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Resumen  A  pesar  de  su  importancia,  el  diagnóstico  etiológico  del  aborto  en  bovinos  repre-
senta un  desafío  técnico  para  los  veterinarios  clínicos  y  laboratoristas,  en  parte  debido  a  la
dificultad  de  recuperar  los  fetos  abortados  en  condiciones  extensivas  de  campo.  Dicha  difi-
cultad limita  la  posibilidad  de  detectar  tempranamente  los  vientres  abortados  y  de  efectuar
la investigación  patológica  y  microbiológica  de  los  abortos.  Neospora  caninum  es  un  proto-
zoario cosmopolita  identificado  como  uno  de  los  principales  agentes  abortigénicos  en  bovinos.
En este  estudio  proponemos  una  aproximación  seroepidemiológica  para  diagnosticar  abortos
por N.  caninum  en  bovinos  lecheros  usando  kits  de  ELISA  comerciales.  Se  procesaron  mues-
tras de  entre  12  y  93  vacas  y/o  vaquillonas  con  (casos)  y  sin  (controles)  historia  reciente  de
aborto en  4  tambos  comerciales  de  Uruguay.  La  proporción  controles:casos  analizados  varió
entre 1:1  y  4,6:1.  Las  muestras  (n  =  230)  fueron  analizadas  mediante  3  kits  comerciales  para
la detección  de  anticuerpos  IgG  anti-N.  caninum.  En  los  4  tambos  la  proporción  de  vacas  y/o
r  cualquier  kit  fue  significativamente  mayor  en  los  casos  respecto
o  =  5,13  a  36;  p  =  0,0002  a  0,0485).  La  concordancia  entre  los  kits
eficiente  Kappa  de  Cohen  =  0,58  a  0,83).  Concluimos  que,  a  pesar
ncia  entre  estos  kits,  el  empleo  de  todos  ellos  permitió  arribar  a
vaquillonas  seropositivas  po
de los  controles  (odds  rati
varió de  débil  a  fuerte  (co
de la  imperfecta  concorda
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conclusiones  similares  respecto  de  la  asociación  estadísticamente  significativa  entre  seroposi-
tividad a  N.  caninum  y  aborto,  lo  que  demuestra  la  utilidad  de  estos  kits  para  la  aproximación
diagnóstica  del  aborto  a  nivel  poblacional  en  condiciones  de  campo.
© 2019  Asociación  Argentina  de  Microbioloǵıa.  Publicado  por  Elsevier  España,  S.L.U.  Este  es  un
art́ıculo Open  Access  bajo  la  licencia  CC  BY-NC-ND  (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).
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A  comparative  study  of  commercial  ELISAs  for  antibody  detection  in  the  diagnostic
investigation  of  Neospora  caninum-associated  abortion  in  dairy  cattle  herds  in
Uruguay

Abstract  Bovine  abortion  causes  considerable  economic  losses  to  the  livestock  industry  world-
wide and  is  of  concern  for  public  health  and  food  safety,  given  that  many  abortigenic  infectious
agents of  cattle  are  zoonotic.  Despite  its  importance,  the  etiological  diagnosis  of  abortion  in
cattle is  challenging  both  for  veterinary  practitioners  and  laboratory  technicians,  partly  due
to the  difficulty  in  recovering  aborted  fetuses  under  extensive  field  conditions  for  pathological
and microbiological  diagnostic  investigation,  and  in  the  early  identification  of  aborted  dams.
Neospora caninum  is  a  cosmopolitan  protozoon  identified  as  one  of  the  main  abortigenic  agents
in cattle  worldwide.  In  this  study  we  propose  a  comparative  seroepidemiological  approach  for
the diagnosis  of  abortion  by  N.  caninum  in  dairy  cattle.  Samples  from  12  to  93  cows/heifers  with
and without  recent  history  of  abortion  (cases  and  controls)  in  four  commercial  dairy  farms  were
tested. The  ratio  of  controls  to  cases  tested  varied  from  1:1  to  4.6:1.  All  samples  (n  =  230)  were
analyzed by  three  commercial  ELISA  kits  for  the  detection  of  anti-N.  caninum  antibodies.  In  all
four dairy  farms,  the  proportion  of  seropositive  cows  and/or  heifers  per  kit  was  significantly
higher in  the  cases  than  in  the  controls  (Odds  Ratios  =  5.13  to  36,  p  =  0.0002  to  0.0485).  The
agreement among  the  three  kits  varied  from  weak  to  strong  (Cohenś  kappa  coefficients  =  0.58
to 0.83).  We  conclude  that,  despite  the  imperfect  agreement  between  these  kits,  all  of  them
allowed to  arrive  at  similar  conclusions  regarding  the  statistical  association  between  N.  cani-
num seropositivity  and  abortion,  thus  representing  a  useful  tool  for  the  diagnostic  approach  at
the population  level  under  field  conditions.
© 2019  Asociación  Argentina  de  Microbioloǵıa.  Published  by  Elsevier  España,  S.L.U.  This  is  an
open access  article  under  the  CC  BY-NC-ND  license  (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).
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eospora  caninum  es  un  protozoario  intracelular  obligado
el  filo  Apicomplexa  y  es  una  de  las  principales  causas  iden-
ificadas  de  aborto  en  bovinos  de  todo  el  mundo11. Este
arásito  tiene  un  ciclo  heteroxeno  en  el  que  los  hospe-
eros  definitivos  son  los  caninos  (perros,  lobos,  coyotes  y
ingos),  que  eliminan  ooquistes  infecciosos  en  las  heces12,

