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Resum

Resum

Aquesta tesi ha estudiat la seroprevalenga de Neospora caninum i els factors de
risc que la afecten en bovins d’aptitud carnia a Andorra. S’ha avaluat els nivells
d’anticossos de N. caninum mitjancant la técnica d’ELISA considerant mostres de 1758
animals majors de 6 mesos d’edat, pertanyents a 26 explotacions. Gairebé el 85% de les
26 explotacions estudiades han estat exposades a N. caninum amb seroprevalenca
mitjana d’anticossos a les explotacions 7.4%. L’edat, les diferents pastures comunals i
la raca, van ser els factors de risc que afecten la seroprevalenga de la infecci6 al
Principat. Els resultats suggereixen que la localitzacié de les zones de pastura podrien
potenciar la transmissid horitzontal d’aquest parasit i que algunes races sén més

resistents a la infeccié per N. caninum que d’altres.

Summary

The present PhD presents the results of a serological survey performed to analyze
Neospora caninum seroprevalence and risk factors affecting seroprevalence in beef
cattle in Andorra were investigated. Antibodies to N. Caninum were evaluated by
ELISA performed on a yearly basis in 1,758 animals older than 6 mo, belonging to 26
herds. Almost 85% of the analyzed herds had at least one positive animal. Mean herd
seroprevalence of antibodies to N. Caninum was 7.4%. Age, summer grazing area of the
herds and breed emerged as the main risk factors affecting seroprevalence of N.
Caninum infection in Andorra. The results suggest that the particular grazing location
could promote the horizontal transmission of this parasite and certain breeds are less

susceptible to N. Caninum infection than others.
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NEOSPORA CANINUM:

El parasit

Neospora caninum és un parasit protozoari apicomplexa de la familia
Sarcocystidae (Dubey et al., 1988) que presenta una gran semblanga morfologica i
clinica amb Toxoplasma gondii. El parasit es va detectar per primer cop en gossos que
presentaven coixeses el 1984 (Bjerkas et al., 1984) i durant els primers anys només se’l
va relacionar amb una malaltia dels gossos. Durant els anys 90 es va comencgar a
relacionar amb avortaments bovins (Thilsted and Dubey,1989; Anderson et al., 1991;
Barr et al., 1991). A I’actualitat N. caninum esta present en tot el moén i se’l reconeix

com una de les principals causes en els avortaments bovins.

Cicle del parasit i formes de transmissio

L’hoste definitiu (HD), en el qual s’esdevé la fase de reproduccié sexual del
parasit, fou desconegut durant anys. Se sospitava d’un carnivor, perd no va ser fins el
1998, que els investigadors (McAllister i col.laboradors) van trobar ooquists del parasit
a les femtes de gossos que havien estat alimentats amb ratolins infectats amb N.

caninum.

Més recentment, també s’ha descobert en femtes de canids silvestres, com els
coiots i les guineus als Estats Units i Canada respectivament (Gondim et al., 2004;

Wapenaar et al., 2006).

Els ooquists son subesferics, de 10-11 pum de diametre, i s’eliminen no
esporulats. Els ooquists esporulen a I’exterior al cap d’uns 3 dies, contenint 2
esporocists, cadascun dels quals té 4 esporozoits (McAllister et al.,1998; Lindsay et al.,

1999). Els ooquists que van alliberar els gossos van ser molt pocs, i pot succeir que els
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gossos, tot hi alliberar-ne, no facin seroconversio positiva a N. caninum (McAllister et

al., 1998).

S’ha observat recurréncia en ’alliberacié d’ooquists (McGarry et al., 2003), pero
es desconeix amb quina freqiiéncia. No es coneix el temps de supervivéncia dels
ooquists al medi ambient ni molts aspectes del cicle intern a I’hoste definitiu, aixi com

si hi ha més hospedadors definitius (Dubey, 1999).
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Fig.1 Cicle de Neospora caninum (Dubey, 1999).

Els HD, canids doméstics i silvestres (McAllister et al., 1998, Gondim et al.,
2004, Wapenaar et al., 2006 ) excreten ooquists de N. caninum a través de la femta. Els
bovins poden ingerir els ooquists esporulats amb l’aliment o 1'aigua de beguda,

constituint la transmissié horitzontal del cicle.
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El gos, pot ingerir quists del parasit si consumeix teixits o restes placentaries

crues d’un hoste intermediari (HI), tancant aixi el cicle del parasit (Figura 1).

Experimentalment s’ha comprovat I’infeccid de gossos després d’haver
ingerit teixits de bovins (Dijkstra et al., 2001) i d’animals silvestres infectats de manera
natural (Gondim et al., 2004). Els casos de deteccid d’ooquistes en femtes de gossos per

infeccid natural son, no obstant, escassos (Basso et al., 2001).

Diverses especies de mamifers poden actuar d’hostes intermediaris de N.
caninum, incloent el gos, coiots i guineu vermella, per exemple: bovi, ovi, cabrum,
cervids, cavalls 1, probablement, per evideéncies serologiques, moltes més, entre altres

els bufals d’aigua i camells.

Experimentalment, s’ha induit la infeccié en moltes altres especies animals, tot i
aixo0, a la natura, els hostes més comuns de N. caninum soén el gos i els bovins

(Dubey,1999).

S’ha experimentat sobre la exposicid humana al parasit (Tranas et al., 1999)
perd fins un estudi recent (Lobato et al., 2006) que va detectar anticossos en persones,
en cap dels estudis que s’han realitzat s’ha pogut demostrar si el parasit pot ser causa de
zoonosi (Petersen et al.,1999; Graham et al., 1999). S’ha descobert que primats no
humans poden transmetre els parasit a la seva descendéncia durant la gestacio (Barr et
al.,1994). L’estudi de Lobato et al.,, (2006) a Brasil, ha detectat la preséncia d’
anticossos de N. caninum en pacients amb SIDA (38%) i en pacients amb problemes
neurologics (18%). En neonats i persones sanes la seroprevalenca d’anticossos va ser
menor (5% 1 6%, respectivament). La seropositivitat va ser confirmada amb

inmunoblotting.

Quan un HI consumeix aigua o aliment contaminats amb ooquists esporulats

de N. caninum, en forma de taquizoits, penetra a les cel.lules de 1’hoste per invasio
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activa (Hemphill et al., 1996). Els taquizoits tenen una mida de 3-7 x 1-5 um 1 tenen
una forma ovoide, de lluna o globular, la seva divisi6 €és per endodiogenia ( Figura 2).
Es poden trobar en varietat de cel.lules, perd amb freqiiéncia es troben a les cel.lules
nervioses (Bjerkas and Presthus, 1989; Speer and Dubey, 1989; Wouda et al., 1997). Els
taquizoits estan situats al vacuol parasitofor, al citoplasma de la cé¢l.lula hoste, 1
presenten un complex apical compost per dos anells apicals. També presenten un
conoide, amb més de 150 micronemes i 8-18 roptries (estructures del complex apical,
que podrien participar en la penetracid del parasit a la cél.lula), algunes de les quals
s’estenen posteriors al nucli (Speer and Dubey, 1989; Lindsay et al., 1993). Els
taquizoits, de creixement rapid, son eliminats gracies a la resposta immune de 1’hoste,
que els porta cap a un estadi de desenvolupament lent de bradizoits enquistats
(Hemphill, 1999). Els bradizoits son prims (6-8 X 1-1.8 um) i contenen les mateixes
organel.les que contenen els taquizoits, perd tenen menys roptries (Jardine, 1996). Els
quists tissulars es troben, sobretot, al teixit nervids perd també a teixit muscular i retina.
Poden ser rodons o ovalats 1 de mides 5-27 X 6-31 um. Les parets del quist son suaus i
sol mesurar més d’1 um de gruix (Bjerkas and Presthus, 1988; Jardine, 1996), molt més

gruixuts que els de Toxoplasma que sol mesurar menys de 1 um de gruix (Figura 3).

L’aillament de quists de Neospora a teixits de bovins adults ¢és rar,
exceptuant un cas d’aillament en el cervell d’una vaca (Sawada et al., 2000) i

I’aillament de quists a muscul esquelétic (Peters et al., 2001).

Figura 2. Endodiogénia de taquizoits de Neospora (MI: micronemes; c:
conoide; R: roptries; N:nucli; DG: Granuls Densos). Foto cedida per J.P.
Dubey.



Revisio bibliografica

Figura 3. Comparaci6 d"un quist de Toxoplasma (esquerra) i un quist
de Neospora (dreta). Foto cedida per J.P Dubey.

Els estadis intestinals a I’hoste definitiu soén requisit previ per a la reproduccio

sexual del parasit i I’eliminacio de ooquists.

Els hostes intermediaris, a més de la ingesti6 d’ooquists provinents del gos,
s’infecten per transmissio vertical de mares a fills. Els taquizoits poden passar de la
mare al fetus via transplacentaria, constituint la transmissio vertical. Aquesta es la forma
principal de transmissio del parasit en els ramats i durant temps, va ser la Unica via

reconeguda de transmissié (Paré et al., 1996).

La transmissio lactogeénica, tot i que es considera possible — experimentalment
s’ha aconseguit infectar vedells recent nascuts- no sembla possible en condicions naturals

i sembla no tenir importancia epidemiologica (Davison et al., 1999; revisat Dubey, 2005)

La transmissio per via veneria es poc provable tot i que s’ha detectat DNA de

Neospora en semen de braus (Caetano-da-Silva et al., 2004).

Epidemiologia

La neosporosi en bovi ha estat registrada en regions i paisos de tot el mén. En
algunes regions, es considera que una gran proporcio dels avortaments son causats per
N. caninum. Hi ha diferéncies en les prevalences no només segons el pais estudiat sind

també segons les regions on es localitzen les explotacions analitzades, fet que
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provoca que els factors de risc i I'impacte economic de les infeccions per Neospora

siguin diferents als ramats de diferents paisos i/o regions (Caetano-da-silva et al., 2004).

A California o Holanda es considera el causant del 20-23% 1 17%
respectivament de tots els avortaments (Anderson et al., 1991, 1995; Wouda et al.,
1997). En canvi, en d’altres paisos la prevalenca és molt baixa. A Suécia, la prevalenca
de N. caninum en bovi de llet és molt baixa i s’estima en un 2% i només s’han trobat
anticossos de N. caninum en un 7% de les serologies realitzades en explotacions lleteres

amb problemes d’avortaments (Bjorkman et al., 2000).

Per la seva proximitat geografica i especialment degut a ’intercanvi comercial
des del punt de vista de la ramaderia, és interessant tenir en compte la situacié de N.
caninum a Espanya on s’han realitzat més treballs sobre aquesta parasitacio. A
Espanya, després de la descripcié dels primers casos d’avortament en bovi (Barberan et
al.,1997; Fondevila et al., 1998), diferents estudis de seroprevalenga en bestiar bovi de
diferents regions d’Espanya han posat de manifest ’amplia difusio de la infecci6 en el
bestiar bovi lleter espanyol (Quintanilla-Gozalo et al., 1999; Pereira-Bueno et al., 1999).
A la regio Centre-Costa Asturiana, analitzant un percentatge d’animals en multiples
explotacions, un 30% dels animals estudiats varen ser seropositius i la preseéncia del
parasit es considera endémica d’aquesta zona (Mainar et al., 1999). Per altra banda, el
que és més important és que entre el 32 i el 57 % dels fetus avortats procedents de
diferents regions presenten infeccido per N. caninum i entre el 33% y 58% dels ramats
n’estan afectats (Gonzalez et al., 1999; Pereira-Bueno et al., 2003). Un estudi recent que
ha comparat diversos paisos europeus, ha verificat que la seroprevalenga real d’infeccid
en bovi lleter a Espanya es més alta que la observada a Suécia, Holanda o Alemanya
(Bartels et al., 2006). També¢ la prevalenca animal va ser més elevada (16,2%, interval de
confianga 95%: 14,9%-17,5%) amb variacions elevades intra-ramat (Bartels et al., 2006).
A Catalunya, en granges d’alta produccié lletera s’ha observat una clara relacid entre
animals seropositius i avortaments causats per N. caninum independentment de la taxa de
prevalenca a les granges (Lopez-Gatius et al., 2004a) Aquestes dades indiquen la

importancia de la infeccio per N. caninum en 1’espécie bovina lletera a Espanya.
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La preseéncia de multiples i diversos factors sembla estar associada a la infeccid
per Neospora tals com la infeccio pel virus BVD (Diarrea Viral Bovina) (Bjorkman et al.,
2000). La infeccid prévia fa que els bovins siguin més resistents enfront a una reinfeccio.
Aquest fet és valid tant en ramats amb brots epidémics (Schares et al., 2002) com en els
ramats amb infeccid6 endémica, on les vaques infectades congénitament sén més
susceptibles a patir avortaments durant la primera gestaci6é (Dubey i Lindsay 1996) i hi ha

repeticid d’avortaments (Anderson et al., 1995; Pabon et el., 2007).

El clima, especificament les altes temperatures han demostrat tenir efectes
negatius sobre la fertilitat de les vaques (Wolfenson et al., 1997), perd son escassos els
estudis sobre els efectes del clima en el fetus. S’ha pogut determinar que 1’estacio de I’any
influeix sobre la gestacio i estudis previs a Alemanya 1 Italia varen observar relacié entre
factors climatics, com periodes de pluja i la temperatura, que poden estar relacionats amb
la infeccio6 1 els avortaments per Neospora. També es podrien associar al
desenvolupament dels ooquists en el medi ambient (Bartels et al., 2006). En aquest mateix
aspecte, en zones arides d’Espanya hi ha una clara relacié d’avortaments amb la preséncia
de pluges degut a les conseqiiéncies que comporten com poden ser canvis sobtats en les
humitats dels farratges, ingredients de la racio 1 males condicions del ja¢ (Lopez-Gatius et

al., 2005a).

Neospora caninum afecta tant al bovi de llet com el de carn (Hoar et al., 1996;
Waldner et al., 1998; Waldner et al., 1999). Els avortaments que causa el parasit poden
ser esporadics, epidémics o endémics (McAllister et al., 1996; Moen et al., 1998;

Wouda et al.,1998).

Les vaques amb anticossos de N. caninum soén més propences a patir
avortaments que les vaques seronegatives (Thurmond and Hietala, 1997a; Moen et al.,

1998; Wouda et al., 1998; Lopez-Gatius et al., 2004a).
La transmissié transplacentaria de N. caninum pot tenir lloc durant diverses
gestacions en el mateix animal (Anderson et al., 1997; Schares et al., 1998, Fioretti et

al., 2003; Paboén et al., 2007). En bovi, N. caninum és molt eficient en quant a la

10
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transmissio vertical, amb nivells fins al 95% de transmissié (Davison et al.,1999,
Lopez-Gatius et al., 2004a). De fet, durant anys, es va creure que aquesta era ’inica via
de transmissi6 del parasit. Tot i aix0, des del moment que es varen comencar a registrar
avortaments epidémics deguts a N. caninum, es va sospitar de la possibilitat de
transmissio horitzontal (Yaeger et al., 1994; McAllister et al., 1996, 2000). La
transmissio horitzontal sembla ser necessaria per introduir noves infeccions al ramat

(Thurmond et al., 1997b; French et al., 1999).

Tal i com ja s’ha indicat, pel que fa a estudis concrets en bovi d’aptitud carnia
realitzats a nivell mundial sén escassos. No obstant aixo, s’ha descrit I’existéncia de
casos clinics i s’ha indicat que, igual que en el bovi de llet, la infeccio per N. caninum és
causa d’importants perdues de la produccié (McAllister et al.,1996; De Meerschman et
al., 2002; Waldner et al., 1998; Waldner et al., 1999). A Espanya, [’estudi
epidemiologic basat en un mostreig transversal de ramats de bovi d’aptitud carnia
(Quintanilla-Gozalo et al., 1999), va mostrar una taxa d’infeccid del 55.1% en els
ramats bovins de carn. En el recent estudi de Bartels et al., (2006) s’han observat
seroprevalences similars en ramats bovins de carn a Galicia amb valors del 46% (95%

interval de confianga: 41-51%).

