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Deteccion de Neospora caninum en fetos bovinos

abortados espontaneamente en el nordeste argentino
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— Resumen

El objetivo del presente trabajo fue detectar Neospora caninum en neonatos y fetos bovinos
de abortos espontdneos del nordeste argentino. Sobre un total de 26 fetos bovinos abortados
espontdneamente (23 de criay 3 de tambo) se detectaron lesiones histopatoldgicas compatibles
con neosporosis en 4 de ellos. La presencia de Neospora caninum fue confirmada mediante
inmunohistoquimica en el encéfalo de 3/4 fetos (2 de crfa y 1 de tambo) con lesiones
microscdpicas compatibles con neosporosis. Las lesiones histopatolégicas mds relevantes fueron
la asociacién de encefalitis, miocarditis y hepatitis no purulenta multifocales. De 10 neonatos
bovinos procesados (8 de crfay 2 de tambo), no se detectaron animales con lesiones compatibles
con neosporosis. Este trabajo confirma la presencia de Neospora caninum en fetos abortados
espontdneamente en bovinos de rodeos de cria y de tambo del nordeste argentino.
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Neospora caninum detection in spontaneously aborted bovine fetuses from Argentine
northeast

Summary

The aim of this work was to detect the presence of Neospora caninum in bovine neonates
and bovine spontaneous abortions from Argentine northeast. Histopathological lesions
compatible with neosporosis were found in 4 of 26 bovine spontaneous abortions (23
beef herds and 3 dairy herds). The Neospora caninum presence was confirmed with
immunohistochemical analysis in encephalic tissue in 3 of 4 fetuses (2 beef herds and 1
dairy herd) that displayed microscopical lesions of neosporosis. Multifocal non-purulent
encephalitis, myocarditis and hepatitis were the most relevant lesions. There were no lesions
of neosporosis in 10 bovine neonates (8 beef herds and 2 dairy herds). This work confirms
the presence of Neospora caninum in spontaneous bovine abortions of beef herds and
dairy herds of the Argentine northeast.

Key words: (Neospora caninum), (bovine abortion), (histopathology),
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Introduccion

La neosporosis bovina es una enfermedad
parasitaria producida por un protozoario
endocelular, Neospora caninum (Apicomplexa:
Coccidia), que origina abortos y nacimiento de
terneros congénitamente infectados con ataxia,
pardlisis o asintomdticos”. En Argentina, la
neosporosis tiene una amplia distribucién, con
seroprevalencias que varfan del 4,7 al 88,8%; siendo
los rodeos lecheros y con antecedentes de abortos
los de mayor prevalencia'® °. La enfermedad
ha sido ampliamente demostrada en ganado
bovino de la pampa hiimeda® ' '%. En el nordeste
argentino la informacién es menor; en la provincia
de Corrientes se informan evidencias seroldgicas
de infeccién por V. caninum del 4,9% en toros'' y
de 16,8% en terneros'?; no existiendo informacién
sobre la deteccién directa de N. caninum en
tejidos de fetos de abortos naturales. Los métodos
rutinarios para el diagnéstico de neosporosis en
fetos y neonatos incluyen la necropsia, el examen
histopatolégico y la identificacién de estructuras
parasitarias por métodos inmunohistoquimicos.
Los fetos que evidencian encefalitis, miocarditis y
hepatitis no purulenta multifocal son presuntivos

174

de neosporosis; el diagndstico definitivo consiste
en asociar estas lesiones con la inmunomarcacién
del pardsito” ©. El objetivo del presente trabajo
fue detectar N. caninum, mediante andlisis
histopatolégico e inmunohistoquimico, en fetos
y neonatos obtenidos de casos naturales de rodeos
bovinos del nordeste argentino.

Materiales y métodos

Para el trabajo se emplearon fetos abortados
espontdneamente y neonatos remitidos para
necropsia al laboratorio de la cdtedra de Patologfa
General y Sistemdtica de la Facultad de Ciencias
Veterinarias -UNNE- entre abril del 2003 y
septiembre de 2008. También se emplearon
muestras de 6érganos fetales recolectados por
veterinarios en el campo.

