Animales, referente a los principios

éticos internacionales para la investigacién biomédica con
animales del CIOMS (Council for International Organizations
of Medical Sciences), establecida por la UNESCO (United
Nations Educational, Scientific and Cultural Organization) y
la OMS (Organizacién Mundial de la Salud), en 1949 y de
la Ley 84 de Octubre 27 de 1989 (Estatuto Colombiano de
Proteccién Animal) (Mrad, 2006).

RESULTADOS Y DISCUSION

La prevalencia para N. caninum, en el municipio de
Monteria, fue de 74,7%. Es asi, como Zambrano et al. (2001)
reportaron la presencia de anticuerpos contra N. caninum,
en 54,1% de vacas, con antecedentes abortivos, procedentes
de la sabana de Bogot4, de Narifo y de algunas fincas de
clima caélido. Del mismo modo, estudios realizados en vacas
con antecedentes de trastornos reproductivos en Monteria,
demostraron la presencia de anticuerpos compatibles, en
el 10,2% de los animales estudiados (Oviedo et al. 2007);
asimismo, Lépez et al. (2007) evidenciaron la presencia de
N. caninum, en el 34,6% de los bovinos muestreados en el
municipio de Fredonia, Antioquia. Esta diferencia podria ser
explicada por una exposicion, a través de los anos, al contacto
con animales infectados y que se podria considerar como un
buen indicador de exposicién natural de los bovinos, a N.
caninum (Davison et al. 1999).

El patrén endémico es la forma maés frecuente de los abortos
causados por neosporosis y se presenta en hatos, donde
el parésito se transmite, principalmente, de modo vertical.
En los rebanos con aborto endémico, se ha observado una
marcada correlacién entre la seropositividad de las madres
y la progenie, con una distribucién igual de los animales
seropositivos, en los diferentes grupos de edad (Dijkstra et
al. 2001; Schares et al. 2002), mientras que el patréon de
aborto epidémico, se ha asociado con una infeccién reciente
y la transmisién postnatal del parésito, evidenciado por la
falta de asociacién entre la seropositividad de las madres y
la descendencia y la presencia de IgG anti-/N. caninum de
baja avidez en los animales abortados (Wouda et al. 1999a;
McAllister et al. 2000).

Con respecto a la ubicacién de las fincas en los cuatro puntos
cardinales del municipio, se puede observar en la tabla 1, que
hubo una menor frecuencia de animales seropositivos en las
fincas localizadas en la zona norte (63,41%) versus oriente
(80,49%), sur (77,50%) y occidente (78,05%); sin embargo,
no hubo diferencias estadisticas significativas (p>0.05), en la
frecuencia de seropositividad y la zona geogréfica.

La menor frecuencia de animales seropositivos en las
fincas localizadas en la zona norte (63,41%) puede ser
explicada por la menor movilizacién de ganado en esta
area. Las zonas evaluadas en el presente estudio no tuvieron
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Tabla 1. Seropositividad a IY. caninum y nivel de sarcocystina en bovinos, de cuatro zonas del municipio de Monteria.

Ubicacion
items Norte Este Sur Oeste
Seroprevalencia (%) (B) 63,41 80,49 77,50 78,05
eroprevaiencia /% (34/162) (35/162) (52/162) (41/162)
Nivel de sarcocystina (B) UI/L 127,37 143,66 160,10 133,54

B: bovinos

mayores diferencias climéticas, pero se tiene evidencia
que las temperaturas ambientales elevadas son factor
predisponente para la infeccién, asi como el estrés térmico
y el manejo inadecuado (Wouda et al. 1999b). Habria que
considerar aspectos de manejo intrinsecos para el control
de la enfermedad, tales como la eliminacién de placentas,
que puedan infectar al hospedero definitivo, la limitacién del
acceso de los perros al alimento del ganado, asi como el
libre transito de animales, que pudieran ser portadores de
la enfermedad. En este estudio, la edad no fue un factor de
riesgo de importancia en la presentaciéon de la enfermedad,

lo que concuerda con Patitucci et al. (1999), quienes
expresan que las vacas de cualquier edad son susceptibles
de neosporosis.

Se determiné una mayor frecuencia de infeccién en
animales doble propésito en comparacién con el ganado de
carne; no obstante, la asociacién de los resultados no revelé
diferencias estadisticas significativas en la variable tipo de
explotaciéon con N. caninum (X2:0,507, p=0,05), como se
puede evidenciar en la tabla 2.

Tabla 2. Seropositividad a /N. caninum y nivel de sarcocystina en bovinos, del municipio de Monteria, segin el propdsito

productivo.

Indicadores Doble propésito Carne
Seroprevalancia (%) 80, 00 (52/162) 71,70 (110/162)
Nivel de sarcocystina UI/L 143,06 136,87

La mayor frecuencia de infeccién en animales doble
propésito, en comparacién con el ganado de carne, podria
ser explicada por mayores densidades de poblacién en las
primeras, lo que favorece la diseminacién de la enfermedad,
debida a las condiciones de estrés ocasionadas por este tipo
de manejo, aunque no hubo asociacién entre la presentacién
de N. caninum en relacion con el propésito zootécnico o el
tipo de explotacion, ademas, de que existen evidencias de
que la neosporosis en ganado de carne es mucho maés baja,
que en ganado de leche (Moore et al. 2001).

En la tabla 3, se observa que la seroprevalencia y el nivel de
sarcocystina en vacas, tanto repetidoras como en las que
presentaron aborto, no mostraron diferencias estadisticas
significativas; no obstante, se debe destacar que la
seroprevalencia fue mayor en vacas con aborto, debido a
que existe una relacién directa entre los niveles de toxina en
sangre y desérdenes generales en los caninos, que actdan
como huésped definitivo del parasito (Pulido et al. 2009).