Cicle selvatic.

Diversos estudis han evidenciat la preséncia d’anticossos i per tant de contacte
amb N. caninum en una gran varietat d’espécies silvestres com en el cérvol de cua negra
i blanca, cérvol roig, cabirol, bufal d’aigua, bufal africa, zebres, camells, rinoceronts,
(revisat Dubey, 2003; Ferroglio et al., 2003, Soldati et al., 2004) alzes (Gondim et al.,
2004), en biso america i caribtl (Dubey y Thulliez, 2005) aixi com tamb¢ en especies de
zoologic (Sedlak and Bartova, 2006). També s’ha detectat preseéncia d’anticossos en
diferents carnivors silvestres: coiots (Lindsay et al., 1996), dingos (Barber et al., 1997),
guineus roges 1 grises (Barling et al., 2000; Schares et al., 2001) suggerint un paper dels
canids silvestres en la epidemiologia de la neosporosis. Per altre banda, també s’ha
indicat que la exposicid de coiots o guineus grises és un factor de risc d’infeccié (Barling

et al., 2000).
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S’ha detectat eliminacid d’ooquists pel coiot (Gondim et al., 2004) 1 més
recentment per guineus vermelles del Canada (Wapenaar et al., 2006) indicant que els

canids silvestres poden actuar com a HD, mantenint un cicle selvatic de la infeccid

(Almeria et al., 2002).

A America del Nord el cérvol de cua blanca és considerat com el principal
reservori de N. caninum, ja que el parasit s’ha aillat en aquesta espécie (Gondim et al.,
2004b; Vianna et al., 2005). Es d’interés el fet que gossos als quals se’ls havia donat
cervells de cérvols de cua blanca infectats de manera natural, varen eliminar ooquists
(Gondim et al., 2004b), concloent que la transmissio selvatica entre cérvols i canids €s
possible i1 implica I’existéncia de cicles selvatics del parasit (Barling et al., 2000;
Lindsay et al., 2001, Gondim et al., 2004b, Rosypal and Lindsay, 2005). A Espanya es
va poder observar la preséncia d’anticossos enfront de N. caninum en un 11,8 % de 237
cervols rojos, 7,7% de 13 aruis, 6.1% de 33 cabirol i en el 0,3% de 298 senglars
(Almeria et al., 2007). Aquests resultats poden tenir implicacions importants en el cicle
del parasit, ja que poden influir en els nivells de prevalenga d’infecci6 del parasit en les

explotacions de bovi en zones compartides.

Patogénia i lesions

La rapida multiplicaci6 intracel.lular de taquizoits de N. caninum porten a mort
cel.lular que pot arribar a manifestar-se macroscopicament, amb arees visiblement
necrotiques en pocs dies (Lindsay et al., 1999). Els taquizoits es troben principalment al
cervell i teixit neuronal, on poden arribar a destruir gran nombre de neurones, incloent
les neurones dels nervis cranials 1 espinals (Barber et al., 1996; Lindsay et al., 1999). La
lesi6 caracteristica de neosporosis al SNC ¢és un focus de cel.lules mononuclears
infiltrades al voltant d’una area central amb necrosis. Els taquizoits també afecten la
conductivitat de les cel.lules infectades, i poden produir malaltia neuromuscular severa

en gossos, bovins 1 probablement altres hostes (Dubey and Lindsay., 1996). Els quists
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tissulars de N. caninum no s’acostumen a associar a lesions (Wouda et al., 1997). Es
desconeix quant de temps poden romandre els quists al SNC, pero se sap que en ratolins
1 de manera experimental han estat viables durant un minim d’un any (Lindsay et al.,

1992).

Dels casos que s’han descrit de lesions en gossos, la majoria son lesions al SNC
(Figura 4) 1 al sistema nervids periféric, seguides per lesions musculars, hepatiques i en

d’altres teixits (Barber et al., 1996; Dubey and Lindsay., 1996).

Tot i que no s’ha aconseguit observar quists en teixit muscular post-infeccio
experimental (Dubey et al., 2002) recentment s’han descrit quists de paret molt prima,
amb gruixos de 0.3-1.0 um a muscul de bovi i de gos post-infeccié natural (Peters et al.,

2001; Dubey, 2003).

Figura 4. Focus de necrosis i inflamacié focal no supurativa a SNC causada per
Neospora. Foto cedida per J.P Dubey

Els fetus bovins avortats, sovint estan autolitics o momificats (Figura 5), fet que
en complica I’exploracid. Les lesions macroscopiques no son freqiients perd es poden
trobar focus pal.lids a la musculatura esquelética i cardiaca, 1 també focus que poden ser
pal.lids o foscos al cervell (Dubey and Lindsay, 1996). En un estudi de neosporosis fetal
bovina, s’hi van trobar lesions histologiques al cervell, cor i fetge en el 91% dels 80

casos observats (Wouda et al., 1997). També es poden trobar lesions degeneratives i
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inflamatories a la musculatura esquelética 1 altres teixits fetals (revisat per Dubey and

Lindsay, 1996).

En I’analisi de com es produeix la infecci6 i la mort fetal, s’esdevenen diferents
hipotesis lligades al periode de la gestacio en el qual es dona la transmissio de la mare al
fetus (com a conseqiiéncia de la reactivacié d’una infecci6 latent) i a la resposta immune
materna. Tal vegada, la manifestacid de la infeccio depen de I’edat fetal 1, possiblement
també, del grau i la durada de la parasitémia, 1 a les caracteristiques de I’aillat infectant

(Innes et al., 2000, Innes et al., 2002; Buxton et al., 2002).

El complexe procés d’invasio cel.lular entre els apicomplexe, és similar i inclou
receptors de superficie i proteines de micronemes, roptries 1 granuls densos que
intervindran en 1’adhesié a la superficie cel.lular i la formacié de vacuols parasitofors

intracel.lulars i la seva maduracié posterior (Naguleswaran et al., 2003).

Els detalls del procés d’invasié poden ajudar a explicar el perque algunes cel.lules
son més susceptibles que d’altres a la invasio per Neospora i perque algunes especies com
els canids 1 remugants d’aptitud lletera son més susceptibles a la infeccié (Buxton et al.,

2002).

Per intentar explicar la preséncia d’avortaments deguts a Neospora cal buscar-ne
les seves causes tant en les lesions que causa directament el parasit a la placenta i el
fetus, impedint-ne la supervivéncia; aixi com en 1’alliberaci6 de prostaglandines que
provoquen luteolisi 1 posterior avortament, o també per 1’alliberacié de citoquines pro-
inflamatories que provoquen ’expulsio fetal. Totes aquestes causes, relacionades entre
elles, son més o menys importants segons el periode de gestacido en qué s’esdevenen

(Dubey et al., 20006).

La maduresa del sistema immune fetal es dona progressivament a mesura que va

avancant la gestacio. A partir dels dies 100 a 150, el fetus és capa¢ de comengar a
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desenvolupar una resposta immune que es fa més competent passat el dia 150 de

gestacid, quan el fetus és capag de recongixer i respondre a alguns patogens.

Estudis en femelles gestants han indicat una alta susceptibilitat del fetus
immadur a la multiplicacio de N. caninum, i que aquest fenomen esta altament
relacionat amb la preséncia de ’avortament i1 el periode de gestacido (Quintanilla-

Gozalo et al., 2000, Williams et al., 2000).

A partir del segon ter¢ de gestacid i tot i que el fetus desenvolupa resposta
immunitaria, no ¢és suficient; ja que €és en aquest periode quan es registren més
avortaments associats a Neospora i els que arriben a tercer trimestre de gestacio neixen

viables pero infectats (Pereira-Bueno et al., 2003).

Tant en infeccid experimental com en infeccid natural, la invasié de Neospora a
I’uter 1 la seva multiplicaci6 intra-cel.lular provoca focos de necrosi en els teixits de la
mare 1 el fetus a I'interfase materno-fetal, donant un inici de resposta inflamatoria. Des
d’aquest punt, la lesio s’extén al corioalantoides (membrana placentaria del fetus), entre els
cotiledons, tot i que es desconeix si la majoria de lesions son causa directa del parasit o de

les respostes immunitaries materna i fetal (Buxton et al., 2002).

Tant letal com les lesions a la placenta i la inflamaci6 dels teixits de la mare i el
fetus, ho ¢és el pas de Neospora a la circulaci6 fetal i la invasio dels seus teixits,
principalment el SNC, on inicialment es localitza al voltant dels vasos sanguinis causant
destrucci6 del neuropoli en els fetus menys desenvolupats. Els fetus més desenvolupats ja
es poden defensar del parasit, la multiplicacié és més restringida i la necrosi es limita a
focus amb reaccié inflamatoria intensa. També es pot presentar una meningitis lleu i

lesions a organs fetals com muscul esquelétic, cor, pulmé i fetge (Buxton et al., 2002).
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Figura 5. Fetus avortat per Neospora caninum.

Immunitat

Les infeccions experimentals amb N. caninum no causen simptomatologia en
bovins no-gestants, tampoc en algunes estirps de ratolins d’experimentacio, fet que
suggereix que el sistema immune d’aquests animals és perfectament capa¢ de controlar
la infecci6. S’ha comprovat que N. caninum desencadena tant la resposta immune
humoral com la cel.lular en animals infectats (Lundén et al., 1998; De Marez et al.,
1999). Provablement, la preséncia d’anticossos no implica el control de la infeccio, que
a la llarga depén majoritariament dels mecanismes de resposta immune cel.lular (Khan
et al.,, 1997; Lundén et al., 1998). Tot i aixo els detalls del paper que representen els
mecanismes immunes cel.lulars encara no es coneixen, el paper protector de les
citoquines s’ha pogut observar en ratolins. Algunes estirps de ratolins presenten una
resisténcia natural a N caninum depenent de la interleucina-12 (IL-12) i I’interfero-
gamma (Khan et al.,1997), el tractament amb aquestes mateixes citoquines incrementa

també la resisténcia a d’altres estirps (Baszler et al., 1999).
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Els mecanismes de transmissid congenita i avortament encara s6n poc coneguts,
perd s’ha observat que el sistema immune hi esta relacionat i, tal i com succeeix amb
altres protozous intracel.lulars, a la resposta protectora hi predomina la resposta Thl

(Quinn et al., 2002).

La resposta immune protectora en neosporosi esta determinada per les citoquines
proinflamatories 1 per la resposta tipus Thl. La proteccié de I’ IFN-y s’ha observat en
vaques amb infecci6 natural on els nivells elevats IFN-y s’han relacionat amb la inhibicid
de la transmissié congenita; per contra, en fetus amb nivells baixos d’ IFN-y s’han
observat les lesions més severes després d’infeccions experimentals (Williams et al.,
2000; Andrianarivo et al., 2001). Un estudi recent ha posat de manifest el paper protector
de I’ IFN-y en animals infectats cronicament (Lopez-Gatius et al., 2007). Tot i que en
alguns casos un excés d’ IFN-y en els fetus, probablement com a resposta a una infeccio

elevada en el fetus, també s’ha associat a avortaments (Almeria et al., en preparacio).

Per altra banda, respecte a la resposta humoral, els anticossos indiquen el
contactes del sistema immunitari amb 1’antigen, i1 nivells elevats d’anticossos reflexen una
activitat i multiplicaci6 de Neospora a I’hoste. Els nivells alts d’Ac durant la gestacio
s’han relacionat amb I’avortament, per tant, el seu estudi €s de gran utilitat tant en el
diagnostic com en els analisis epidemiologics. Es coneix poc sobre la eficacia de la funcid
protectora dels Ac, no obstant, prevenen de la infeccid dels taquizoits a les cel.lules de
I’hoste (Innes et, al., 2002). A diferéncia de T. gondii, que estimula una resposta immune
protectora després d’un primer contacte amb el parasit i la aparicié d’Ac protectors, amb
Neospora no es desenvolupa aquesta resposta protectora, i si es produeix, es produeix

en menor grau (Williams et al., 2003).

El desenvolupament d’una immunitat protectora no esta del tot clar. Estudis amb
infeccio experimental en femelles gestants han permés observar que després de la
infeccio inicial i1 subseqiient avortament, es desenvolupa una resposta immune
protectora que redueix el risc de futurs avortaments (McAllister et al., 2000) i
posteriorment a ’exposicid a Neospora els ramats infectats cronicament son menys

susceptibles a avortar que els no-infectats (McAllister et al., 2000). Tot i aix0, aquesta
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proteccid és més eficient en femelles que es re-infecten amb ooquists que en femelles on
es reactiva la infecci6 (revisado Dubey, 2003) 1 la proteccid no ¢és suficient per evitar el
pas de la infeccid congenitament (Innes et al., 2002). A més, la taxa d’avortaments

repetits €s elevada (Pabon et al., 2007).

La resposta immune humoral tant en vaques com en fetus sembla ser
predominantment de tipus IgG2 (Andrianarivo et al., 2001) 1 els nivells d’anticossos en
femelles gestants fluctuen, augmentant cap a la meitat de la gestacio i estan lligats a la
presencia d’avortaments en aquest periode (Guy et al., 2001; Quintanilla-Gozalo et al.,
2000). No obstant, un estudi recent ha observat que aproximadament el 50% dels animals
infectats cronicament presenta un pic d’Ac a la segona meitat de la gestacio 1 I’altre 50%

no (Nogareda et al., 2007).

La resposta humoral de fetus no prové de la mare, ja que no hi ha transferéncia

d’Ac front Neospora via transplacentaria.

Cal tenir en compte que la resposta immune té lloc en animals gestants, i que la
resposta immune que s’esdevé durant la gestacid, moment en el que es produeix la
transmissio al fetus causant avortaments o transmissio vertical, és practicament
desconeguda. A la gestacid sembla que existeix una tendéncia a que la resposta immune
sigui de tipus Th2, que s’ha vist associada a una implantaci6é embrionaria més favorable
1 a un manteniment de la gestacido en les primeres etapes, mitjancant la supressio de
respostes locals de tipus inflamatori (Wegman et al., 1993; Chaouat et al., 2002). No
obstant, aquesta tendéncia cap a respostes de tipus Th2 que protegeix el fetus, també pot
afavorir les infeccions per protozous i I’existéncia de transmissio vertical al fetus (Long

1 Baszler, 2000; Almeria et al., 2003).

Quadre clinic de N. caninum en gossos

La majoria dels casos diagnosticats en gossos, son individus joves i que han estat
infectats congénitament. Desenvolupen parésia de les extremitats posteriors 1 ataxia, que

van esdevenint cada cop més severes (Dubey and Lindsay, 1993; Barber and Trees,
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1996). Els gossos adults també poden patir la malaltia i manifestar-la clinicament; s’han
observat signes clinics en un gos de 15 anys (Dubey et al., 1988). Un tractament anti-
protozoari en un estadi molt recent de la infeccid pot recuperar un 50% dels casos
(Barber and Trees, 1996). Les gosses gestants transmeten via vertical el parasit als seus

fetus durant la gestacio, i en successives gestacions (Barber i Trees, 1998).

Quadre clinic de N. caninum en els bovins

Els bovins adults no gestants, no presenten cap simptomatologia quan sén
infectats per N. caninum. L’avortament és el principal simptoma clinic associat a la
neosporosi bovina en adults i s’han descrit quadres d’alteracions neuromusculars,
postracié i pes baix al naixement en vedells (Dubey et al., 2006). Com ja s’ha dit
anteriorment, tant en bovins d’aptitud carnia com en bovins d’aptitud lletera, els
animals seropositius son més susceptibles a patir avortaments que els bovins

seronegatius (Dubey y Schares., 2006).