 horizontalmente  son  transmitidos  por  vía  digestiva  a  una
ran  variedad  de  hospederos  intermediarios,  como  bovinos,
enados,  ovinos,  búfalos,  roedores,  aves  y  caballos11.  En
os  bovinos  también  ocurre  frecuentemente  la  transmisión
ertical  por  vía  transplacentaria,  con  tasas  reportadas  de
0-95%  entre  los  terneros  nacidos  de  vacas  seropositivas31,

 es  esta  una  de  las  principales  vías  de  perpetuación  trans-
eneracional  del  agente  en  los  rodeos.  Dado  que  se  carece
e  tratamientos  específicos  o  vacunas  eficaces  para  la  pre-
ención  del  aborto  por  neosporosis  bovina,  el  control  de
a  enfermedad  está  prácticamente  restringido  a  la  detec-

ión  serológica  y  eliminación  de  los  bovinos  infectados  de
os  rodeos,  y  a  evitar  el  contacto  entre  el  alimento  de
os  bovinos  y  la  materia  fecal  de  los  huéspedes  definitivos
otencialmente  eliminadores  de  ooquistes.

(
p
y
2

A  nivel  global  se  estima  que  las  pérdidas  económicas
nuales  por  neosporosis  bovina  oscilan  entre  los  633,4  y
.380,1  millones  de  dólares30. Los  países  sudamericanos,  con
conomías  agroexportadoras  y  donde  el  agente  está  amplia-
ente  difundido26, no  escapan  a  esta  situación.  En  Argentina

 Brasil  las  pérdidas  anuales  por  neosporosis  bovina  se  han
stimado  en  rangos  de  51,8  a  142,9  y  99,4  a  223  millones
e  dólares,  respectivamente30.  En  Argentina  estas  pérdidas
nicamente  en  la  Pampa  Húmeda  son  de  alrededor  de  15,62

 119,35  millones  de  dólares  para  la  ganadería  lechera,  y  de
,13  a  42,1  millones  de  dólares  para  la  ganadería  de  carne28.

A  pesar  de  que  la  neosporosis  está  ampliamente  distri-
uida  en  rodeos  bovinos  de  Uruguay,  las  pérdidas  económicas

 ella  asociadas  no  han  sido  determinadas.  Estudios
eroepidemiológicos  publicados  en  Uruguay  reportaron  pre-
alencias  de  anticuerpos  anti-N. caninum  que  varían  entre
1,3%  y  76,8%  en  distintos  predios  (prevalencia  media  de
odeos),  y  de  13%  a  28%  a  nivel  individual,  tanto  en  ganado
e  carne  como  de  leche3,16,21,29,32.  Un  estudio  más  reciente

2015)  de  representatividad  nacional  indicó  prevalencias
rediales  de  86,5%  y  96%  para  establecimientos  de  carne

 leche,  respectivamente,  y  prevalencias  individuales  de
2,3%  en  ganado  lechero  y  14,3%  en  ganado  de  carne  (Dr.
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Comparación  de  ELISAs  comerciales  para  detección  de  antic

Federico  Fernández,  MGAP,  comunicación  personal,  2018).
Asimismo,  una  gran  proporción  de  los  abortos  bovinos  diag-
nosticados  en  laboratorios  veterinarios  del  país  son  causados
por  este  agente3,13,21,24,  en  forma  similar  a  lo  reportado  en
Argentina6,27 y  en  el  Sur  de  Brasil23.

El  diagnóstico  etiológico  del  aborto  bovino  es  complejo  y
requiere  del  examen  de  laboratorio  de  fetos  y  placentas  de
vacas/vaquillonas  abortadas17,  incluyendo  el  examen  pato-
lógico  macroscópico  e  histológico  y  una  amplia  variedad  de
pruebas  microbiológicas  para  la  detección  de  los  agentes
infecciosos  abortigénicos8.  En  los  laboratorios  de  diagnós-
tico  veterinario  en  América  del  Sur,  la  posibilidad  de  realizar
algunas  de  estas  pruebas  es  limitada.  El  correcto  diagnóstico
etiológico  del  aborto  es  fundamental  para  controlar  y  preve-
nir  estas  pérdidas,  que  impactan  no  solo  en  la  economía  del
productor,  sino  también  en  la  salud  pública  y  la  seguridad  ali-
mentaria,  considerando  que  varios  de  los  microorganismos
causales  de  aborto  en  bovinos  son  zoonóticos.

En  producciones  ganaderas  extensivas,  como  las  que
existen  en  la  mayoría  de  los  países  sudamericanos,  la
recuperación  de  fetos  y  placentas  producto  de  abortos
espontáneos  antes  de  que  sean  depredados  o  descompues-
tos  representa  un  desafío  adicional  para  el  diagnóstico
etiológico8.  Sin  embargo,  la  identificación  de  animales  que
perdieron  la  gestación  suele  ser  simple  a  través  de  un  exa-
men  visual  y/o  clínico  de  campo  realizado  por  veterinarios
o  productores  agropecuarios;  esto  permite  la  obtención  de
muestras  de  sangre  o  leche  de  estos  animales  para  el  análisis
de  laboratorio.  Por  tal  motivo,  para  el  diagnóstico  indi-
recto  de  infección  por  N.  caninum,  un  enfoque  serológico
poblacional  basado  en  la  detección  de  anticuerpos  en  suero,
plasma  o  leche2 de  vacas/vaquillonas  abortadas  vs.  no  abor-
tadas  usando  ensayos  de  inmunoabsorción  ligados  a  enzimas
(ELISA)  puede  ser  de  utilidad  para  la  aproximación  diagnós-
tica  de  los  abortos  causados  por  este  agente33.  Las  pruebas

de  ELISA  demuestran  un  alto  rendimiento  en  términos  de
sensibilidad  y  especificidad2,  y  se  encuentran  disponibles
comercialmente  en  Sudamérica  a  través  de  una  variedad  de
proveedores  que  importan  kits  producidos  principalmente