Tabla 3. Seropositividad a /Y. caninum y nivel de sarcocystina en hembras bovinas, del municipio de Monteria, segun el

estado reproductivo.

Indicadores Aborto Repetidoras
Seroprevalencia (%) 71,2 (52/73) 77 (47/61)
Nivel de sarcocystina UI/L 141,02 151,88
E—— 104
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El 45,1% (73/134) hembras bovinas, registraron historia de
aborto, donde el 71,2% (52/73) fueron positivas alY. caninum;
entre tanto, el 37,7% (61/134) de las hembras del estudio, se
reportaron con repeticion de servicios, de las cuales, el 77%
(47/61) presentaron seropositividad al parasito. Se debe tener
en cuenta que las repeticiones de servicio pueden ser a la
interrupcion de la gestaciéon o porque no hubo fecundacién.
Se desconoce si NN. caninum ocasiona pérdidas tempranas
de prenez; sin embargo, si se ha reportado la presencia de
abortos en el ganado infectado con NN. caninum (Hoar et al.
1996; Williams et al. 1997; Waldner et al. 1998).

En cuanto al feto, puede morir en el Gtero, momificado,
autolisado, nacer muerto, nacer vivo y morir inmediatamente
o nacer clinicamente normal, pero crénicamente infectado
(Daft et al. 1996; Zambrano et al. 2001). Baillargeon et al.
(2001) y Landmann et al. (2002) demostraron que embriones
de donantes positivas, cuando se transfiere a los receptores
negativos, el ciclo de la infeccién congénita se rompe,
pero cuando las receptoras son positivas, el feto se infecta,
independientemente de la condicién de las donantes.

La monta natural fue una practica comun en esta region,
que llega a ser un factor de riesgo. La alta seropositividad
a anticuerpos de N. caninum en los toros, 78,6% (22/28),
podria ser explicada por un mayor nimero de contactos
sexuales con hembras seropositivas (Bjorkman et al. 2000);
asimismo, Ortega-Mora et al. (2003) expresaron que la
transmisién venérea del parésito podria ser posible, ya que
describieron la presencia esporadica de ADN de N. caninum,
tanto en semen fresco como congelado, por lo que, debido
a que los toros que presentaron sero-reactividad son
portadores del parasito y posee la capacidad de diseminarlo;
sin embargo, no hubo evaluacién y aislamiento en semen de
los toros positivos.

La seroprevalencia en los animales de siete o més anos
fue superior que los animales més jovenes de 2 a 6 anos,
similares a las concentraciones de sarcocystina, aunque sin
diferencias estadisticas significativas en animales mas viejos,
de siete 0 méas anos, como se puede analizar en la tabla 4.

Tabla 4. Seropositividad a [Y. caninum y nivel de sarcocystina en bovinos, del municipio de Monteria, segun la edad.

Indicadores Dos a seis anos siete 0 mas
Seroprevalancia (%) 32,1 (52/162) 42,7 (69/162)
Nivel de sarcocystina UI/L 151,21 134,42

No fue posible determinar —como factor de riesgo-, la
presencia de caninos en las fincas y la seropositividad a /Y
caninum, porque solo fue muestreado un perro por cada
una de las fincas involucradas en el estudio. De los 22
caninos analizados, el 50% result6 positivo, lo que indica una
alta presencia de infeccion en estos animales; sin embargo,
la presencia de infeccién por IN. caninum en estos perros
que conviven con los bovinos en las fincas analizadas, abre la
posibilidad de transmision horizontal. Por lo tanto, el control
de la circulacién de perros en las fincas es una medida que
se debe implementar, ya que existe una estrecha relacion
entre bovinos y perros criados en establos (Del Campo et
al. 2003) y se ha demostrado que la proporcién de bovinos
seropositivos aumenta cuando existen perros en las fincas
(Wouda et al. 1999a).

El aumento en el titulo de sarcocystina en animales adultos
hace pensar que existe, posiblemente, una reinfeccién
relacionada con factores estresantes u otras enfermedades
virales que causen inmunosupresion, lo que podria estar

facilitando el ingreso o reactivacion de la N. caninum, en
bovinos de la regiéon. De acuerdo con lo expresado por
Azumendi et al. (1995), quienes explican que los niveles de
sarcocystina aumentan cuando los quistes parasitarios se
rompen, ya que estos contienen millares de esporas que
estan suspendidas en un liquido compuesto, principalmente,
por toxina del parésito, llamada sarcocystina, como podria
suceder en los estados de replicacién y multiplicacién del
parasito.

Se ha sugerido que la infeccién simultanea con el virus de
la Diarrea Viral Bovina (BVD) o la inmunosupresién por la
ingestiéon prolongada de micotoxinas podrian actuar como
factores desencadenantes del aborto, debido a IN. caninum
en una explotacion enzéoticamente infectada (Bjorkman et
al. 2000).

La informacién seroepidemiolégica de N. caninum
sugiere que es necesario llevar a cabo estudios adicionales
de seguimiento clinico y reproductivo de los animales
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seropositivos y los hatos donde ellos se encuentran, con el
fin de determinar el posible impacto de este agente sobre los
indices reproductivos, produccién y la salud animal en las
ganaderias.

Conflictos de intereses: El manuscrito fue preparado y
revisado con la participaciéon de todos los autores, quienes
declaramos que no existe conflicto de intereses que ponga
en riesgo la validez de los resultados presentados.
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