Les vaques gestants poden avortar el seu fetus. Aquest avortament es pot produir
si la infeccio és recent, cronica o congénita (Thurmond and Hietala, 1997; Moen et al.,
1998; Wouda et al., 1998). Les vaques infectades per N. caninum poden avortar en
gestacions successives (Anderson et al., 1995; Thurmond and Hietala, 1997). Els
avortaments associats a N. caninum poden tenir lloc en qualsevol moment de la gestacio
1 poden incloure avortaments a terme 1 naixements prematurs (Anderson et al.,1995), tot
1 que s’observen majoritariament a partir del 3r mes de gestacio, i de forma més

freqlient als mesos 5-6 de gestacio (Anderson et al., 1991, 1995; Barr et al., 1991).

Els vedells infectats per N. caninum des del naixement poden néixer sans pero
infectats de manera persistent. Aquests vedells, en principi no semblaria que hagin de
tenir cap desavantatge enfront vedells no infectats per N. caninum. Tot i aixo, alguns
dels vedells infectats congénitament neixen vius perod malalts, o emmalalteixen els 2

primers mesos de vida. El parasit afecta el SNC, manifestant clars signes neurologics.
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Tant les extremitats posteriors com les anteriors poden patir flexid6 o
hiperextensié (Dubey, 2005). Els vedells poden patir postracid, ataxia i/o perdua de
propiocepcid. Alguns dels vedells infectats poden tenir un pes considerablement
disminuit. Existeix un petit nombre de vedells nascuts de vaques positives que son
negatius a N. caninum. Cas de no desenvolupar la malaltia, els animals estaran

clinicament sans perd cronicament infectats.

Estudis en bovi lleter han descrit casos d’animals seropositius que presenten una
produccio de llet inferior a I’esperada (Hobson et al., 2002; Hernandez et al., 2001;

Thurmond and Hietala, 1997).

Diagnostic en casos d’avortament.

El diagnostic de neosporosi ¢€s dificil degut a I’abséncia de signes clinics en els
bovins infectats cronicament i el baix nombre de parasits presents en els fetus avortats.
Actualment, el diagnostic en bovins adults es basa en la deteccid d’Ac especifics enfront a
Neospora. En fetus, el diagnostic es basa en les lesions histopatologiques en teixits del
fetus avortats, juntament amb técniques d’immunohistoquimica i PCR (Dubey et al.,
2006).

La preséncia d’anticossos en serum enfront N. caninum, indica que 1’animal
estd, o ha estat, infectat pel parasit; perd no que sigui la causa d’avortament. Els
anticossos poden ser detectats per tests d’immunofluorescéncia indirecta (IFT) (Dubey et
al., 1988), ELISA (Paré¢ et al., 1995; Bjorkman et al., 1997) o per test d’aglutinacid
directa (Packham et al., 1998, Romand et al., 1998) o inmunoblotting. El test ELISA
d’avidesa pot ser util per distingir entre infeccions recents i croniques de N. caninum en
bovins (Bjorkman i Uggla, 1999). En un estudi europeu recent (Von Blumrdder et al.,
2004), es va processar un mateix grup de serums amb diferents test ELISA comercials
trobant elevada concordancia entre ells. Recentment, s’han descrit técniques ELISA per
la deteccid d’Ac en llet (Bjorkman et al., 1997; Schares et al., 2004). Les proves
d’ELISA en llet permeten un analisi rapid en un gran nombre d’animals, essent molt util

en estudis epidemiologics de ramats.
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Per un diagnostic definitiu de neosporosi, és necessari realitzar la necropsia del
fetus o del vedell. Cal recollir mostres, entre d’altres, de cervell, cor i fetge; i1 realitzar
analisis anatomopatologics per observar possibles canvis; és a dir, lesions associades
amb la parasitacié (Dubey, 1999). També cal recollir mostres de fluids corporals o
sérum, per a deteccid d’anticossos (Bjorkman i Uggla, 1999). Tot i aix0, per tal
d’establir un diagnostic definitiu, cal observar el parasit en el teixit. Tot 1 que els quists
de N. caninum presenten una paret més gruixuda, no es pot diferenciar d’altres espécies
d’Apicomplexa per técniques estandard d’histologia, perd si per immunohistoquimica
(IHC) (Lindsay i Dubey, 1989). Amb aquesta teécnica, el parasit queda marcat
selectivament gracies a 1’s d’anticossos especifics per N. caninum, inclis en mostres
amb certa autolisi (revisat Dubey, 2005). Tot i aix0, la quantitat d’organismes de N.
caninum presents a les mostres acostuma a ser molt baix i de manera focal, fins i tot al
SNC dels animals infectats. Per tant, la sensibilitat de deteccio del parasit, és baixa

(Dubey, 1999; Thurmond et al., 1999).

El DNA de N. caninum es pot detectar per la técnica de reaccid en cadena de la
polimerassa (PCR). S’han descrit molts meétodes per al diagnostic (Holmdahl i

Mattsson, 1996; Gottstein et al., 1998; Ellis, 1998; Baszler et al.,1999).

Es recomana [1'us de diverses d’aquestes técniques de diagnostic de manera

conjunta (Pereira-Bueno et al., 2003).

El desenvolupament recent de la PCR quantitativa ha permeés avaluar 1’accio
terapeutica de tractaments i1 vacunes (Dubey y Schares et al., 2006). També ha estat
d’utilitat diagnostica per determinar la carrega parasitaria en semen de braus positius a N.

caninum (Caetano-da-Silva et al., 2004).

La presencia d’anticossos de N. caninum en fluids corporals o sérum d’un fetus

o un vedell pre-calostrat indica infeccié congenita. No obstant, I’abséncia d’Ac de N.

caninum no exclou de la possibilitat que 1’animal pateixi neosporosis. El fetus podria no

ser immunocompetent en el moment de la infeccid, o bé, el temps entre la infeccid de la

mare i ’avortament o el naixement del vedell podria haver estat massa curt per a que es
poguessin produir Ac (Wouda et al., 1997).
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Es pot realitzar un cultiu i aillament del parasit, perd a efectes practics €s poc
util. El cultiu in vitro de N. caninum s’ha assajat amb varietat de tipus cel.lulars. En els
cultius cel.lulars, normalment el que s’observa son els taquizoits (Dubey et al., 1988).
Recentment, hi ha estudis que han demostrat la possibilitat de desenvolupar bradizoits

en cultius cel.lulars en condicions extremes de cultiu (Weiss et al., 1999).

Diagnostic diferencial.

Neospora caninum esta altament relacionat amb altres apicomplexa com T. gondii
y Sarcocystis spp. que també poden produir avortaments en bovi, perd no se solen
presentar reaccions creuades i es poden diferenciar amb IHC 1 PCR. A més, la infeccio6 per
T. gondii és poc freqiient en bovins y S. cruzi es localitza principalment a I’endolteli

vascular i és poc freqiient que es localitzi a cervell (Dubey, 2005).

Entre els agents virics relacionats amb avortaments cal incloure I’ IBR o BoHV-1,
IPV o BoHV-2, BHV-4 i BVD. De fet, alguns estudis han observat associacid entre la
presencia d’Ac a BVD i Neospora (Bjorkman et al., 2000).

També cal diferenciar la neosporosi d’agents bacterians com Brucella spp,
Actinomyces pyogenes, Staphylococcus sp., Escherichia coli, Campylobacter foetus,
Salmonella sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp, Leptospira hardjo, Listeria monocitogenes,
Chlamydia sp entre altres; aixi com també causes no-infeccioses d’avortament, tenint
sempre present que un alt percentatge de casos acaben amb un diagnostic desconegut

(Wouda., 2006).

Control epidemiologic i reproductiu de la infeccio

Per controlar la malaltia en els ramats bovins, que presenten pérdues economiques
importants i on no hi ha un tractament eficag, es fonamental prevenir la propagacio de la
infeccid evitant tant la transmissid horitzontal com vertical; per tant, cal que aquestes

explotacions es basin en el control dels animals positius a la infeccio.
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Es necessari condixer la prevalenga de seropositivitat del ramat. Si la
seroprevalenca del ramat és prou baixa i el cost economic d’eliminar els animals
seropositius €s assumible pel ramader, aleshores és molt recomanable eliminar aquests
animals de I’explotacio (French et al., 1999). Aquesta mesura drastica ha estat molt
efectiva en el control de la neosporosi de ramats on hi predomina la transmissi6 vertical
(Hall et al., 2006). En el cas contrari, seroprevalences altes i/o impossibilitat d’assumir el
cost economic que representa eliminar animals productius de 1’explotacid, cal controlar
les mares que son seropositives o que hagin avortat i controlar també la seva

descendéncia, sobretot futura reposicio (vedelles de recria).

La infecci6 congenita de vedelles filles de mares seropositives o amb historial
d’un o més avortaments pot ser detectada per serologia precalostrament. Aquest control
serologic es repetira, sempre que sigui possible, quan les vedelles de reposicié tinguin
almenys 6 mesos. Una altra mesura de control de la infeccié congenita, més economica 1
radical, és la d’adoptar criteris de selecci6 de la reposici6 que descartin com a futures
mares, les vedelles nascudes de vaques seropositives /0 amb un historial reproductiu que
presenti avortaments, reabsorcions embrionaries, mornats, etc. A més, €s interessant
esbrinar I’HD responsable de la infeccid. Un cop descobert I'HD, cal reduir al maxim
I’accés dels gossos a teixits possiblement infectats pel parasit; cal eliminar el més aviat
possible els fetus avortats, placentes, vaques mortes, mortinats... i dur a terme practiques

d’higiene estrictes en el maneig dels parts (eliminar restes de sang, secundines, etc).

La possibilitat de cicles silvestres també fa important evitar el contacte de tots
aquests teixits possiblement infectats amb carnivors silvestres. Aquest darrer punt és
especialment important per a controlar la malaltia a llarg termini i com a rutina de treball

de I’explotacié (French et al., 1999).

Una mesura que pot ser adoptada en animals de valor elevat, ja sigui des del punt
de vista productiu o genetic, €s la transferéncia d’embrions d’animals seropositius a

femelles “dida” seronegatives (Baillargeon et al., 2001; Bielansky et al., 2002).

Una altra mesura interessant és la inseminacio de bovi lleter amb semen de races
de carn.La inseminacié amb semen d’aptitud carnia de vaques lleteres seropositives, a
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més d’evitar deixar reposicid6 de mares seropositives al ramat, s’ha demostrat que
redueix significativament les perdues de gestacio d’aquestes vaques (Lopez-Gatius et

al., 2005b).

Els models matematics utilitzats per avaluar les mesures de control en el temps
han indicat que el mostreig anual 1 I’eliminacié d’animals seropositius redueix
rapidament la seroprevalenca del ramat pero, descartar les femelles amb ascendéncia
positiva és, a llarg termini, la mesura de control més rendible econdomicament (Hasler et
al., 2006a; Hasler et al., 2006b). Altres mesures, com 1’administracié de quimioterapia
en vedells descendents de vaques seropositives 1 la vacunacié d’animals susceptibles 1
infectats, son eficients perd no tant com I’eliminacio selectiva d’animals (Hasler et al.,
2006a; Hasler et al., 2006b). Igualment succeeix amb 1’aplicacié de models matematics
en ramats de bovi de carn, ja que s’ha observat que el mostreig anual de tot el ramat i
I’eliminacio6 de les femelles amb ascendéncia positiva és altament efectiva en el control

de la neosporosi (Larson et al., 2004).
Actualment existeix una vacuna comercial a Estats Units, pero la seva eficacia en

la prevencid d’avortaments deguts a Neospora no ¢€s clara. A més, no permet distingir

entre animals vacunats 1 animals infectats (revisado Dubey, 2005; Innes et al., 2002).
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Hipotesi de treball

La majoria d’estudis sobre N. caninum han estat realitzats en bovins d’aptitud
lletera (indirectament aix0 implica majoritariament la raca Holstein). Tot 1 aixo, s’han
referenciat alguns casos d’avortaments i mortalitat neonatal en bovins d’aptitud carnia a
Australia, Canada, Estats Units 1 Belgica (revisi6 Dubey, 2003) que, igualment als
bovins d’aptitud lletera, signifiquen perdues economiques importants per a la produccio
bovina d’aptitud carnia (McAllister et al., 1996; De Meerschman et al., 2002; Waldner
et al., 1998; Waldner et al., 1999). Comparativament, perd, hi ha poc coneixement de
com actua la malaltia en els bovins d’aptitud carnia, especialment en sistemes semi
extensius i1 zones de muntanya. A dia d’avui, i que coneguem, no hi ha cap estudi

realitzat.

Des que es va descobrir aquest parasit, fa aproximadament 20 anys, s’han fet
molts avencos per tal d’entendre la seva biologia 1 patologia. En aquesta tesi doctoral,
I’atencio principal esta focalitzada en com actua la infeccid per aquest parasit en casos
de bovins d’aptitud carnia sotmesos a un sistema de produccié sem iextensiu d’alta

muntanya.

Aquest treball t¢ com a principal objectiu analitzar la situacid actual de la
neosporosi al Principat d’Andorra, area geograficament molt tancada, on el transit
d’animals entre paisos veins és molt reduit i amb maneig extensiu, que amb les dades
anteriors permetrien esperar taxes d’infeccio relativament baixes. Un altre objectiu va
ser analitzar quins factors de risc epidemiologic tenen incidéncia significativa sobre la
seropositivitat a N. caninum dels bovins i aprofitar aquesta informacio per aplicar un

programa de control i possible eradicacid del parasit al Principat d’Andorra.

Durant aquests anys de treball s’han utilitzat eines diagnostiques, com
I’histopatologia i la PCR, que han suplementat la serologia, per tal de confirmar casos
positius d’avortaments i seroconversions. Aquestes eines diagnostiques han estat molt
utils per a la realitzaci6é d’aquest treball perd també per millorar dia a dia els problemes

reproductius 1 obstetrics de les explotacions.
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Material i métodes

Localitzacio de I’estudi: PRINCIPAT D’ANDORRA.

El Principat d’Andorra esta situat en plena serralada dels Pirineus, entre dos
grans estats: Espanya (limits Sud i Oest) i Franga ( limits Nord, Est i Oest). Es un pais
d’alta muntanya, amb sis valls que configuren un relleu forg¢a accidentat, de 65 cims i
pics elevats per sobre dels 2.500 m, i valls estretes amb vessants de forts pendents i
capgaleres amples on hi abunden llacs d’origen glacial. Hi ha tres rius d’importancia:
Valira del Nord, Valira d’Orient i Gran Valira, i tota una xarxa de rius i rierols que fan
que sigui un pais amb abundants recursos hidrics. L’altitud mitjana del pais és de 2.000
m 1 oscilla entre els 838 m (Frontera amb Espanya) i els 2.942 m (Pic del
Comapedrosa). Té una superficie de 468 km”. El punt més distant entre les dues

fronteres és de 42 Km.

La superficie cultivada ocupa 20 Km® Prats d’alta muntanya, boscos i

muntanyes conformen 374 Km?. Els 75 Km? restants estan urbanitzats.
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Presenta un clima molt variable, amb una temperatura mitjana anual d’entre 5°C
i 10°C ( 24°C a ’estiu i —2°C a I’hivern), amb precipitacions mitjanes de 800 mm/m?, de

distribuci6 irregular i amb una innivaci6 del 20-25%.

La poblacié d’Andorra la formen 65.000 habitants aproximadament.

L’agricultura, degut a les caracteristiques geografiques del pais, mai ha superat
el 8% de I’extensi6 del territori. El cens de bovins adults al Principat d’Andorra és de
1.200 caps aproximadament. La ramaderia andorrana se centra en les espécies bovina,
equina, ovi i cabrum. La importancia de la ramaderia andorrana a 1’economia del pais és
baixa, cal destacar que la importancia de la ramaderia sobre I’economia del pais ha
passat del 90% I’any 1950 fins a ser inferior a I’1% a I’actualitat. En la majoria de les
explotacions només representa una font suplementaria d’ingressos per a les families. El

principal motor economic del Principat és el turisme.