S

T
t

Tabla  1  Población  animal  investigada  mediante  diferentes  kits  co
contra N.  caninum

Tambo  Total  de
bovinos  en
el rodeo

N.◦ de
bovinos
abortados
analizados

N.◦ de
bovinos
controles
analizados

R
c

A  2.000  31  62  H

B 200  6  6  H
c
H

C 300  12  55  H

D 1.505  19  39  H
c
H
J

Total 4.505  68  162  -

Vc: vaca; Vq: vaquillona; ND: no determinado.
os  contra  N.  caninum  109

n  Europa  y  EE.  UU.  Sin  embargo,  estas  pruebas  no  siempre
an  sido  adecuadamente  validadas  en  nuestra  región.

El  objetivo  de  este  trabajo  es  describir  y  evaluar  la  uti-
idad  de  una  estrategia  serológica  poblacional  usando  kits
omerciales  basados  en  ELISA  para  la  investigación  diag-
óstica  del  aborto  bovino  asociado  a N.  caninum,  con  el
n  último  de  disponer  de  una  herramienta  práctica  y  fácil
e  aplicar  e  interpretar  por  médicos  veterinarios  clínicos  y
aboratoristas,  sobre  todo,  para  ser  incorporada  en  rodeos
onde  no  es  posible  recuperar  los  fetos  abortados  para  la
nvestigación  de  laboratorio.

ateriales y  métodos

rigen  de  las  muestras

e  evaluaron  muestras  de  suero  bovino  almacenadas  en  un
anco  de  sueros  congelados  (−20 ◦C)  en  la  Plataforma  de
nvestigación  en  Salud  Animal  de  INIA  La  Estanzuela,  Colo-
ia,  Uruguay.  Se  seleccionaron  aquellas  muestras  provenien-
es  de  episodios  de  aborto  espontáneo  en  tambos,  siempre
ue  se  contara  con  sueros  de  vacas/vaquillonas  aborta-
as  recientemente  (casos)  y  sueros  de  vacas/vaquillonas
o  abortadas  (controles)  obtenidos  contemporáneamente  en
n  mismo  predio.  Las  muestras  que  cumplieron  con  estas
ondiciones  correspondieron  a  episodios  independientes  de
borto  espontáneo  en  ganado  lechero,  ocurridos  en  4  esta-
lecimientos  agropecuarios  (aquí  denominados  tambos  A,  B,

 y  D)  de  Uruguay.  Las  muestras  habían  sido  obtenidas  por  los
eterinarios  asesores  de  dichos  establecimientos  y  enviadas
l  laboratorio  de  INIA,  La  Estanzuela.  La  información  sobre
l  número  total  de  animales  de  cada  rodeo  y  el  número  de
nimales  analizados,  así  como  las  tasas  de  aborto  y  otros
atos  de  interés  se  resumen  en  la  tabla  1.
erología

odas  las  muestras  de  suero  se  descongelaron  a  tempera-
ura  ambiente  y  se  analizaron  mediante  3  kits  comerciales

merciales  basados  en  ELISA  para  la  detección  de  anticuerpos

aza  y
ategoría

Tasa  de
aborto

Fecha  del
muestreo

Departamento

olstein,  Vq  15,5%  Abr,  2017  Colonia
Colonia

olstein  y
ruza
olstein,  Vq

3%  Nov,  2017

olstein,  Vc  ND
(>  5%)

Dic,  2017  Lavalleja

olstein  y
ruza
olstein  x
ersey,  Vc

16,3%  Dic,  2018  Florida

 -  -  -
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10  

e  ELISA  indirecto  siguiendo  las  recomendaciones  de  sus
abricantes.  Estos  kits,  que  detectan  anticuerpos  isotipo
gG  específicos  contra  N.  caninum,  han  sido  utilizados  pre-
iamente  y  comparados  con  otras  pruebas  serológicas  y
erotecas  de  referencia  en  varias  publicaciones1,2,18,  las
ue  reportan  un  desempeño  adecuado.  Estos  fueron  los  kits
tilizados:  1)  LSIVet,  Bovine  Neosporosis  Advanced  Serum
LISA  Kit,  Thermo  Fisher  Scientific,  Lelystad,  Países  Bajos;
)  Hipra,  CIVTEST® BOVIS  NEOSPORA,  Girona,  España; y  3)
ioX  Diagnostics,  NEOSPORA  CANINUM  ELISA  KIT,  Rochefort,
élgica.  Para  la  elaboración  de  los  kits  1  y  2  se  utilizan  lisa-
os  de  taquizoítos  de  N.  caninum  como  antígeno,  mientras
ue  para  el  kit  3  se  utiliza  una  proteína  recombinante  de  N.
aninum  (NcSRS2).