El Principat d’Andorra esta dividit administrativament en 7 Parroquies
autonomes: Canillo, Encamp, Escaldes- Engordany, La Massana, Ordino, Sant Julia de

Loria i Andorra la Vella. La capital politica del pais és Andorra la Vella (Figura 6).

Fig. 6. Mapa del Principat d’Andorra.
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Dades de la poblacié estudiada i el seu estatus productiu:

Animals sotmesos a estudi

Els animals sotmesos a estudi pertanyen a explotacions ramaderes de les

parroquies de Canillo, Encamp, Ordino, La Massana 1 Sant Julia (Taula 1).

CANILLO | ENCAMP | ORDINO LA SANT TOTAL
MASSANA | JULIA
Mostres Mostres | Mostres Mostres | Mostres
2001 122 75 0 0 0 197
2002 217 186 58 0 0 461
2003 258 193 49 0 0 500
2004 191 193 66 84 15 549
2005 10 1 40 0 0 51
TOTAL 798 648 213 84 15 1758

Taula 1. Mostres recollides a cada parroquia d’ Andorra per any d’estudi.

Les parroquies de Canillo 1 Encamp son les arees on s’han pogut obtenir més

mostres 1 s’han pogut incloure més animals a 1’estudi, perque¢ conformen la meva area

habitual de servei veterinari. Les mostres que han estat extretes d’altres parroquies s’han

estudiat per interes clinic veterinari (problemes reproductius) i/o interés del ramader per

instaurar un pla de lluita contra la neosporosi en el seu ramat.

Sistema productiu del Principat d’Andorra

Historicament, el sistema d’explotacid ramadera extensiva ha estat el de

transhumancia. Per diferents motius, aquest sistema s’ha anat perdent i, a I’actualitat, la

gran majoria dels bovins andorrans romanen tot 1’any al Principat i de manera extensiva

durant gran part de 1’any.
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A finals de primavera, els ramats pasturen en prades alpines i boscos comunals
(1.600m a 2.300m) agrupats en les diferents “vacades” (conjunt de tots els ramats
pertanyents a una parroquia) -de principis de juny a finals d’octubre-. Durant aquests
mesos, cada parroquia separa les femelles d’edats compreses entre 6 1 26 mesos, que
pasturen en d’altres territoris comunals perd sense la preseéncia de mascles reproductors,

a fi d’evitar cubricions tempranes no desitjades.

Els animals baixen als prats de pastura de les diferents finques a finals d’octubre
fins a principis de desembre. L’estabulaci6 es limita a mesos de més fred, de desembre a
finals de marg, unica ¢época de 1’any en que la nutricid és unicament a base de farratges.
Finalment, de finals de mar¢ fins a principis de juny els animals tornen a aprofitar les

pastures de la finca.

L’estacionalitat de parts en aquest sistema productiu, tot i que s’intenta reduir
per interessos de produccid, €s elevada, centrant-se sobretot a finals d’hivern i

primavera.

Aquest sistema de produccio fa que durant certes epoques de 1’any el maneig

dels animals i la gestié dels avortaments que puguin patir les mares sigui dificil.

El bestiar estd sotmes a una campanya de sanejament anual (Brucel-losi,
Tuberculosi 1 Leucosi) 1 es desparasita 2 cops I’any amb doramectina (Dectomax ®,
Pfizer). Els animals es vacunen amb una vacuna tetravalent contra PI-3, IBR, BVD,
Virus Sincitial (Cattlemaster-4®, Pfizer), contra Rotavirus, Coronavirus i Escherichia
coli (Dyavac®, Laboratorios Syva) i contra enterotoxémia (Miloxan® Merial).
Qualsevol tractament veterinari a qué és sotmes un animal queda registrat en una fitxa

individual de tractament veterinari.

31



Material i métodes

Els animals sotmesos a estudi presenta les segiients pautes vacunals:

e Animals adults i reposicié: Miloxan® (Merial), Cattlemaster® (Pfizer),
Dyavac®(Syva).Vacuna i revacuna. Vacunacid semestral.
Primovacunacid: 6 setmanes de vida.

e Vedells d’engreix: Miloxan® (Merial), Cattlemaster® (Pfizer). Vacuna i

revacuna. Vacunacio semestral.

Per les caracteristiques d’aquest sistema productiu, aquests bovins estan durant
9-10 mesos de I’any en contacte directe i indirecte amb gran varietat d’animals d’altres
espécies, ja siguin doméstiques o salvatges. Es d’interés, en aquest cas, remarcar 1’estret
contacte que els bovins mantenen amb gossos (d’atura, de caca, de companyia, de

mushing, assilvestrats) i guineus.

Des de fa 10 anys, la cabana bovina del Principat d’Andorra esta en una situacid
estable tant en nombre d’animals com en moviments trans fronterers (transhumancia,
compravenda). Hi ha un moviment minim de bovins entre parroquies (compravenda o
lloguer de pastures), no hi ha exportacié d’animals i la importacié de bovins vius per a
produccio també és practicament nul-la. Tot animal importat €s sotmes a una revisio
veterinaria que inclou periodes de quarantena, tuberculinitzacid i controls serologics
(brucel.losi, leucosi, IBR, BVD, neosporosi). Gairebé totes les explotacions d’Andorra

se sostenten amb la seva propia reposicio.

Des de I’any 2000, Andorra sotmet a tots els bovins de raca bruna a un programa
de millora genética per tal de millorar la raga Bruna d’Andorra i millorar-ne la seva

adaptacio al medi.

Tota la cabana bovina d’Andorra, esta sotmesa a un rigords control sanitari i de
qualitat tant dels animals vius com del producte final, ja que estan sota el segell oficial
de Carn de Qualitat d’Andorra. L’any 2001, es va a comencar 1’analisi dels animals per

infeccio de N. caninum.
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Mostreig i processament de dades

Les dades dels animals es van recopilar informaticament i de manera individual
del ramat, utilitzant el crotal d’identificacio oficial de la UE. Les dades de cada animal
monitoritzat van ser les segilients: Any de naixement de 1’animal, pais d’origen, n° de
cries (sempre que ha estat possible), estat reproductiu al moment de la recollida de
mostres, numero de crotal de la seva descendencia, raga, resultats de les serologies
realitzades, nombre d’avortaments patits, historial de patologia reproductiva i obstétrica,

historial de sanejament.

Mostres serologiques:

Animals

L’obtenci6 de mostres va comencar la campanya de sanejament de I’any 2001.

Es van recollir mostres de sang de tots els individus adults majors de 6 mesos
d’edat, ja que animals més joves podrien tenir anticossos maternals. Els mostrejos varen
coincidir amb les campanyes de sanejament ramader (setembre-novembre) moment en
el qual va ser possible la presa de mostres de tots els animals. Els braus i alguns gossos

de les diferents explotacions també van ser analitzats.

La sang es va extreure amb Vacutainer®, de la vena caudal. En gossos la
extraccid es va fer a través de la vena cefalica. Es va conservar refrigerada 4°C fins
arribar al laboratori, on se’n va extreure el sérum per centrifugacio a 1.000 g durant 15
min. Aquest s€rum es va congelar immediatament a — 45 °C fins el dia de ser sotmesa a

diagnostic per la técnica d” ELISA indirecta.
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Técnica de ELISA indirecta

L’analisi dels sérums obtinguts va ser realitzat mitjancant el kit comercial
CIVTEST™ bovis NEOSPORA (Laboratoris Hipra, S.A., Girona, Espanya) per a la
valoracié d’anticossos contra N. caninum dels sérums. Es un test basat en enzim-

immunoassaig indirecte.

L’antigen utilitzat a I’ELISA indirecta s’obté a partir de lisats de suspensions de
taquizoits de N. caninum. L’antigen esta adsorbit a les plaques mitjangant métodes
convencionals. Tots els sérums s’analitzen a dil.lucié 1:100. Com a conjugat s’utilitza
un anticos monoclonal conjugat a peroxidasa. A cada analitica, s’utilitzen els controls —
i + inclosos al test per validar-lo. Es fan servir dos solcs com a controls positius (CP) i

dos com a controls negatius (CN).

El test és valid si la mitjana DO4os dels CP ¢és >0.9 i la mitjana DOa4os del CP
sigui > 5 vegades la mitjana DO4os del CN. Els calculs per a la interpretacié dels
resultats s’obtenen a partir d’un IRPC (Index Relatiu Per Cent), a través de la segilient

formula:

(DO405 Mostra — Mitjana DO405 Control Negatiu)
IRPC= X 100
(Mitjana DO405 Control Positiu — Mitjana DO405 Control Negatiu)
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La interpretacio dels resultats es mostra a la taula 2.

MOSTRA VALOR IRPC

NEGATIU <6.0
DUBTOS 6.0-10.0
POSITIU >10.0

Taula 2: Interpretacio del resultats serologics amb
ELISA CIVTEST segons les recomanacions del fabricant.

La prova presenta una especificitat del 94.7% 1 una sensibilitat del 83.3%
(Rebordosa et al., 2000). La prova va ser validada al nostre laboratori mitjangcant una
comparacié amb altres tecniques ELISA (Lopez-Gatius et al., 2004a). Un estudi
comparatiu recent indica una especificitat 1 sensibilitat d’acord a d’altres proves

serologiques (Von Blumrdder et al., 2004).

En I’analisi serologic dels gossos mostrejats es va fer servir la teécnica de

Immunofluoresceéncia indirecta (IFT) amb conjugat anti-gos (Ortufio et al., 2002).
Mostres histologiques

Animals

En tots els casos d’avortaments en que s ha pogut per facilitat de maneig, es van
recollir mostres tant del fetus avortat com de la femella que havia patit 1’avortament.

Les mostres que s’obtenien en aquests casos son les reflectides a la taula 3.

Les tecniques diagnostiques utilitzades per al diagnostic de neosporosi han estat:

Tecniques histologiques convencionals (H/E), immunohistoquimiques (IHC) i PCR.
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FETUS AVORTAT SNC, pulmons, fetge,cor SNC

IVACA ADULTA Placenta (cotiledons), - I

Taula 3. Mostres recollides en casos d’avortament i técnica utilitzada per la seva analisis.

Sempre que era possible, aquest mostreig anava acompanyat d’una serologia
addicional tant de la vaca adulta com del fetus avortat per tal de determinar el nivell

d’anticossos enfront N. caninum just al moment que s’havia produit ’avortament.

Técnica de PCR

La obtenci6 de part del SNC (cervell i cerebel) del fetus avortat es realitzava el
mateix dia de l’avortament. S’utilitzava una serra especifica per a teécniques de
traumatologia de petits animals préviament esterilitzada, una fulla de bisturi esteril i

d’un sol Us, guants de latex estérils i dos pots estérils de recollida de mostres.

Com a mesura de seguretat, la massa encefalica extreta, es dividia en dues parts 1
cadascuna es conservava en un pot esteril a -45°C fins a 1’enviament al laboratori,
durant el qual es conservaven les condicions de congelaci6. L’enviament de les mostres
es feia per separat amb 1’inic objectiu de disminuir riscos de pérdua o desperfectes de la

mostra.

Les mostres de DNA s’obtenien a partir de teixits de SNC del fetus avortat.
S’homogeneitzava la meitat del cervell i es va obtenir el DNA a partir de 4 aliquotes
cada una de 0.5-1 gr de teixit. Després de lisar els eritrocits, les mostres van ser
incubades en un buffer de proteinassa K 1 extractades amb fenol-cloroform-isomyl
alcohol. El DNA es va precipitar amb etanol i resuspes en Tris-EDTA (TE). Les
mostres es van usar a la PCR en 1 ul DNA per 50 ul de reaccié de PCR. La reacci6 va a

ser duplicada per cada aliquota processada de DNA.
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Per al diagnostic de N. caninum basat en la técnica de PCR s’ha seleccionat la
regidé genomica especifica Nc5 com a seqiiéncia objectiu de I’amplificaci6 de DNA
(Kaufmann et al.,1996; Yamage et al.,1996). Els primers que s’han utilitzat son Np21-
plus 1 Np6-plus (Liddell et al., 1999). Es van realitzar un minim de dos PCR per cada
aliquota, que es van processar de manera separada. La reaccié de PCR es va realitzar

segons la descripcié de Liddell et al. (1999), amb minimes modificacions.

El producte amplificat es va analitzar per electroforesi en gel d’agarosa al 2%.
Aquesta PCR ¢s capag de detectar 1 tinic taquizoit a las mostres analitzades (Almeria et

al., 2002).

Les mostres de control positiu per N. caninum (DNA de taquizoits de NC-1) van
ser cedides pel Dr. L.M.Ortega ( Universitat Complutense de Madrid). Com a control
negatiu es van realitzar reaccions de PCR sense DNA per evidenciar que no hi hagués

contaminacions en la reaccié de PCR.

Analisi histopatologic i immunohistoquimic

L’examen histopatologic i immunohistoquimic ha estat realitzat per la Unitat
d’Anatomia Patologica de la Facultat de Veterinaria de la Universitat Autonoma de
Barcelona. Per a I’examen histologic dels teixits en formol es deshidraten, es parafinen 1
se seccionen en 5 pum. Posteriorment, es tenyeixen amb hematoxilina-eosina. A les
seccions que s’apreciaven lesions a l’examen histologic, es procedia a realitzar una
immunotincid, segons la técnica de Lindsay y Dubey, (1989) utilizant sérum policlonal
de conill enfront N. caninum, cedit generosament pel Dr. Dubey (USDA, Beltsville, MD,
USA). A cada procediment s’incloien mostres control positives enfront a N. caninum i

mostres control negatives.
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Analisi estadistic

Per analitzar els factors que poden influir significativament en la prevalenca de
neosporosi en bovins del Principat d’Andorra es van incloure les segiients variables en

I’analisi de regressio:

» Variable dependent: Resultat ELISA positiu enfront de Neospora.
= Variables independents:
* Any del mostreig.
= Parroquia.
= Edat al mostreig: Variable numeérica. Edat categoritzada (0= Edat
inferior a 4 anys; 1= Edat major o igual a 4 anys).
= Propietari.
= Sexe.
= Raga.

=  Nacionalitat: Pais de naixement.

L’analisi de regressi6 s’ha realitzat d’acord amb el métode de Hosmer and
Lemeshow (1989) amb SAS 8.2 ( SAS Istitute, Cary, North Carolina). Basicament,
aquest metode es composa de cinc punts: analisi de totes les variables per associacions
univariants; construccié d’un model complert utilitzant totes les varibles que s’han
verificat com a significatives per les associacions univariants; eliminacié pas a pas de
les variables no significatives del model complert i comparacioé del model reduit amb el
model anterior per establir 1’ajustament del model i els possibles factors de confusio;
eliminacid; avaluacié de les interaccions plausibles entre variables i confirmacié de
I’ajustament del model utilitzant els métodes estadistics de Hosmer-Lameshow. Les
variables amb associacions univariants que mostraven valors de P<0.25 es van incloure
en el model. Es va continuar modelant fins que els principals efectes o interaccions van

ser significatius d’acord amb el métode estadistic de Wald per a una P<0.05.

Els percentatges d’animals seropositius durant els primer, segon, tercer i quart

any de mostreig s’han comparat a cada parroquia amb el Test de Chi Quadrat.
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Resultats

L’analisi de les dades obtingudes es divideix en dos apartats: a) analisi total a
nivell del Principat de les dades analitzades i factors de risc associats mitjangcant un
model de regressid logistica 1 b) analisis per Parroquies de les dades, ja que cada

Parroquia gestiona la pastura dels seus ramats de manera independent.

Dades serologiques a nivell del Principat

Durant aquests cinc anys de mostrejos (2001-2005) s’han obtingut un total de
1.758 sérums d’animals, que pertanyen a 26 explotacions. Del total de 1.758 sérums
analitzats 130 mostres van ser positives, amb una seroprevalenga mitjana del 7,4%. De
les 26 explotacions, 22 han presentat com a minim un animal seropositiu. Observant una

seroprevalenca de granges afectades del 84,6%.

Les dades obtingudes sobre les variables estudiades com a factors que afecten
I’incidéncia de la seropositivitat a N. caninum per analisi de regressio es presenten a la

Taula 4.

<4 anys
>4 anys 914 1.64 1.10-2.45 0.016
0.02
Parroquia 3 2.10 1.14-3.85 0.018
0.04
Raga L+XL 0.15 0.03-0.61 0.008

Taula 4. Analisi multi-variant de regressio logistica indicant les variables incloses en el model final de
factors que afecten la seroprevalenga de N. caninum al Principat d’ Andorra.

Likelihood ratio test = 861.6; 14 d.f., P =0.0001.

Hosmer and Lemeshow goodness of fit statistics = 7.08, 8 d.f., P =0.53 (el model encaixa).

Parrroquia 3: Ordino considerant Encamp com a referéncia.

Raga L+XL. Limousin i creuaments considerant com a referéncia raga Bruna i creuaments.
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Factors que afecten la seroprevalenca de N. caninum a Andorra

Els principals factors que afecten de manera clara la seroprevalenca individual
als bovins del Principat d’Andorra son: I’edat de I’animal, la Parroquia a que pertanyen

i la raca.

Edat

La distribucié per edats se mostra a a la taula 5. Es important destacar que a
Andorra hi ha algunes explotacions que tenen animals d’edats molt avangades
(superiors als 15 anys) en producci6. Un total de 44 animals mostrejats tenien una edat

superior als 15 anys.
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2,6
43
4,2
7,2
4,7
9,3
5,7
9,2
13,4
19,3
7,0
11,4
8,3
0
10
8,7
0

0
0
0
0
0

Taula 5. Animals de cada edat mostrejats a Andorra i preséncia d’Ac enfont a N. Caninum.
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La distribuci6 de prevalences per edats mostra que les prevalences més elevades
es varen observar en els animals de 8 1 9 anys. Arribant a tenir un valor maxim del 19,3

% en els animals de 9 anys (Taula 5).

Per I’analisi estadistic, les mostres es varen separar en dos grups d’edat:

= Animals menors de 4 anys d’edat: vedelles de reposicio a partir de 6 mesos
d’edat fins a vaques de primer part. Braus menors de 4 anys.
* Animals de més de 4 anys d’edat: Vaques multipares i braus de més de 4 anys

d’edat.

El disseny d’aquests dos grups ha tingut en compte la situacié de maneig dels
ramats al Principat, on les vedelles de reposicié romanen en estabulacid o bé pasturen
en pastures molt aillades i controlades, sempre sense mascles. Els animals (mascles i
femelles) majors de 4 anys, tenen zones de pastura molt més amplies i accessibles
(estacions d’esqui, parcs naturals, prats de dall, etc.) on s’hi concentra i relaciona fauna
diversa ja sigui domestica o salvatge. L’objectiu d’aquesta practica és el d’evitar parts
no desitjats en vedelles de reposicid massa joves. Un objectiu optim de produccid i
reproduccid en races carnies en extensiu és el d’aconseguir el primer part als 3 anys de

vida.

En I’analisi de regressio es va observar que els animals majors de 4 anys de vida
(prevalenca del 9,4%, Taula 6), tenen 1,64 cops més possibilitats de ser seropositius que

el grup d’animals joves (prevalenca del 5,2%, Taula 6) (P<0,01).

Grup d’edat Animals analitzats =~ Animals positius Prevalenca (%)
<4 anys 844 44 5,2
>4 anys 914 86 9,4

Taula 6. Distribucio de la prevalenga d’anticossos enfront N. caninum per grups d’edat.
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Parroquia

Es van observar diferéncies estadisticament significatives entre les diferents
parroquies o zones de pastura. Basant-nos en 1’odds ratio, la prevalenga d’infecci6 dels
animals que pasturen a Ordino- Parroquia 3- (prevalenga 8,5%) ha estat 2,10 cops més
alta (P<0.01) que els animals que pasturen a Encamp-Parroquia 2- (prevalenga 6,6%)
(Taula 7), presa com a referéncia. Tot i que a les parroquies de La Massana 1 Sant Julia
presenten seroprevalences més altes, no va ser possible obtenir un nombre de mostres
elevat, fet que determina que les diferéncies amb aquestes Parroquies no influeixin en

I’analisi de regressio.

Parroquia Animals analitzats =~ Animals positius Prevalenca (%)
Canillo 798 54 6,8
Encamp 648 43 6,6
Ordino 213 18 8,5
La Massana 84 12 14,3
Sant Julia 15 3 20,0

Taula 7. Distribuci6 de la prevalenga d’anticossos enfront N. caninum per parroquia.

Raca

A la majoria d’explotacions del Principat és normal trobar diferents races i els
seus creuaments dins d’una mateixa explotacié. Hi ha poques explotacions que
presentin ramats homogenis pel que fa a una raga pura determinada. Tot i aquesta
heterogénia de races i1 els seus creuaments dins una mateixa explotacio, aquesta
tendencia també va disminuint i, previsiblement, ho fara encara més degut al seguiment
majoritari entre els ramaders, del Programa de Millora Gen¢tica de la raca Bruna

d’Andorra, que potencia i afavoreix la cria i reposicié d’animals d’aquesta raga.
Per facilitar 1’analisi estadistic i unificar dades s’ha optat per la formacié dels
seglients grups de races: Raga pura + els seus creuaments. Tenint en compte que un

animal creuat, se li adjudica el creuament de la raga que presenta la mare. Exemple: un
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animal creuat de bruna d’Andorra (XBR), la seva mare és de raca bruna d’Andorra i el

pare d’una altra raca.

Els animals mostrejats en aquest estudi pertanyen a les segiients races i els seus
creuaments: bruna (BR+XBR), llemosina (L+XL), charolais (X +XX), aubrach (AU),
gascona (G+ XG@G), blonde d’Aquitanie (BA+ XBA), deutsche fleckvieh (DF+ XDF),
deutsche braunvieh (DB), frisé (XF) 1 montbeliarde (XM).

S’ha observat que els animals de raca llemosina i els seus creuaments presenten
unes seroprevalences (1,3 %), 6,7 vegades (1/0,15) més baixes que la resta de les races i
els seus creuaments si prenem la raga bruna d’Andorra com a referéncia (P<0,002)

(Taula 8).

La raca llemosina estava present en 16 dels 26 ramats estudiats i en totes les
parroquies, excepte a St. Julid, on només es varen mostrejar 15 caps de raca bruna
d’Andorra. El nombre d’animals de raga llemosina va variar entre 1 i 42 animals per
explotaci6 1 mai es va analitzar un ramat que fos només de raca llemosina. Només 2

animals de raga llemosina de 155 mostrejats varen ser seropositius (Taula 8).

74 1 1,4
48 0 0
905 82 9,1
45 0 0
115 3 2,6
155 2 1,3
392 41 10,5
8 1 12,5
13 0 0
3 0 0

Taula 8. Distribucio de la prevalenga d’anticossos enfront N. caninum per races.
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Factors que no afecten la seroprevalenca de N. caninum a Andorra

Any de mostreig

S’han considerat els 5 anys en qué s’han obtingut mostres serologiques per
analitzar la preséncia de N. caninum tot i que I’any 2005 el nombre de mostres
analitzades va ser baix (Taula 10). No s’ha trobat una diferéncia estadisticament
significativa entre els nivells de seroprevalenca en els diferents anys de mostrejos,

variant del 5,9% al 13,7% segons els anys (Taula 9).

S’observa que només 1’any 2005 s’ha superat una seroprevalenga superior al
10% (13,7%). En els mostrejos de 2005 es van mostrejar un nombre reduit d’animals
que incloia un ramat no sotmes a estudi els anys anteriors i no integrat dins el projecte
d’eradicacié que presentava problematica d’avortaments i posteriorment també es va

observar una prevalenga inicial a N. caninum elevada.

Taula 9. Seroprevalenga de infeccié enfront N. caninum en bovins de carn d’Andorra segons any
d’estudi.

Sexe

La majoria de les mostres estudiades pertanyen a femelles (1.700 animals) 1
s’han analitzat 58 mostres que pertanyen a mascles reproductors, de les quals només una
ha estat amb resultat positiu (Taula 10). No hi ha diferéncies estadisticament

significatives entre sexes, enfront a la seropositivitat a N. caninum.

45



Resultats

Taula 10. Seroprevalenga d’infeccio enfront N. caninum en bovins de carn d’Andorra segons el sexe.

Pais d’origen

Els animals que han estat mostrejats en aquest estudi presentaven 5 origens o
nacionalitats diferents: Andorra (AD), Espana (ES), Fran¢a (FR), Alemanya (DE) i
Austria (AUT). Els animals d’origen alemany i austriac son animals d’edats avancades
que varen entrar a Andorra entre els anys 1985 1 1993. Les entrades d’animals
provinents d’Espanya i1 Franca han estat i son més constants i nombroses. Tot 1 aix0, la
tendéncia d’adquirir animals no andorrans és a la baixa degut a la instauracid del

Programa de Millora Gengética de la raga Bruna d’ Andorra (a partir any 2000).

Taula 11. Seroprevalenga d’infeccio enfront N. caninum en bovins de carn d’Andorra segons 1’origen.

No s’han observat diferéncies estadisticament significatives que puguin

relacionar I’origen d’un animal i la seroprevalenga enfront de N. caninum a Andorra.
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Propietari-explotacio

Les seroprevalences intra-granja enfront N. caninum que s’han observat oscil.len
entre un valor minim del 0% 1 un valor maxim del 25,0% (Taula 12). De les 26

explotacions estudiades, només 4 no han presentat cap animal seropositiu, encara que en

una d’elles només es van mostrejar dos animals (explotacio 4).

101 Canillo 5 1 20,0
102 Canillo 21 2 14,3
103 Canillo 26 0 0,0
104 Canillo 50 4 8,0
105 Canillo 123 6 4,9
106 Canillo 53 3 5,7
107 Canillo 177 14 7,9
108 Canillo 49 6 12,2
109 Canillo 106 11 10,4
111 Canillo 81 5 6,2
140 Canillo 104 1 1,0
4 Canillo 2 0 0,0
201 Encamp 70 11 15,7
202 Encamp 208 19 9,1
203 Encamp 134 3 2,2
204 Encamp 126 3 2,4
205 Encamp 3 0 0,0
206 Encamp 34 0 0,0
207 Encamp 72 7 9,7
306 Ordino 38 3 7,9
308 Ordino 120 4 33
311 Ordino 54 10 18,5
402 La Massana 45 6 13,3
403 La Massana 42 7 16,7
607 Sant Julia 8 2 25,0
608 Sant Julia 7 1 14,3

Taula 12. Seroprevalenca d’infeccid enfront N. caninum en bovins de carn d’Andorra segons
I’explotacio.
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Analitzant estadisticament totes les explotacions mostrejades, no podem
concloure que hi hagi cap diferéncia significativa pel qué fa a la prevalenca de N.

caninum de les diferents explotacions.
Efecte de la repeticié de mostrejos
La repetici6 de mostreig en els animals també es va incloure en el model

estadistic 1 no va tenir significanca en els resultats (Taula 13). Del total de mostres

analitzades, 399 van ser mostrejades en una sola ocasid i 1.359 en dos o més mostrejos.

Efecte de repeticié de Mostres Mostres positives Prevalenca (%)
mostreig analitzades
1 mostreig 399 30 7,5

Dos 0 més mostretjos 1359 100 7,4

Taula 13. Seroprevalenca d’infecci6 enfront N. caninum en bovins de carn d’Andorra segons el nombre
de mostretjos a que s’han sotmes.

Durant els 4 anys d’aquest estudi, un total de 376 animals han estat mostrejats,

com a minim, dues vegades.

Analitzant I’estat serologic d’aquests animals, s’ha observat que un 89,6% dels
animals mostrejats diferents vegades mantenen l’estat serologic inicial. Un total del
87,2% (328 animals) s’havien mantingut com animals seronegatius en tots els
mostrejos, mentre que un 2,4% (9 animals) havien estat positius en tots els seus

mostrejos.

Un 10,4% (39 animals) dels 376 animals analitzats com a minim dues vegades
varen presentar resultats variables: 22 d’aquests animals havien estat seronegatius en els
mostrejos inicials 1 varen seroconvertir en analisis posteriors (5,9% del total d’ animals
analitzats en, almenys, dos mostrejos). Quan hem analitzat a partir de quin any
s’esdevenen aquestes seroconversions, s’ha apreciat que la majoria (14 de 22 animals)

ho va fer entre el mostreig de 2002 i el de 2003.
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La resta d’animals que varen presentar canvis en el seu estat serologic (17
animals), presentaven fluctuacions en els nivells de seropositivitat-seronegativitat en

algun dels anys en que s’havia repetit el mostreig.

Dades serologiques en gossos

En aquest estudi s’han analitzat un total de 8 gossos d’atura (5 Border Collie i 3
Pastor Alemany) i un Golden Retriever pertanyents a 5 de les explotacions analitzades.
S’han trobat 3 animals seropositius (33,3% de seroprevalenga). Dos dels gossos
seropositius pertanyen al mateix ramat, essent aquest ramat un dels que va mostrar
prevalences més elevades d’infeccié en els bovins (18,5% de un total de 54 vaques

analitzades).

Estudi dels fetus avortats i la relacié de desordres reproductius amb les vaques
avortades.

Durant la realitzacid6 d’aquest estudi, s’ha pogut obtenir mostres de 13
avortaments patits per vaques adultes del Principat d’Andorra. Aquesta tasca ha estat
dificil degut al régim semi-extensiu del sistema de produccié que es practica a Andorra.
El fet que els animals pasturin en territoris extensos, no sempre de facil accés i a alta
muntanya a comportat les seglients dificultats: quan s’ha trobat un avortament a les
zones de pastura no sempre s’ha pogut identificar 1 mostrejar la vaca que havia patit
I’avortament, aquestes zones de pastura son compartides amb animals d’altres especies
(salvatges i doméstiques) entre els quals hi ha carronyaires i 1’estat dels fetus i restes de

I’avortament sovint presentaven estats d’autolisi avangats.

Els fetus avortats presentaven edats de gestaci6 d’entre 4,5 a 8,5 mesos.
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Amb les dades productives i reproductives que s’ha pogut obtenir d’algunes de

les explotacions del Principat els indexs reproductius que s’han obtingut son els

segiients (index objectiu entre paréntesi):

Interval entre parts: 380 dies (365 d).

Durada de la gestacio 293 dies (<290 dies)

% animals eliminats per causes reproductives: <1% (<5%)

Edat al primer part: 35 mesos (30-36 mesos).

Tot 1 les dificultats esmentades anteriorment, es van mostrejar tots els fetus i

restes d’avortament que es varen trobar per intentar-ne el diagnostic histopatologic i de

PCR. Depenent de ’estat dels teixits s’ha pogut realitzar totes les proves diagnostiques

o no (Taula 14).

AD2237
P1
ES 8557
AD 0034
P3
P4
AD 1426
AD 1026
P2
AD 0542
AD 0447
AD 1042

AD 3579

Encamp

Encamp
Encamp
Canillo
Canillo
Canillo
Ordino
Canillo
Ordino
Ordino
Ordino
Ordino

La Massana

N N D

+ o

SNC
SNC
SNC
SNC
SNC
SNC
SNC
SNC
SNC
SNC
SNC
SNC
PULMO
FETGE
PLACENTA
COR
SNC
FETGE
COR

NECROSI
DUBTOS
+
+
+

Taula 14. Resultat dels fetus i restes d’avortaments.