Se  empleó  un  espectrofotómetro  (MultiskanTM FC  Micro-
late  Photometer,  Thermo  Fisher  Scientific)  para  la  lectura
e  la  densidad  óptica  (DO)  de  cada  pocillo  de  las  micropla-
as,  con  filtros  de  450  nm  para  los  kits  1  y  3,  y  de  405  nm
ara  el  kit  2,  como  indican  las  instrucciones  de  cada  kit
omercial.  Para  obtener  los  resultados,  se  leyeron  las  DO
e  los  sueros  controles  positivos  y  negativos  provistos  con
ada  kit  y  las  DO  de  las  muestras,  y  se  aplicaron  las  fór-
ulas  recomendadas  por  los  fabricantes.  Las  muestras  de

uero  analizadas  con  los  kits  1  y  3  fueron  clasificadas  como
egativas  o  positivas.  El  kit  2  clasifica  sus  resultados  en  3
ategorías:  positivo,  sospechoso  o  negativo.  Los  resultados
ndividuales  para  cada  animal  se  registraron  en  una  planilla
e  Microsoft  Excel®.

nálisis  estadísticos

e  calculó  el  porcentaje  de  animales  seropositivos  para
ada  tambo  con  cada  kit.  Para  este  cálculo  los  resulta-
os  sospechosos  con  el  kit  2  fueron  considerados  como  no
ositivos,  por  lo  tanto,  el  número  de  animales  sospecho-
os  fue  incluido  en  el  denominador.  Los  resultados  fueron
nalizados  empleando  modelos  lineales  generalizados  mix-
os  (Proc.  GLIMMIX,  SAS  Studio  v3.6,  SAS  Institute  Inc.,  Cary,
C,  EE.  UU.).  El  kit  de  ELISA  empleado,  el  tambo  y  la  inter-
cción  entre  esas  2  variables  fueron  incluidos  como  efectos
jos,  y  el  animal  fue  considerado  como  efecto  aleatorio.  Se
sumió  una  distribución  binomial  de  la  variable  respuesta

 una  función  de  ligadura  logit. Cuando  fue  necesario  las
omparaciones  múltiples  se  ajustaron  utilizando  el  método
e  honestly-significant-difference  de  Tukey-Kramer.  Los
ntervalos  de  confianza  (IC)  al  95%  se  calcularon  empleando
l  método  de  la  razón  de  verosimilitud.

Además,  los  resultados  se  evaluaron  en  el  contexto  de
a  historia  de  aborto  de  cada  bovino  analizado,  en  forma
ndependiente  en  cada  uno  de  los  4  establecimientos,  y
e  calcularon  las  razones  de  probabilidades  (odds  ratio
OR])  para  estimar  el  riesgo  de  aborto  en  forma  rela-
iva  al  estatus  serológico  utilizando  un  software  estadístico
e  libre  acceso,  disponible  online  (MedCalc  Free  Statisti-
al  Calculators,  Medcalc  Software  bvba,  Ostend,  Bélgica,
ttps://www.medcalc.org/calc/odds  ratio.php).  Para  este
álculo  los  animales  seropositivos  con  historia  reciente  de
borto  se  computaron  como  expuestos  positivos  (celda  a),

os  seropositivos  sin  historia  reciente  de  aborto  como  posi-
ivos  controles  (celda  c),  los  seronegativos  con  historia
eciente  de  aborto  como  expuestos  negativos  (celda  b),  y
os  seronegativos  sin  historia  reciente  de  aborto  como  no
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xpuestos  negativos  (celda  d).  Se  registró  la  OR,  el  IC  del
5%  y  el  valor  de  p,  considerando  p  <  0,05  para  estable-
er  la  significación  estadística.  Los  resultados  sospechosos
ara  el  kit  2  en  los  4  tambos  fueron  desestimados  para  este
nálisis  estadístico  (solo  se  incluyeron  los  positivos  y  los
egativos).

Por  último,  la  concordancia  entre  los  3  kits  de  ELISA
e  evaluó  sobre  la  base  del  porcentaje  de  acuerdo  posi-
ivo,  negativo  y  total10 y  mediante  el  coeficiente  kappa  (K)
e  Cohen  (Proc.  FREQ,  SAS  Studio  v3.6,  SAS  Institute  Inc.,
ary,  NC,  EE.  UU.).  Los  valores  de  K  fueron  interpretados
egún  McHugh25,  como  sigue:  K =  0-0,20,  sin  concordancia;

 =  0,21-0,39,  concordancia  mínima;  K  =  0,40-0,59,  con-
ordancia  débil;  K =  0,60-0,79,  concordancia  moderada;

 =  0,80-0,90,  concordancia  fuerte;  y  K  >  0,90,  concordan-
ia  casi  perfecta.  Los  resultados  sospechosos  para  el  kit

 en  los  4  tambos  también  fueron  desestimados  para  este
nálisis.

esultados

el  total  de  animales  analizados  (n  =  230),  112  (48,7%)  fue-
on  positivos  con  el  kit  1,  110  (47,8%)  con  el  kit  2 y  138
60,0%)  con  el  kit  3  (tabla  2).  La  proporción  de  animales
eropositivos  difirió  significativamente  entre  kits  (p  <  0,01),
ero  no  entre  tambos  (p  =  0,43).  El  porcentaje  de  seropositi-
idad  fue  significativamente  mayor  con  el  kit  3  respecto  de
os  kits  1  y  2  (p  <  0,01),  mientras  que  este  no  difirió  entre
os  kits  1  y 2  (p  =  0,97).  Las  diferencias  apreciadas  entre
its  no  fueron  afectadas  significativamente  por  el  tambo
efecto  tambo  ×  kit;  p  =  0,78).  Los  resultados  en  la  catego-
ía  «sospechoso» para  el  kit  2  incluyeron  en  total  11/230
nimales  (4,8%),  distribuidos  de  la  siguiente  manera:  2/93
nimales  (2,2%)  para  el  tambo  A,  0/12  animales  (0%)  para  el
ambo  B,  4/67  animales  (6%)  para  el  tambo  C  y  5/58  animales
8,6%)  para  el  tambo  D.