?: mare desconeguda o sense resultats de serologia en el moment del mostreig.

NA: Mostres no analitzades mitjancant histopatologia. L’estat dels teixits era molt autolitic i només es va extreure

DNA del cervell per analisi de PCR.

Els animals P1, P2, P3, P4 son fetus de mares no-identificades, ja que aquests fetus es van trobar als prats de pastura.
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Dels 13 fetus analitzats, 8 varen resultar ser positius a PCR per N. caninum
(61,53% dels fetus analitzats van ser positius). Degut a 1’estat d’autolisi de molts dels
fetus en el moment del mostreig, només en 7 casos es varen poder realitzar analisis
histopatologics. En 2 d’aquests 7 fetus (28,6% dels analitzats histopatologicament) es
varen observar lesions d’inflamacions multifocals de tipus no-supuratiu compatibles
amb Neospora. Tot i que només en un d’ells es va poder confirmar la preséncia del
parasit mitjan¢ant IHC especifica enfront a Neospora. Cal destacar que 1’altre fetus amb
lesions compatibles a una infecci6 per Neospora, I’estava gestant una mare
seronegativa, va donar negatiu a PCR i també a IHC especifica enfront a N. caninum, fet

que suggereix que les lesions observades no eren degudes al parasit.

Tots els fetus provinents de vaques que es varen poder identificar
immediatament després a I’avortament i varen resultar seropositives enfront N. caninum
en el moment de 1’avortament (3 animals), van donar resultat positiu al ser sotmesos a
PCR. En el cas de 4 mares seronegatives en el moment de 1’avortament, els seus fetus
varen donar resultat negatiu a proves de PCR o IHC (entre aquests, hi trobem el fetus
esmentat anteriorment amb lesions compatibles perd molt probablement no degudes al
parasit). El cas concret de I’animal AD1026, és especialment interessant, ja que la mare

va resultar seronegativa en el moment de 1’avortament pero el fetus va ser PCR positiu.

Degut a la manca de sistemes de monitoritzacio 1 gestié de dades reproductives
de les explotacions, no hi ha registre de gestacions anteriors de les vaques en produccio6
ni registre de possibles problemes reproductius i/o obstétrics que hagin pogut patir. Les

poques dades que s’han pogut obtenir mitjancant preguntes directes al ramader.
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Amb les dades que disposem, hem intentat fer el seguiment d’alguns animals

avortats:

Per exemple, el vedell de la vaca ES8557, va néixer mort, perd va ser negatiu a
la PCR i la vaca sempre a presentat seronegativitat enfront a N. caninum, fet pel qual

pensem que la neosporosi no va ser la causa d’aquest avortament.

L’animal ES4608 també va presentar seronegativita i en aquest cas, va expulsar

un fetus momificat que no va poder ser analitzat.

Com ja s’ha referenciat anteriorment, en el cas del fetus de la vaca AD1026, les
analisis serologiques van ser negatives pero el fetus va presentar parasitacio a nivell de

cervell (PCR positiu).

Tot 1 que no es varen poder analitzar els fetus avortats, també €s d’interés
observar que 1’animal AD2246, va tenir la seva 1* cria als 6 anys d’edat, i ha estat
seropositiu en tots els mostrejos serologics a que ha estat sotmes. També hi va haver 2
animals seropositius de la mateixa explotacid que, segons el ramader, varen patir
avortaments, perd no en varem poder mostrejar els fetus. Un altre animal seropositiu de
I’explotacid va presentar un interval part-concepcido de 430 dies. Podria ser que els

problemes reproductius d’aquestes vaques estiguessin relacionats amb la parasitacio.

En el cas de la vaca AD2237, de la qual se’n va poder recollir el fetus avortat, va
ser seronegativa en un mostreig anterior realitzat només 2 mesos abans de I’avortament,
perd va ser clarament seropositiva el dia de 1’avortament; indicant que el contacte amb
el parasit es va produir entre les dues extraccions de sang realitzades. En un mostreig
posterior a 1’avortament, es va poder observar que la vaca continuava essent
seropositiva. Els braus de I’explotacié (2 animals) a la que pertanyia aquesta vaca van
ser negatius, aixi com també 1’analitica de les dues gosses d’atura de 1’explotacid (raca
Border Collie). En aquest cas, el fetus presentava mal estat, amb teixits molt autolitics;
€s per aixo que només es va recollir el SNC per obtencié de DNA que va ser possible i

va resultar positiva.
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Dades serologiques a nivell de parroquies

Canillo

Han estat analitzades un total de 798 mostres 1 d’aquestes 54 amb resultat

positiu, indicant una prevalenca del 6,8%.

Quan s’han analitzat els factors que van afectar la seroprevalenga en aquesta
parroquia, tal i com ha passat amb els resultats a nivell de tot el pais, es va observar

I’efecte de I’edat dels animals i la raca.

Estudiant les dades obtingudes dels mostrejos a Canillo, observem que els
animals majors de 4 anys presentaven prevalences significativament més elevades que

els d’edats menor (8,9 % versus 4,4%, respectivament) (Taula 15 ) (P=0,011).

<4 anys 384 17 4,4
>4 anys 414 37 8,9

Taula 15. Distribucio de la prevalenga d’anticossos enfront N. caninum per grups d’edat. Parroquia de
Canillo.

A TDestudi d’aquesta parroquia s’han mostrejat animals de 5 races i els seus
creuaments: BA+XBA, BR+XBR, G+XG, L+XL y X+XX 1 es van observar

diferencies estadisticament significatives entre las races (P=0,001) (Taula 16).

BA+ XBA 47 0 0

BR+XBR 410 22 5,4
G+XG 14 0 0
L+XL 42 0 0
X+XX 285 32 11,2

Taula 16. Distribuci6 de la prevalenca d’anticossos enfront N. caninum per races. Parroquia de Canillo.
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Mitjangant analisi ’ANOVA es va determinar que les races X-XX i BR-XBR
son les que presentaven les prevalences més elevades i amb diferéncies estadisticament
significatives respecte la resta de races de la parroquia. No es varen trobar diferéncies

estadisticament significatives entre les races X-XX i BR-XBR.

No hi va haver diferéncies estadisticament significatives amb 1’any de mostreig.
La seroprevalenca va ser del 6,1% 1’any 2001 (115 mostres), del 4,8% el 2002 (207
mostres), 6,6% el 2003 (242 mostres) 1 del 9,8% el 2004 (174 mostres analitzades).
L’any 2005 només es varen analitzar 10 mostres que no han estat incloses a I’analisi

estadistica.

Tampoc es van observar diferéncies entre sexes dels animals analitzats. 28

mostres de mascle ( 0 % positius) i 770 femelles ( 7% de positius).

No s’han observat diferéncies estadisticament significatives entre els diferents
origens dels animals mostrejats. Els animals mostrejats en aquesta parroquia provenien
de 4 nacionalitats diferents: Andorra (AD) (34 animals seropositius de 432 mostrejats,
prevalenca del 7,9%), Espanya (ES) (15 animals seropositius de 263 analitzats,
prevalenca del 5,7%), Franga (FR) (5 animals seropositius de 37 analitzats, prevalenga

del 13,5%) 1 Alemanya (DE) (0 animals positius de 12 analitzats).

Tampoc es van observar diferéncies estadisticament significatives entre les
diferents explotacions perod si que indica certa tendéncia cap a la significanga (P=
0,086). S’han mostrejat 11 explotacions que presenten tamanys d’entre 2 1 177 caps
amb una seroprevalenca mitjana intra-granja del 6,8% (min 0%- max 20,0%). Una

explotacié no ha presentat cap seropositiu durant 1’estudi (AD103) (Taula 12).
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Encamp

En aquesta parroquia han estat analitzades un total de 648 mostres, 43 de les

quals han estat positives (prevalenca= 6,6%).

Els factors que van afectar la seroprevalenga a Encamp van ser: 1’edat dels
animals 1 la raga, seguint la tendéncia de 1’analisi dels resultats a nivell de tot el
Principat. També es van observar diferéncies estadisticament significatives entre

I’origen dels animals i les explotacions.

Com a Canillo, els animals de la parroquia d’Encamp majors de 4 anys d’edat
presentaven una prevalenca estadisticament major (prevalenga= 9,2%) que els animals

de menys de 4 anys d’edat (prevalencia=4,0%) (P=0,006) (Taula 17).

Grup d’edat Animals analitzats Animals positius Prevalenca (%)
<4 anys 322 13 4,0
>4 anys 326 30 9,2

Taula 17. Prevalences enfront N.caninum segons grups d’edat a la Parroquia d’Encamp.

Les prevalences van mostrar diferéncies entre les races analitzades (P= 0,003).
L’analisi ’ANOVA indica diferéncies estadisticament significatives entre la prevalenga
de la raca BR-XBR (prevalenga= 11,1%) i els animals de raca L+XL (prevalenca=
0,9%) (Taula 18).

Raca Animals analitzats Animals positius Prevalenca (%)
BR+XBR 287 32 11,1
DB 3 0 0
DF+XDF 44 0 0
G+XG 99 3 3,0
L+XL 108 1 0,9
X+XX 95 7 7,4
XF 9 0 0

Taula 18. Distribuci6 de la prevalenga d’anticossos enfront N. caninum per races. Parroquia d” Encamp.




Resultats

A Encamp es van mostrejar un total de 7 explotacions, amb valors de prevalenca
que van de 0% a 15,7%. Dos explotacions no van a presentar animals seropositius

(AD205 1 AD206). El cens de les explotacions oscil.lava entre 3 1 208 animals.

Es van trobar diferéncies estadisticament significatives entre les diferents
explotacions de la parroquia (P=0.000). La prevalenga d’anticossos a 1’explotacio
AD201 (prevalenca=15,7%) va ser significativament major que la prevalenca observada
a les explotacions AD203 (prevalenca= 2,2%), AD204 (prevalenca= 2,4%) i AD206
(prevalenca= 0,0%).

En quant a ’origen dels animals d’Encamp, existeixen diferéncies significatives
entre 1’origen de los animals (P= 0,001). Segons els resultats de I’analisi d’ANOVA, els
animals d’origen espanyol (prevalenca=15,2%), van mostrar una prevalenca
significativament més elevada que els animals nascuts a Andorra (prevalenca= 3,1%),
Franga (prevalenga= 2,6%) i Austria (prevalenga= 0,0%), no es van observar diferéncies

amb els animals d’origen alemany (Taula 19).

Nacionalitat Animals analitzats =~ Animals positius Prevalenca (%)
Andorra 320 10 3,1
Austria 9 0 0
Alemanya 19 2 10,5
Espanya 184 28 15,2
Franca 116 3 2,6

Taula 19. Distribuci6 de la prevalenga d’anticossos enfront N. caninum segons pais d’origen. Parroquia

d’ Encamp.

No s’observen diferéncies estadisticament significatives segons [’any de

mostreig. Un 10,7% (8 mostres positives de 75 analitzades) el 2001; 5,9% (11 positives
de 186 analitzades) el 2002; 5,7% (11 positives de 193 analitzades) el 2003 i 6,2% (12
positives de 193 analitzades) el 2004. L’any 2005 només es va analitzar una mostra

procedent d’aquesta parroquia que no es va incloure a I’analisi estadistic.
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Resultats

Tampoc es varen observar diferéncies estadisticament significatives entre sexes.
Es van analitzar un total de 22 mostres pertanyents a mascles (tots negatius) i 626

femelles, 43 de les quals presentaven anticossos en sang (prevalenga= 6,8%).

Ordino

S’han analitzat 213 mostres, obtenint 18 mostres positives, amb una prevalenga

mitjana del 8,4%.

A Ordino, a diferéncia de Canillo i Encamp, no es van observar diferéncies
estadisticament significatives de les seroprevalences per grups d’edat (P= 0,53), amb
prevalences del 8,8% (8 positius de 91) en animals menors de 4 anys, 1 del 8,2% (10

positius de 122) en animals majors o iguals a 4 anys d’edat.

Els animals analitzats pertanyien a les segiients races (Taula 20):

Raca Animals analitzats =~ Animals positius Prevalenca (%)
AU 74 1 1,3
BA+XBA* 1 0 0
BR+XBR 121 17 14,0
DF+XDF* 1 0 0
L+XL 4 0 0
X+XX 8 0 0
XF 4 0 0

Taula 20. Distribuci6 de la prevalenga d’anticossos enfront N. caninum per races. Parroquia d” Ordino.

Dues de les races analitzades només presentaven 3 animals mostrejats
(BA+XBA 1 DF+XDF), aquestes dues races es varen excloure de I’analisi estadistic.
Analitzant estadisticament la resta de races s’observen diferéncies estadisticament
significatives (P=0,025) entre la raga BR+XBR (prevalenga= 14,0%) i AU (prevalenga=
1,3%).
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Resultats

De les 3 explotacions estudiades a Ordino (Taula 12), es van observar
diferéncies estadisticament significatives (P= 0,003) entre les explotacions AD311

(8,5%, 10 positius de 54) 1 AD 308 (3,3%, 4 positius de 120).

No es va observar cap efecte del sexe ( 6 mascles 1 18 vaques seropositives de
207 mostres analitzades), ni 1’any de mostreig (6 animals seropositius de 58 el 2002, 5
seropositius de 49 el 2003, 5 seropositius de 66 el 2004 1 2 seropositius de 40 el 2005,
perd si que s’observa tendéncia a la significanga estadistica (P= 0,12) respecte el factor
origen, trobem animals d’origen andorra (13 positius de 123, prevalengca= 10,69),
animals d’origen espanyol (4 positius de 35, prevalenca= 11,4%) i els animals d’origen
frances presentaven una seoprevalenca de 1,8% (1 positiu de 55). Novament els animals

nascuts a Franca varen ser els que presentaven seroprevalences d’infeccié menors.

La Massana

El nimero de mostres analitzat a La Massana ha estat limitat. S’han analitzat 84
mostres, 12 de les quals son seropositives (prevalenca= 14,3%). Totes les mostres

pertanyen a dues explotacions (Taula 12) analitzades I’any 2004.

Es possible que, degut al nombre reduit de mostres analitzades, no s’aprecii la
influéncia de cap de les variables independents sotmeses a estudi. Només s’ha observat
certa tendencia a la significanca quan comparem els resultats entre races (P = 0,079).

Les mostres analitzades en aquesta parroquia pertanyen a les segiients races (Taula 21).

Raca Animals analitzats =~ Animals positius Prevalenca (%)
BR+XBR 72 8 11,1
DB 5 1 20,0
G+XG 2 0 0
L+XL 1 0 0
X+XX 4 2 50,0

Taula 21. Distribucié de la prevalenga d’anticossos enfront N. caninum per races. Parroquia de la

Massana.
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Com s’ha fet anteriorment, ja que dues de les races presentaven menys de 3
animals mostrejats (G+XG i1 L+XL), han estat eliminades de I’analisi estadistic. Amb la
resta de races, 1’analisi estadistic va indicar la tendéncia a la significanca que hem

esmentat més amunt.

Es important destacar que 1’nica mostra seropositiva de ’estudi d’un mascle

reproductor pertany a aquesta parroquia (1 brau seropositiu de 2 mascles analitzats).

Sant Julia

A la Parroquia de St Julia, només es van analitzar 15 mostres 1’any 2004, de les
quals 3 eren seropositives (prevalenca= 20%). Tots els animals seropositius eren de raca
BR+XBR i nascuts a Andorra. Degut al baix nombre de mostres no s’ha realitzat cap

analisi estadistic intra-parroquia.
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Discussi6 general

L’estudi de la neosporosi a Andorra ha presentat una elevada seroprevalenca de
granges afectades pel parasit, ja que prop del 85% de les 26 explotacions estudiades han
presentat com a minim un animal seropositiu. A Canada i1 nord-oest d’Estats Units s’hi
presenten situacions similars, ja que gairebé el 100% de les explotacions de bovi de carn
estan exposades a N. caninum (Waldner et al,. 1998; Sanderson et al., 2000). A
Uruguay, un estudi recent sobre 229 explotacions ha obtingut una seroprevalenca una
mica menor del 69,2% (Banales et al., 2006). Estudis previs realitzats a Espafia sobre N.
caninum en bovi d’aptitut carnia (Quintanilla-Gozalo et al., 1999) obtenia una taxa
d’infeccio dels 55,1% dels ramats estudiats. M¢Es recentment, s’han observat taxes d’
infeccio als ramats d’un 46% de 372 explotacions a Espanya similars a les d’Alemanya
(41% de 106 explotacions). A Holanda s’ha obtingut una prevalenca del 61% a Holanda
(82 explotacions) (Bartels et al., 2006).

A més de ser una infeccid extesa, el fet de no trobar diferéncies estadisticament
significatives entre els nivells de seroprevalenga en els diferents anys de mostrejos ens

indica que la situacié de la neosporosi al Principat és endémica.

Tot 1 que gairebé totes les explotacions estan afectades, la prevalenca individual
d’infeccid en els ramat analitzats de maneig extensiu va ser relativament baixa, del
7,4% en comparaci6 amb 1’estudi realitzat a Espanya sobre ramats de carn, en el qual la
tassa de prevalenca individual va ser d’un 17.9% (Quintanilla-Gozalo et al., 1999) i del
15,8% (Bartels et al., 2006), mentre la taxa de prevalenga individual va ser de un 35.9%
en bovi de llet respectivament (Quintanilla-Gozalo et al., 1999). Un estudi anterior
realitzat a Andorra, en una explotaci6 concreta on es va demostrar un avortament causat
per N. caninum (Armengol et al., 2006) la seroprevalenca dels animals també va ser
baixa (prevalenca = 9,2%). Els valors baixos de seroprevalenca al Principat d’Andorra
podrien ser deguts al maneig extensiu dels animals. En els sistemes de produccid
extensius, la probabilitat de contacte amb ooquists seria menor comparat amb sistemes
de produccié de bovi de carn en intensiu o bé en bovi de llet, sistemes on el sistema de
pastura ¢és poc freqilient o nul. A més, en els sistemes intensius, la taxa de reposicio és

més elevada, fet que incrementa el risc de transmissio vertical.
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Neospora caninum afecta tan a bovins d’aptitud lletera com d’aptitud carnia
(Hoar et al., 1996; Waldner et al., 1998; 1999). Tot i aix0, si comparem els estudis
realitzats en bovi de carn amb els realitzats en bovi de llet, en general podem observar
prevalences més baixes en els ramats de bovi de carn (Quintanilla-Gozalo et al., 1999;
Venturini et al., 1999; De Merschman et al., 2000; Moore et al., 2002, Koiwai et al.,
2005; Bartels et al., 2006). Aquestes diferéncies entre bovi de llet i de carn no semblen
ser degudes a I’aptitud dels animals sind que, como s’ha indicat poden ser degudes
principalment al maneig de cadascun d’aquests sistemes de produccio. Tot i aixo, s’han
evidenciat diferéncies en I’extencid i severitat de les lesions observades en fetus
infectats amb Neospora caninum en bovins de diferent aptitud, amb lesions més greus i
evidents en el bovi de llet (De Meerschman et al., 2002), fet que sembla indicar

possibles diferéncies més profundes en la tendéncia de la infecci6 i dels seus efectes.

Cal remarcar que les prevalences varien molt segons els paisos o fins i tot regions
on hi ha localitzats els diferents ramats. Aquesta observacio, fa que a cada pais o regio els
factors de risc i I'impacte economic de la infeccid per Neospora siguin diferents en els
ramats (Caetano-da-silva et al., 2004). De fet, la seroprevalenca del Principat és superior
als resultats a Suécia en bovins d’aptitud lletera on la prevalenca és de només un 2-7%
(Bjorkman et al., 2000) i on a més s’ha observat que els avortaments deguts a N.

caninum son inferiors a 1’1% (Stenlund et al., 1999).

A D’analisi de regressid es va observar que a Andorra els animals majors de 4
anys de vida van tenir 1,64 cops més possibilitats de ser seropositius que el grup
d’animals més joves. Aquest resultat, ens indica que la via d’infeccié més important al
Principat és la via horitzontal, ja que com més temporades en extensiu passa I’animal (a
més avancada edat) a les zones de pastura, més probabilitats té de presentar
seropositivitat. Si no hi hagués hagut diferéncies en les seroprevalences dels diferents
grups d’edat, els resultats haguessin indicat que la via principal de transmissié de la
parasitacio per N. caninum dels bovins del Principat hauria estat la transmissio vertical.
En les explotacions de bovi lleter s’ha demostrat en diferents estudis que la via de

transmissio vertical és la via més important de transmissié de N. caninum (Paré et al.,
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1996; Schares et al., 1998; Davison et al., 1999; Stenlund et al., 1999; Lopez-Gatius et
al., 2004a). No obstant, igual com la situacié observada a Andorra, la transmissio
horitzontal sembla tenir major importancia de la que inicialment hom podia pensar. La via
de transmissio vertical permet mantenir la infeccio dins el ramat durant varies generacions
(Bjorkman et al., 1996; Wouda et al., 1998a) perd no és efectiva en un 100%. Diferents
estudis han demostrat 1’elevada eficacia de la via de transmissié vertical, pero un 5-7%
de la descendéncia de mares seropositives, pot ser seronegativa al naixement (Schares et
al., 1998; Davison et al., 1999), per tant, per tal que la infecci6 es mantingués
indefinidament en un ramat s’hi hauria de donar fenomens de transmissio horitzontal.
La via de transmissio horitzontal també és responsable de 1’aparici6 de brots
d’avortaments deguts a N. caninum a les explotacions i és la responsable d’infectar
explotacions indemnes a la malaltia i que practiquen 1’auto-reposicidé (McAllister et al.,

1996).

A més de les diferéncies d’edat en les prevalences establertes a Andorra, la
prevalenca que s’ha observat en els gossos de les explotacions sotmeses a estudi, tot i
ser un nombre reduit de gossos analitzats, és una prevalenca elevada i fa sospitar que la
via més provable d’infeccio en els bovins sigui el contacte amb ooquists excretats per
gossos de les explotacions, de les rodalies i també per canids salvatges. Tot i que la
guineu no ha estat confirmada com a HD, el fet que molt recentment s’hagin observat
ooquists en femtes de guineus al Canada (Wapenaar et al., 2006), indicaria que canids
silvestres com la guineu roja podrien actuar com a HD, mantenint aixi un cicle selvatic
de la infeccid (Almeria et al., 2002). Donat que les guineus son els canids silvestres més
freqiients a la zona i degut al sistema de producci6 bovina del Principat (llargues estades
dels bovins en semi-llibertat) que facilita ’accés de guineus a despulles de parts o
avortaments, podria provocar que aquests canids silvestres siguin eliminadors

d’ooquists a Andorra.
El consum de fetus avortats, mornats, etc per part de guineus durant les €poques

de pastura en zones d’alta muntanya ¢s habitual a la zona. Una altre possibilitat de

contacte amb ooquists pot ser degut als gossos de particulars que estan durant tot
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I’any a les prades de pastura de les explotacions, els gossos dels turistes a I’estiu a 1’alta
muntanya i els gossos de mushing a les pistes d’esqui durant 1’hivern. Cal recordar que

moltes pistes d’esqui son zones de pastura a I’estiu.

Amb les condiciones d’Andorra, la convivéncia estreta dels gossos amb els
bovins afavoriria la transmissid horitzontal de la infeccid. Per una part, el jac i els
aliments emmagatzemats (farratges 1 concentrat) contaminats amb ooquists provinents
de femtes de gossos infectats poden ser una font d’infeccié pels bovins, i1 per altra
banda, 1’accés facil a placentes, fetus avortats i restes d’animals morts infectats,
mantinguts als estables, seria la causa principal d’infeccié a HD. Cal remarcar que en
certes explotacions aquestes practiques son, fins i tot, incentivades pels ramaders
seguint la creenca que aixi s’estrenyen els vincles entre gossos d’atura i bestiar. En
aquest sentit, s’ha demostrat 1’alta associacid entre la preséncia de gossos a les
explotacions lleteres i la infeccié per N. caninum (Wouda et al., 1999). Aquests
resultats s’han de prendre molt en compte pel que fa a les mesures de control i

eradicacio de la neosporosi al Principat d’ Andorra.

Per corroborar la importancia de la via horitzontal, I’estudi d’una de les vaques
avortades i el seu fetus va indicar que amb tota probabilitat aquest tipus de transmissio
va ser la causant de 1’avortament. La vaca avortada havia resultat seronegativa a
neosporosi dos mesos abans de patir I’avortament, durant un mostreig rutinari de tot el
ramat, pero va ser seropositiva el mateix dia que va patir I’avortament i1 seguia essent
seropositiva en un mostreig posterior. Aquests resultats indicarien que 1’animal no havia
estat infectat per via vertical, ja que hauria estat positiu des del seu naixement, sin6 que
el contagi va ser via horitzontal, pel consum d’ooquists en aliment o aigua contaminats.
Tot i que s’han observat fluctuacions en els titols dels animals sotmesos a serologies, el
fet que I’animal continués essent seropositiu en mostrejos posteriors i que hem observat
una gran estabilitat dels mostrejos realitzats en tot el Principat, sembla indicar que
I’animal no havia tingut contacte amb el parasit quan es va realitzar el mostreig general

del ramat dos mesos abans de I’avortament. A més, els mascles reproductors d’aquesta
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explotaci6 sempre varen ser seronegatius a la infeccio i per tant la via seminal va quedar

descartada en aquest cas en particular.

La via seminal com a transmissio horitzontal de N. caninum pot ser possible
(Caetano-Silva et al 2004; Ferre et al., 2005) perd és molt poc provable (Dubey et al.,
2006, Serrano-Martinez et al., 2007). Tot i que el nombre de mascles sotmesos a estudi
va ser reduit, el fet que les diferéncies no siguin significatives en funcié del sexe ens
indica la mateixa probabilitat de contagi, tan en mascles com femelles, ja que els

mascles poden néixer de mares seropositives en igual proporci6 que les femelles.

La reduida taxa de mascles infectats es pot explicar per raons de maneig: molts
d’aquests mascles reproductors son comprats a Frang¢a (pais que fa anys té instaurat un
programa d’eradicacié de la neosporosi) i els mascles reproductors tenen una vida mitja
de 5 anys, dels quals només es destinen com a reproductors els darrers 3 anys. En
concret, en aquest estudi només un mascle va ser seropositiu. Aquestes dades 1 en
aquest cas en concret, en la situaci6 actual al Principat, la possibilitat d’una via seminal
capa¢ d’infectar altres animals, no comporta preocupacid, ja que I’Gnic mascle
seropositiu es va sacrificar als 3 mesos d’haver estat analitzat com a positiu. El ramat i
la vacada a que pertanyia aquest brau no han presentat valors de prevalenga més alts que

les altres parroquies.

A més de I’efecte de la edat i la via de transmissio horitzontal, un altre factor de
risc ha estat la zona comunal de pastura. La Parroquia d’Ordino amb una prevalenga del
8,5% ha estat 2,10 cops significativament més alta que els animals que pasturen a la
Parroquia d’Encamp (prevalenca= 6,6%), presa com a referéncia. El fet que els bovins
de cada parroquia pasturen en zones comunals concretes i exclusives de cada parroquia
durant els mesos d’estiu, ens confirma que les zones de pastura d’alta muntanya i les
seves particularitats enfront les altres (diferents activitats de conservacié de fauna
salvatge, turistiques, cinegetiques, esportives i de treball) poden influir en la prevalenca
de la neoporosi dels bovins del Principat d’Andorra. Els cérvols rojos comparteixen
arees de muntanya amb els bovins d’Andorra. Els cérvols es consideren un dels
principals reservoris de la infeccié per N. caninum a Ameérica i també s’han observat

anticossos en les especies presents a la peninsula iberica (Almeria et al., 2007). Altrament,
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la preséncia de guineus és important. El paper de les especies silvestres en el cicle
biologic del parasit i la seva importancia en relacié amb la transmissio de la infeccid no és
del tot clar, perd podria tenir implicacions importants en els nivells de prevalencga
d’infeccid del parasit en les explotacions de bovi que pasturen en arees compartides. Per
tant, les mesures de control a les explotacions també han de considerar els animals

salvatges.

Analitzant estadisticament totes les explotacions mostrejades, no es va observar
cap diferéncia significativa pel que fa a la prevalenga de N. caninum de les diferents
explotacions. Aix0 es podria explicar degut al sistema de gestié de la produccié bovina
al Principat, en la que el fet que un animal pertanyi a una explotacié determinada perd
importancia, ja que a la practica, sobn animals que estan més temps en pastures comunes
que no a la propia explotacio i aquest factor si que va ser significatiu en el model de

regressio analitzat.

Un altre dels factors de risc de la infeccio per N. caninum a Andorra ha estat la
raca, que ha influit en els nivells de seroprevalenga. S’ha observat que els animals de
raca llimosina i els seus creuaments presenten unes seroprevalences (prevalenca= 1,3%)
6,7 vegades més baixes que la resta de les races i els seus creuaments si prenem la raca
Bruna d’Andorra com a referéncia. Ja que en 16 de les 26 explotacions mostrejades hi
havia animals de raca llemosina i tamb¢ animals d’altres races i creuaments, els resultats
referents a la raga llemosina son representatius, i no sén deguts a la possible preseéncia

d’animals llemosins en pocs ramats d’alguna parroquia de prevalenga baixa.

Tot 1 que la majoria d’estudis no han trobat associaci6 entre neosporosi i la raga
(revisat per Caetano-da-Silva et al., 2004), a Suécia s’ha observat una associacid
significativa entre la infeccid per Neospora i la raga Blanca i Vermella Sueca, i a
Espanya amb les races més rustiques gallegues (Bartels et al., 2006). D’acord amb la
observacié de menys prevalenca de neosporosi en els animals de raca llemosina a
Andorra; resultats recents en bovi d’aptitud lletera ( raga Frisona), han observat que la

inseminaci6 de vaques seropositives amb semen de races carnies, especialment de raca
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llemosina, disminueix el risc d’avortament d’aquests animals (Lopez-Gatius et al.,
2005b). Aquests resultats suggeririen que certes races, en concret la llemosina, son

menys sensibles a la infeccio per N. caninum que d’altres.

Quan es varen analitzar de manera separada, els factors de risc a les parroquies
amb més mostrejos (Canillo i Encamp) varen ser els indicats en el model general de tot
el Principat, amb I’edat i la raga com a principals factors de risc. També és interessant
observar que a Encamp, una de les parroquies més mostrejades, a més d’aquests factors,
també¢ s’ha observat com a factor de risc I'origen dels animals; amb una prevalenca
major en els animals d’origen espanyol, fet que pot ser degut a la taxa de prevalenca a
Espanya 1 al fet que durant uns anys anteriors a 1’estudi, molts animals de la cabana
andorrana actual es varen comprar a Espanya. Actualment aquesta compra d’animals a
Espanya és molt menor. Tot i que es varen trobar diferéncies estadisticament
significatives entre les explotacions encampadanes, son degudes al maneig concret que
es dona en una de les explotacions, 1 que té els prats de dall i les pastures de primavera 1
tardor just al centre de la poblacio; fet important si tenim en compte que un gran nombre

d’habitants passegen els seus gossos en aquests prats sense recollir-ne les defecacions.