Los  porcentajes  de  animales  seropositivos  abortados  y
o  abortados  en  cada  tambo,  y  los  resultados  del  análisis
stadístico  para  establecer  asociación  entre  seropositivi-
ad  e  historia  de  aborto  para  cada  uno  de  los  kits  de
LISA  evaluados  (OR,  IC  y  valores  de  p)  se  resumen  en  la
abla  3. Independientemente  del  kit  de  ELISA  utilizado,
n  los  4  establecimientos  estudiados  las  vacas/vaquillonas
eropositivas  tuvieron  una  posibilidad  significativamente
ayor  de  pertenecer  al  grupo  de  animales  con  un  histo-

ial  reciente  de  aborto  respecto  de  las  vacas/vaquillonas
eronegativas.  El  kit  empleado  no  afectó  significativamente
a  asociación  entre  el  estatus  serológico  y  la  ocurrencia  de
borto  en  ninguno  de  los  tambos.  Las  concordancias  entre
os  3  kits  evaluados  se  presentan  en  la  tabla  4.

iscusión

l  diagnóstico  de  exposición  a  N.  caninum  en  bovinos  se
ealiza  principalmente  por  serología,  detectando  anticuer-
os  en  suero,  plasma  sanguíneo  o  leche  de  animales  a
ivel  individual  o  colectivamente  en  vacas  en  lactancia

ediante  análisis  de  muestras  del  tanque  de  leche2,35.  En

ste  estudio  el  diagnóstico  fue  realizado  en  suero  sanguíneo
e  vacas/vaquillonas  con  el  propósito  de  buscar  asocia-
ión  con  el  aborto,  ya  que  no  fue  posible  obtener  fetos  o

https://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php
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Tabla  2  Seropositividad  diagnosticada  mediante  diferentes  kits  comerciales  basados  en  ELISA  para  la  detección  de  anticuerpos
contra N.  caninum

Kit  ELISA  Tambo  (total  de  bovinos  analizados)  Seropositividad

N  Porcentaje  (%)  Error  estándar  IC  95%

1  A  (n  =  93)  42  45,2  5,2  35,3-55,3
B (n  =  12)  6  50,0  14,4  23,8-76,2
C (n  =  67) 33  49,3  6,1  37,5-61,1
D (n  =  58) 31  53,5  6,6  40,7-65,7

Total (n  =  230) 112  48,7a 3,3  42,3-55,1
2 A  (n  =  93) 41  44,1  5,2  34,3-54,2

B (n  =  12)  6  50,0  14,4  23,8-76,2
C (n  =  67)  32  47,8  6,1  36,1-59,5
D (n  =  58)  31  53,5  6,6  40,7-65,7

Total (n  =  230)  110  47,8a 3,3  41,4-54,3
3 A  (n  =  93) 48  51,6  5,2  41,5-61,6

B (n  =  12) 6  50,0  14,4  23,8-76,2
C (n  =  67) 44  65,7  5,8  53,9-76,3
D (n  =  58)  40  69,0  6,1  56,4-79,9

Total (n  =  230)  138  60,0b 3,2  53,6-66,2

Kit 1: LSIVet; kit 2: Hipra; kit 3: BioX.
IC: intervalo de confianza.
a,bPorcentajes seguidos de superíndices distintos difieren significativamente (p < 0,05; con ajuste de Tukey-Kramer).

Tabla  3  Asociación  entre  seropositividad  diagnosticada  mediante  diferentes  kits  comerciales  basados  en  ELISA  para  la  detección
de anticuerpos  contra  N.  caninum  y  aborto  bovino

Tambo  Kit  ELISA  %  de  bovinos  abortados  seropositivos  %  de  bovinos  controles  seropositivos  OR;  IC  95%;  valor  de  p

A 1  70,1  (22/31) 32,3  (20/62)  5,13;  2-13,15;  0,0007
2 73,3  (22/30) 31,%  (19/61) 6,07;  2,2-16,09;  0,0003
3 80,6  (25/31)  37,09  (23/62)  7,06;  2,5-19,77;  0,0002

B 1 83,3  (5/6)  16,7  (1/6)  25;  1,2-520,76;  0,0377
2 83,3  (5/6)  16,7  (1/6)  25;  1,2-520,76;  0,0377
3 83,3  (5/6)  16,7  (1/6)  25;  1,2-520,76;  0,0377

C 1 91,7  (11/12)  40,0  (22/55)  17;  2,05-141,1;  0,0087
2 91,7  (11/12)  41,2  (21/51)  17,7;  1,8-131,14;  0,0109
3 100  (12/12)  58,2  (32/55)  18,07;  1,02-320,79;  0,0485

D 1 94,7  (18/19)  33,3  (13/39)  36;  4,31-300,1;  0,0009
2 94,7  (18/19)  38,2  (13/34)  29,07;  3,45-244,48;  0,0019
3 100  (19/19)  53,8  (21/39)  33,5;  1,89-594,92;  0,0166

Kit 1: LSIVet; kit 2: Hipra; kit 3: BioX; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza.

Tabla  4  Acuerdo  y  concordancia  de  resultados  entre  pares  de  kits  comerciales  basados  en  ELISA  para  detección  de  anticuerpos
contra N.  caninum

Pares  de  kits  ELISA  N.◦ de  muestras  Porcentaje  de  acuerdo  Concordancia

Negativo  Positivo  Total  Kappa  IC  95%  Interpretación

1  vs.  2  219  91,3  91,3  91,3  0,83  0,75-0,90  Moderada  a  fuerte
1 vs.  3  230  77,1  80,8  79,1  0,58  0,48-0,69  Débil  a  moderada

,8  

a

2 vs.  3  219  83,7  86

Kit 1: LSIVet; kit 2: Hipra; kit 3: BioX; IC: intervalo de confianza.

placentas  de  vacas  abortadas  debido  al  manejo  pastoril

extensivo  de  los  rodeos,  situación  muy  frecuente  en  los  tam-
bos  de  Sudamérica.