A les parroquies menys mostrejades, com Ordino, a diferéncia de Canillo i
Encamp, no es van observar diferéncies estadisticament significatives de les
seroprevalences per grups d’edat, per tant, no podem concloure que a la parroquia
d’Ordino la via de transmissio horitzontal fos la via més important de transmissio de la
parasitacio, perod la menor quantitat de mostres analitzades podria haver emmascarat
aquest efecte. Aquesta parroquia, com ja s’ha indicat, fou la que va presentar
seroprevalences més altes, fet que seria explicable per un major efecte de la transmissio
vertical del parasit. No obstant, no varem poder estudiar les genealogies dels ramats
degut a I’escassetat d’animals de diferents generacions en un mateix ramat, no podent
demostrar aquesta sospita. També a Ordino, s’han observat diferéncies entre
explotacions, que podrien ser explicades pel mateix motiu que les diferéncies

observades a la parroquia d’Encamp.
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En sintonia amb d’altres estudis publicats en bovi lleter (Hasler et al., 2006;
Pabon et al., 2007), la gran majoria dels animals analitzats de manera repetida durant
aquests anys d’estudi va mantenir el mateix estatus serologic durant tota la durada de
I’estudi (89,6%). La majoria dels animals que es varen trobar seropositius (ja fos des de
I’inici de I’estudi, ja fos una nova infeccid) varen seguir essent seropositius en els
segiients mostretjos tal i com s’ha observat amb anterioritat (Hietala and Thurmond
1999; Davison et al, 1999). Aquesta dada, ens indica una estabilitat de I’estat serologic
enfront N. caninum en una gran majoria dels animals analitzats de manera repetida
durant aquests anys d’estudi. Dels 39 animals del total de analitzats com a minim dues
vegades 1 que varen presentar resultats variables, 22 animals havien estat seronegatius
en els mostrejos inicials 1 varen seroconvertir en analisis posteriors (5,9% del total dels
animals analitzats en, almenys, dos mostrejos). Aquest fet ens indicaria que aquests
animals han estat contagiats per N. caninum per via de transmissié horitzontal (ingesta
d’ooquists), corroborant la importancia de la via horitzontal de transmissié en els
ramats, esmentada anteriorment. Tamb¢ s’ha pogut observar que titols elevats
d’anticossos anti- N. caninum poden persistir durant anys (Stenlund et al., 2003, Pabon
et al., 2007).

També ha estat possible la observacié de fluctuacions d’aquests anticossos
durant la gestacid de les mares o entre les diferents preses de mostres, tal 1 com ha
succeit en diversos estudis que s’han realitzat (Quintanilla-Gozalo et al., 2000; Maley et

al., 2001; Trees et al., 2002). No obstant, aquest fet s’ha observat en pocs animals.

Un estudi recent basat en mostrejar bovins de raga lletera anualment durant tres
anys, indicava un 3,2% de seroconversi6é (Pabon et al., 2007). Aquests parametres de
seroconversio indiquen que la seropositivitat enfront N. caninum pot ser molt estable al
llarg del temps. Aquestes dades, reforcen encara més I’efectivitat que tenen els
mostrejos anuals dels ramats, ja que s’hi pot observar I’efectivitat de les mesures de
control preses, instaurar-ne de noves o introduir modificacions a les mesures ja

establertes.
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Tot 1 reflectir una prevalenga individual relativament baixa, es va observar la
relaci6 de seropositivitat amb 1’existéncia de problemes reproductius en els pocs
animals de que es disposava de dades reproductives. Tal i com succeeix en les races
d’aptitud lletera, no tots els animals seropositius varen presentar problemes
reproductius. Les causes del per qué uns animals seropositius avorten i d’altres no, no
son clares, tot 1 que se sospita que sigui degut a fendomens multicausals. Factors com els
nivells d’anticossos durant la gestacio (Paré et al.,, 1997), infeccions viriques
concurrents com el BVD (Bjorkman et al., 2000), agents immunosupressors presents en
aliments mal conservats (Bartels et al., 1999) o factors hereditaris (Bjorkman et al.,
1996), sembla que podrien contribuir a augmentar el risc d’avortament en animals

infectats per Neospora.

Sovint, les causes d’avortament son dificils de determinar. Només s’obté un
diagnostic definitiu en un 23-46% dels avorts sotmesos a técniques de diagnostic
laboratorial (Kirkbridge,1992). Es considera que la majoria d’avortaments, especialment
durant el primer trimestre, son deguts a causes no infeccioses com alteracions
genétiques, teratogéniques, desordres nutricionals, situacions derivades del maneig,
condicions ambientals, plantes toxiques, asincronia hormonal, corticoesteroides,
problemes fisics, endotoxines (Larsson,1996). Els agents infecciosos com virus,
bacteris, fongs, llevats o protozous poden provocar avortaments (Barr and Anderson,
1993; Larsson, 1996) essent més freqiients a partir del segon trimestre de gestacid. El
virus de la diarrea virica bovina (BVD), Listeria monocitogenes, Brucella abortus,
Chlamydia spp, Leptospira hardjo, Tritrichomonas foetus, Ureaplasma diversum i
herpesvirus bovi tipus 1 (BHV-1), IBR i especialment N. caninum son agents de
distribuci6 mundial causants d’avortaments. En general, les causes d’avortament en
bovins d’aptitud carnia en extensiu sén encara més desconegudes que en les races
d’aptitud lletera, degut sobretot a la dificultat d’obtenir teixits avortats en bones condicions
1 a problemes d’identificacio dels animals que han patit I’avortament (Dubey, 2005). A
part de Neospora, altres causes principals d’avortament a Andorra soén BVD 1 IBR. Tot i
aixo, tal i com s’ha indicat anteriorment, els animals estan integrats en programes
vacunals estrictes enfront aquests agents virics. Aquestes vacunacions i el diagnostic

d’antigen
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viric en algunes de les mostres estudiades ens permeten descartar practicament aquests

virus com a causa d’avortament d’aquests bovins estudiats.

A Espanya, diferents estudis han determinat que entre el 27% 1 el 57% dels
avortaments diagnosticats eren deguts a N. caninum (Gonzalez et al., 1999; Pereira-
Bueno et al., 2003). Durant 1’estudi realitzat al Principat d’Andorra, un 61,53% dels
fetus avortats analitzats varen ser positius a N. caninum mitjangant el diagnostic per

PCR.

El procediment més complert de diagnostic de la neosporosi sembla ser el que es
basa en estudis histologics per tal d’evidenciar lesions associades a N. caninum, i un cop
detectades aquestes lesions, confirmar la preséncia del parasit mitjancant técniques de
IHC o PCR. Desafortunadament en moltes ocasions no varem poder analitzar els teixits
histologicament degut al seu estat d’autolisi, i només varem analitzar part del SNC,
degut a que ¢és I’0rgan d’eleccid per a confirmar la preséncia del parasit - la majoria de
les lesions 1 presencia del parasit en els fetus diagnosticats, es presenten al SNC, degut
al neurotropisme caracteristic de N. caninum - (Dubey, 1999b). Varem observar una
bona relacid entre la serologia de la mare en el moment de patir ’avortament i el
diagnostic de N. caninum mitjangant PCR. D’un total de 8 parelles fetus-mare en qué es
coneixia I’estatus serologic de la mare, 3 fetus procedents de mares seropositives varen
donar resultat positiu a PCR i 4 fetus avortats per mares seronegatives varen resultar ser
negatius al diagnostic per PCR. Ha estat d’interés un cas en que¢ la mare va resultar ser
seronegativa en el moment de patir I’avortament pero el SNC del fetus va donar resultat
positiu a PCR. S’han pogut observar resultats similars en casos concrets de bovins de
raca lletera (Nogareda et al. 2007). Una explicacid possible sigui que la vaca estava en
mala condici6 corporal i el seu estat fisiologic no era bo, fet que podria impedir la
preséncia d’anticossos enfront del parasit en el moment de 1’avortament. Tot 1 que es
presenten pocs casos com aquest, suposen certa preocupacid per aconseguir diagnostics

acurats.

En un dels fetus amb lesions compatibles amb una infeccié per Neospora, no

se’n va poder confirmar la preséncia, ja que la mostra serologica de la mare en el
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moment de I’avortament va ser negativa, aixi com també varen ser negatives les proves
de PCR i IHC practicades en teixits del fetus avortat. En aquest cas, N.caninum pot ser

descartada amb molta probabilitat com a causa d’aquest avortament.

Tot i que hi ha estudis que indiquen que I’eliminacié d’animals seropositius a N.
caninum en explotacions on no hi ha problemes d’avortaments deguts a N. caninum no
ajuda a eradicar el parasit del ramat (Hernandez et al., 2002), en el nostre cas, con¢ixer
I’estat serologic dels bovins del Principat d’Andorra, ens ha estat 1til per conéixer la
situacio del pais enfront aquesta malaltia i ens permet establir pautes de control i
eradicacio de la neosporosi al Principat, tal i com s’ha demostrat en estudis anteriors
realitzats sobre explotacions lleteres ( Dijkstra et al., 2003; Larson et al., 2004; Lopez

Gatius et al., 2004a).

Cada quadre d’avortament suposa una pérdua economica important pel ramader,
que es reflecteix en costos de veterinari, tractament de 1’animal, analitiques 1 costos
d’oportunitat referents a 1’engreix, problemes reproductius, perdua de reposicio, etc. A
Andorra hi ha primes economicament importants destinades a vaques adultes en
produccid, a vedelles nascudes destinades a la reposicid i a animals destinats al
programa de Carn de Qualitat d’Andorra. Per aixd, i basant-nos en Armengol et al.,
(2006) una vaca avortada suposa una perdua economica pel ramader d’entre 950 1 1400

euros, depenent de si I’animal nascut hagués estat destinat a reposicio o a engreix.
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Plans d’actuacid

Havent analitzant els resultats obtinguts en aquest estudi, plantegem els segiients

plans d’actuaci6 diagnostica i de control del parasit a les explotacions andorranes:

Pla d’actuacié diagnostica dels parasit

En futurs casos d’avortaments amb sospita d’infeccid per N. Caninum es recomana:

1. Diagnostic serologic de N. caninum de la mare.

2. Diagnostic serologic de N. caninum del fetus avortat.

3. Diagnostic serologic de N. caninum del ramat a qué pertany 1’animal
avortat. Seguiment periodic (semestral o anual).

4. Diagnostic histopatologic del fetus. Demostrar la preséncia de N.
caninum en teixits i organs diana del fetus avortat: SNC, cor, fetge i
pulm6. Analisi de lesions i confirmacié de la preséncia del parasit
mitjancant [HC, PCR o ambdues.

5. Diagnostic histopatologic de [’adult. Demostrar la preséncia de N.

caninum en teixits maternals: placenta si €s possible.

Pla de control del parasit a les explotacions

1. Mares adultes seropositives: controlar i eliminar les secundines en parts
normals i avortaments. Monitoritzar la produccié d’aquests animals,
sobretot de la descendéncia i les dades reproductives.

2. Descartar vedelles filles o nétes de vaques seropositives per a reposicio.
Serologia a partir dels 6 mesos de vida, si I’interés reproductiu és elevat.

3. Controlar I’accés de gossos foranis i canids salvatges a les pastures i
zones d’alimentacid i magatzems aliment de 1’explotacio.

4. Control serologic dels gossos de 1’explotacid. Restringir el contacte entre
gossos 1 el ramat (especial vigilancia en instal.lacions del peripart i
alimentacio).

5. Control higiénic d’aigua, pinso i farratges.
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Convencer al ramader de la importancia d’una bona profilaxi: serologia
anual de tots els bovins majors de 6 mesos, diagndstic de tots els
avortaments sempre que sigui possible, serologia de reposicid6 comprada

en d’altres explotacions (preferiblement en origen).

Mesures de control de practica general

1.

A

Serologies peridodiques dels bovins majors de 6 mesos d’edat destinats a
la reproduccié. Considerem important controlar els mascles reproductors
que siguin seropositius tot i que la via seminal es molt limitada o nula.
Serologia dels gossos d’atura.

Eliminaci6 acurada de despulles de parts i avortaments.

Monitoritzaci6 de la genealogia dels animals.

Control rigorés de carnivors, especialment canids, a pastures, magatzems

1 instal.lacions.

Mesures concretes derivades d’aquest estudi per erradicar la preséncia de N. caninum

als bovins del Principat

Les mesures que es proposen en aquest apartat s’han definit assumint la realitat

practica del sistema productiu bovi d’Andorra, que comporta unes condicions

d’estandaritzacié de raga de tota la cabana bovina del pais (Bruna d’Andorra) i uns

estandars de produccio semi-extensiva concrets (Segell Carn de Qualitat d’Andorra).

1. Estandarditzaci6 dels criteris de creuaments: Mares reproductores de raca Bruna

d’Andorra. Braus de raga Bruna d’Andorra i llemosina. Tal i com hem vist en

aquest 1 altres estudis realitzats, els animals de raca llemosina i els seus

creuaments presenten menor taxa d’infeccid que les altres races. Si a aquesta

observacid li afegim 1’avantatge que és una de les races carnies amb més facilitat

de part, creiem important fer s d’aquests braus en femelles seropositives o

sospitoses de ser seropositives a N. caninum i/o femelles de primer part o de

tamany petit.
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2. Conservar els criteris de separacié per grups d’edat a les pastures d’alta

muntanya: La pastura separada dels animals joves en llocs poc accessibles, a
part d’afavorir un bon maneig de 1’edat del primer i segon parts del ramat, limita
I’accés a aquestes pastura de gossos de manera important. Pastures on no hi
arriben turistes, cagadors.

3. Informacio de la poblacié i limitacido dels gossos a les zones de pastura: La

instal.laci6 de cartells informatius per restringir el pas de gossos en
determinades pastures, demanar col.laboracié dels propietaris de gossos
(recollida dels excrements) informant dels riscos sanitaris pels bovins; pot ser

una mesura important pel control de la malaltia i poc costosa econdmicament.

En conclusio, I’eradicaciéo de N. caninum a Andorra és possible, sempre i quan

s’exerceixi un control estricte sobre les pastures i I’accés que hi puguin tenir els HD.
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Conclusions de ’estudi

Neospora caninum és present en un percentatge elevat a les explotacions de bovi
d’aptitud carnia del Principat d’Andorra (més del 84% dels 26 ramats analitzats
han presentat almenys un animal seropositiu) i la situacid de I’infeccio ¢€s

endémica.

La taxa d’infeccié individual als ramats és baixa, amb una seroprevalenga

mitjana del 7,4%.

Els principals factors de risc que afecten la seroprevalenca individual dels
bovins del Principat d’Andorra sén: 1’edat de I’animal, la Parroquia a que

pertanyen i la raca.

Els animals majors de 4 anys de vida tenen 1,64 cops més possibilitats de ser
seropositius que els animals mes joves, indicant que la principal via de

transmissio de la infecci6 als ramats d’ Andorra és la via horitzontal.

Les zones de pastura d’alta muntanya i les seves particularitats influeixen en la

prevalenca de la neoporosi dels bovins del Principat d’ Andorra.

Existeixen diferéncies entre races en quant a la susceptibilitat de contraure la
malaltia. Els animals de raca llemosina i els seus creuaments presenten unes
seroprevalences 6,7 vegades més baixes que la resta de les races i els seus

creuaments.

Es va a observar una alta estabilitat de I’estat serologic enfront N. caninum en la
majoria dels animals analitzats de manera repetida durant 1’estudi, a més titols

elevats d’anticossos contra N. caninum poden persistir durant almenys 4 anys.
Neospora caninum és causa d’avortaments a les explotacions del Principat

causant perdues economiques importants. Un 61,53% dels fetus avortats

analitzats varen ser positius a N. caninum mitjangant el diagnostic per PCR.
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