La  serología  es  un  indicador  que  permite  evaluar  la
posibilidad  de  que  las  vacas  aborten33;  sin  embargo,  la
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85,4  0,71  0,62-0,80  Moderada  a  fuerte

tribución  de  causalidad  en  vacas  abortadas  no  puede  rea-

izarse  por  serología  a  nivel  individual,  ya  que  un  número
mportante  de  vacas  expuestas  a  N.  caninum  (y,  por  lo  tanto,
eropositivas)  no  abortan.  Por  este  motivo,  es  necesario  rea-
izar  estudios  serológicos  comparativos  poblacionales.
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En  este  estudio,  cuando  comparamos  los  resultados  entre
os  3  kits  ELISA  utilizados  a  nivel  general  sobre  las  230
uestras  disponibles,  se  observó  que  con  el  kit  3  (BioX),  el
orcentaje  de  seropositividad  fue  significativamente  mayor
ue  con  los  kits  1  y  2,  entre  los  cuales  no  se  apreciaron  dife-
encias.  Considerando  los  establecimientos  por  separado,  el
orcentaje  de  animales  seropositivos  con  el  kit  3  fue  supe-
ior  al  obtenido  con  los  kits  1  y  2  en  3  tambos  y  fue  igual  en
l  tambo  restante,  pero  el  riesgo  de  aborto  y  la  significación
el  análisis  estadístico  se  mantuvieron  en  valores  similares
n  los  4 predios,  independientemente  del  kit  utilizado.

En  Uruguay  la  asociación  entre  seropositividad  a N.  cani-
um  y  aborto  se  había  documentado  previamente  en  un
olo  tambo,  utilizando  inmunofluorescencia  indirecta  (IFI)21.
arios  autores  reportan  que  el  riesgo  de  aborto  observado  en
acas  serológicamente  positivas  fue  2  a  26  veces  más  alto
ue  en  las  serológicamente  negativas22,38,  datos  muy  seme-
antes  a  los  observados  en  este  estudio,  donde  los  bovinos
eropositivos  a  N.  caninum  tuvieron  entre  5,13  y  36  veces
ás  oportunidades  de  tener  una  historia  reciente  de  aborto
ue  los  seronegativos  a  este  agente.

Para  la  investigación  diagnóstica  del  aborto  asociado  a  la
nfección  por  N.  caninum  debe  tenerse  en  cuenta  cuándo  y
ómo  realizar  el  muestreo  de  suero  sanguíneo.  Las  muestras
e  este  estudio  fueron  tomadas  cerca  de  la  ocurrencia  de
os  abortos,  cuando  existe  la  mayor  probabilidad  de  detec-
ar  anticuerpos  anti-N. caninum  y  menores  posibilidades
e  detectar  animales  falsos  negativos20.  Es  necesario  iden-
ificar  individual  e  inequívocamente  las  vacas/vaquillonas
bortadas  (casos)  y,  a  efectos  de  la  comparación,  se  debe
ontar  con  un  grupo  de  animales  en  riesgo  de  abortar  (hem-
ras  preñadas),  pero  no  abortados  (controles),  con  similares
aracterísticas  de  los  casos  (pareados  por  edad,  período  de
actancia,  período  de  gestación,  origen,  tipo  de  alimenta-
ión,  etc.)19.  Idealmente,  la  cantidad  de  casos  debe  ser
uficientemente  alta  como  para  representar  la  situación  clí-
ica  que  se  desea  investigar.  El  número  de  controles  que
e  debe  seleccionar  por  cada  caso  en  un  estudio  de  casos

 controles  es  definido  de  acuerdo  al  poder  estadístico,  en
unción  de  la  prevalencia  estimada  de  infección.  Seleccio-
ando  hasta  4  controles  por  cada  caso  se  aumenta  el  poder
stadístico19,36;  sin  embargo,  esto  también  aumenta  los  cos-
os  analíticos  y,  en  ocasiones,  con  una  proporción  menor  se
lcanza  un  poder  estadístico  adecuado.

En  nuestro  estudio  el  número  mínimo  de  casos  fue  de  6
tambo  B)  y  la  proporción  controles:casos  fue  de  1:1  para
l  tambo  B,  de  2:1  para  los  tambos  A  y  D  y  de  4,6:1  para
l  tambo  C.  En  el  tambo  B  se  pudo  establecer  una  asocia-
ión  estadística  significativa  entre  seropositividad  e  historia
e  aborto  con  cualquiera  de  los  3  kits  utilizados,  pese  a  la
aja  cantidad  de  casos  analizados  y  a  la  reducida  proporción
ontroles:casos  (1:1).  No  obstante,  es  recomendable  que  el
úmero  de  casos  sea  superior  y  que  dicha  proporción  sea  de
l  menos  2:1,  pero  no  mayor  de  4:1  para  lograr  una  potencia
stadística  adecuada4.

Los  estudios  de  casos  y  controles  no  permiten  definir  la
revalencia  de  la  enfermedad  en  la  población  en  estudio,
ino  que  se  realizan  para  analizar  la  posible  asociación  entre

n  evento  (en  este  caso  el  aborto)  y  la  exposición  a  un  agente

 enfermedad  (en  este  caso  N.  caninum)19, con  el  objetivo
e  hacer  una  aproximación  al  diagnóstico.  En  nuestro  estu-
io,  a  pesar  de  que  no  pudimos  estimar  la  seroprevalencia
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n  los  4  tambos  analizados,  el  porcentaje  de  seropositivi-
ad  a  nivel  predial  estuvo  comprendido  entre  45,2%  y  53,5%
kit  1),  44,1%  y  53,5%  (kit  2)  y  51,6%  y  69,9%  (kit  3).  El  por-
entaje  de  seropositividad  fue  significativamente  superior
uando  se  utilizó  el  kit  3,  motivo  por  el  cual  sería  recomen-
able  realizar  estudios  de  validación  regional  de  este  kit,
ara  ajustar  el  punto  de  corte,  si  fuera  a  usarse  en  futuros
studios  epidemiológicos  en  nuestra  región.

El  mayor  porcentaje  de  seropositividad  observado  con
l  kit  3  podría  deberse  a  que  este  utiliza  como  antígeno
na  proteína  recombinante  de  N.  caninum  (NcSRS2)  que
e  expresa  tanto  en  los  bradizoítos  como  en  los  taqui-
oítos  del  parásito15, por  lo  que  podría  estar  detectando
nticuerpos  antibradizoítos  (animales  con  exposición  cró-
ica)  y  antitaquizoítos  (exposición  más  reciente).  Además,
lvarez-García  et  al.2 reportaron  que  este  kit  presentó
ayor  número  de  reacciones  cruzadas  en  relación  con  otros

its  evaluados,  lo  que  también  podría  explicar  la  mayor  fre-
uencia  relativa  de  resultados  positivos.

En  un  estudio  realizado  en  Europa,  Alvarez-García  et  al.2

valuaron  el  rendimiento  de  kits  comerciales  de  ELISA  para
l  diagnóstico  serológico  de  exposición  a  N.  caninum  y
bservaron  que,  en  términos  de  especificidad  y  sensibili-
ad,  todos  los  kits  son  aptos  para  el  diagnóstico,  información
ue  resulta  esencial  para  los  laboratorios  veterinarios  que
frecen  estas  determinaciones  a  veterinarios  clínicos  y
roductores  agropecuarios.  Otro  estudio  en  el  mismo  conti-
ente  realizó  una  evaluación  bayesiana  de  2  kits  comerciales
ara  el  diagnóstico  serológico  en  vacas  abortadas  y  no  abor-
adas,  así  como  de  bovinos  comprados  de  otros  orígenes;  los
esultados  demostraron  una  alta  eficacia  de  ambos  kits33.
n  EE.  UU.  también  fueron  realizados  estudios  compara-
ivos  con  kits  de  ELISA  comerciales,  que  reportaron  que
s  una  técnica  útil  en  la  detección  de  anticuerpos  anti-N.
aninum37.

En  Argentina  se  desarrolló  experimentalmente  un  kit  de
LISA  (ELISA  p-38)  con  un  antígeno  nativo  de  38  kDa  de  N.
aninum.  Este  kit  fue  evaluado  y  comparado  con  IFI  e  inmu-
oblot  (IB),  determinándose  que  el  ELISA-p38  es  altamente
reciso,  con  sensibilidad  y  especificidad  relativas  de  97,8%  y
9,5%,  respectivamente,  y  una  concordancia  excelente/casi
erfecta  (K  =  0,93-0,99),  tanto  con  IFI  como  con  IB7.  En  nues-
ro  trabajo  los  resultados  no  difieren  de  los  reportados  en  la
iteratura  para  kits  de  ELISA  comerciales2,33,36,  observándose
na  concordancia  moderada  a  fuerte  entre  los  kits  1  y  2  y  2

 3,  y  débil  a  moderada  entre  los  kits  1  y  3.  Los  porcentajes
e  acuerdo  entre  los  kits  fueron  buenos,  y  todos  ellos  fueron
gualmente  aplicables  a  la  aproximación  del  diagnóstico  de
bortos  por  N.  caninum  a  través  de  la  estimación  de  riesgo  en
asos  y  controles.  Desafortunadamente,  el  kit  de  ELISA  des-
rrollado  en  Argentina  no  está  disponible  comercialmente,
azón  por  la  cual  no  pudo  ser  evaluado  comparativamente
on  los  otros  kits  en  nuestro  estudio.

Es  fundamental  que  las  pruebas  diagnósticas  desarro-
ladas  y  validadas  en  otros  países  sean  evaluadas  con  un
anco  de  muestras  locales  y  de  referencia,  y  que  los  puntos
e  corte  recomendados  por  los  fabricantes  sean  chequea-
os  regionalmente,  porque  el  desempeño  de  estas  pruebas

uede  estar  basado  en  una  región  específica,  un  panel
equeño  de  muestras  o  en  muestras  originadas  solo  de  infec-
iones  experimentales  con  una  única  cepa.  Alvarez-García
t  al.2 reportaron  que  los  valores  de  corte  sugeridos  por  los
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kits  de  ELISA  no  siempre  son  adaptables  a  la  región  de  la
investigación.  En  dicho  estudio,  realizado  con  un  banco  de
sueros  de  referencia,  las  pruebas  que  presentaron  una  sen-
sibilidad  y  especificidad  <  95%  fueron  analizadas  y  ajustadas
mediante  curvas  receiver  operating  characteristics  (ROC),
y  se  observó  que  los  puntos  de  corte  que  determinaban  un
resultado  positivo  o  negativo  eran  distintos  a  los  recomen-
dados  por  los  fabricantes.

La  IFI  fue  considerada  por  muchos  años  el  método  de
referencia  para  el  diagnóstico  serológico  de  N.  caninum.  Sin
embargo,  suele  presentar  inconvenientes  de  baja  sensibili-
dad  y  discrepancias  entre  ensayos,  por  lo  que  su  uso  con  este
fin  se  ha  dejado  de  lado9,14.  Entre  otras  desventajas  que  se
le  atribuyen  se  menciona  que  es  una  técnica  demandante  de
tiempo,  que  requiere  de  experiencia  del  técnico  observador,
y  que  la  interpretación  tiene  cierto  grado  de  subjetividad
y  puede  haber  variaciones  importantes  entre  laboratorios  y
entre  operarios9,20.  Por  el  contrario,  el  ELISA  permite  el  pro-
cesamiento  de  una  gran  cantidad  de  muestras  en  un  tiempo
relativamente  corto  y  prácticamente  no  hay  interferencia
técnica34,  variabilidad  entre  operarios  o  dificultades  en  la
interpretación  de  los  resultados.  Por  estos  motivos  los  ELISA
comerciales  han  ido  desplazando  a  las  pruebas  de  IFI  en  el
diagnóstico  de  rutina.

Un  ensayo  interlaboratorial  ciego,  en  el  que  partici-
paron  8  laboratorios  iberoamericanos  con  representantes
de  Argentina,  Brasil,  España,  México  y  Perú  evaluó  el
desempeño  de  10  pruebas  serológicas  para  la  detección  de
anticuerpos  específicos  contra  N.  caninum,  incluyendo  7
pruebas  no  comerciales  de  IFI  y  3  kits  de  ELISA,  2  experi-
mentales  y  uno  comercial9;  este  último  es  el  kit  2  usado
en  nuestro  estudio.  Dicho  trabajo  indicó  que  6  de  las
pruebas  evaluadas  tenían  valores  de  sensibilidad  o  especi-
ficidad  <  90%,  y  solo  una  de  las  pruebas  de  IFI  tuvo  un  buen
desempeño  en  términos  de  sensibilidad,  especificidad  y  área
bajo  la  curva  ROC,  similar  al  de  2  de  los  ELISA  evaluados,
incluyendo  el  ELISA  comercial9.

En  Uruguay  no  se  dispone  de  kits  ELISA  para  detección
de  anticuerpos  contra  N.  caninum  desarrollados  y  produ-
cidos  en  el  país.  Los  kits  disponibles  son  importados,  con
costos  de  adquisición  relativamente  altos,  que  varían  entre
los  2,8  y  3,5  dólares  por  muestra,  a  los  que  hay  que
sumarles  los  costos  operativos.  Estos  altos  costos  muchas
veces  son  inaccesibles  para  los  productores  bovinos  y  desa-
lientan  la  práctica  de  evaluar  el  estatus  de  infección  de
sus  rodeos.  Sin  embargo,  Uruguay  cuenta  con  el  aparato
científico-tecnológico  y  empresarial  necesario  para  el  des-
arrollo,  la  producción  y  la  validación  de  kits  de  ELISA  a
escala  comercial,  lo  cual  podría  realizarse  considerando  que
varias  cepas  locales  de  N.  caninum  fueron  recientemente
aisladas  en  este  país5 y  podrían  usarse  como  fuente  de
antígenos.

Además  de  la  aplicabilidad  del  ELISA  para  la  aproximación
diagnóstica  del  aborto  bovino,  esta  herramienta  también
es  útil  para  la  monitorización  y  control  de  la  enfermedad
en  los  rodeos,  ya  que  permite  la  detección  de  los  ani-
males  infectados,  lo  que  ayuda  a  la  toma  de  decisiones
respecto  de  su  permanencia  o  introducción  en  el  rodeo  de
hembras  destinadas  a  reproducción.  Contar  con  una  prueba

de  ELISA  desarrollada  y  validada  regionalmente  ayudaría  a
reducir  los  costos  y,  posiblemente,  más  productores  bovinos
se  embarcarían  en  la  realización  de  estudios  serológicos,
os  contra  N.  caninum  113

ara  establecer  un  diagnóstico  de  situación  de  sus  rodeos  o
mplementar  medidas  de  control  y  prevención  de  la  neospo-
osis  bovina.

La  aplicabilidad  eficiente  del  ELISA  en  la  aproximación
el  diagnóstico  de  infección  por  N.  caninum  en  asocia-
ión  con  el  aborto  en  vacas  debe  alentar  a  los  grupos  de
nvestigación  y  laboratorios  de  Sudamérica  a  desarrollar  kits
ue  lleguen  a  la  etapa  de  comercialización  a  un  costo  sig-
ificativamente  menor  que  los  importados.  Estas  pruebas
eberían  pasar  por  etapas  de  validación,  usando  bancos  de
ueros  bovinos  con  estatus  conocido  de  infección  obteni-
os  regionalmente.  De  esta  manera,  se  podrá  evaluar  la
eproducibilidad  local,  con  resultados  más  confiables  para
a  población  de  estudio.

onclusión

l  enfoque  serológico  poblacional  descrito  aquí  representa
na  herramienta  útil  y  práctica  para  establecer  asociaciones
stadísticas  entre  seropositividad  a  N.  caninum  y  aborto  en
odeos  de  bovinos  lecheros,  sobre  todo  frente  a  brotes  de
borto  presuntamente  causados  por  N.  caninum,  cuando  no
e  pueden  obtener  fetos  abortados  para  estudios  de  pato-
ogía  y  microbiología.  El  acuerdo  observado  entre  los  3  kits
valuados  en  este  estudio  permitió  llegar  a  similares  con-
lusiones  seroepidemiológicas.
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