Anélisis anatomopatoldgico

Cuando se remitieron fetos y neonatos se
realiz6 la necropsia completa, determinandose el
sexo y la edad gestacional aproximada mediante
anamnesis y/o fecha de inseminacién. Se
obtuvieron muestras de bazo, timo, higado,
pulmones, corazén, rifiones, encéfalo (cerebro:
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regién frontal, parietal y occipital; cerebelo;
tdlamo; tuberculos cuadrigéminos anteriores;
tuberculos cuadrigéminos posteriores;
pedinculos cerebelares y obex) y musculo
esquelético. Las muestras obtenidas fueron fijadas
en formalina bufferada al 10% durante 48 horas
y procesadas para el examen histopatolégico
mediante la técnica cldsica para bloques
parafinados, cortadas a 5 pm y coloreadas con
hematoxilina-eosina. No se obtuvieron muestras
para cultivos bacteriolégicos ni virolégicos.

Estudio inmunohistoquimico

La deteccién antigénica de V. caninum se
realizé solamente a los animales que presentaron
lesiones microscépicas compatibles con
neosporosis; es decir, aquellos que evidenciaron
asociacién de encefalitis, miocarditis y
hepatitis no purulenta multifocales” * °. Para
el examen inmunohistoquimico se siguieron
las recomendaciones técnicas de Haines y
Chelack ,19918. Los bloques parafinados fueron
cortados a 5 pm y montados en portaobjetos
tratados con poly-l-lisina. Las secciones fueron
desparafinadas con dos pasajes por xilol e
hidratadas en concentraciones decrecientes de
alcohol (alcohol 100°, peroxido de hidrégeno
al 3% en metanol, alcohol 96°, alcohol 80°
y alcohol 70°). La peroxidasa enddgena se
inactivé durante la hidratacién con una solucién
de peréxido de hidrégeno al 3% en metanol
durante 10 minutos. La recuperacién antigénica
se realizé con proteinasa K al 0,2% en cdmara
himeda durante 20 minutos a 37°C en estufa
de cultivo. Como anticuerpo primario se utilizé
un anticuerpo policlonal anti-N. caninum
elaborado en conejos, gentileza del Dr. Carlos
Campero, Patologfa Veterinaria, INTA, Balcarce.
El anticuerpo se empleé a la dilucién 1:3000 y se
incubd con el tejido durante toda la noche (12
horas) en heladera entre 4° y 6° C. Para revelar la
reaccién antigeno anticuerpo se utilizé el sistema
inmunoenzimdtica estreptavidina-biotina-
peroxidasa (LSAB+System-HRP; Dako, USA) y
como cromdgeno la diaminobenzidina al 0.05%

diluido en H,O, al 0,015% en PBS 0,01 M, pH
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7,2; durante 10 minutos. Como tejidos controles
positivos se emplearon muestras de cerebros de
fetos bovinos infectados, diagnosticados por el
Dr. Carlos Campero. Como controles negativos
se sustituy el anticuerpo primario por suero
normal de conejo.

Resultados

Hallazgos anatomopatoldgicos

Se procesaron 36 especimenes bovinos, de
los cuales 16 correspondieron a fetos enteros, 10
a 6rganos fetales recolectados por veterinarios
y 10 fueron neonatos. La Tabla 1 resume los
hallazgos de necropsia e histopatoldgicos de los
36 casos.

Tres fetos procedieron de 2 establecimientos
lecheros de la provincia de Corrientes y 23
fetos provinieron de 19 establecimientos de
crfa comercial del norte de Santa Fe, Chaco y
Corrientes. El sexo se determind en 16/26 fetos,
de los cuales 10 fueron hembras y 6 machos. La
edad gestacional aproximada se determiné en
17/26 fetos, 1 feto se encontraba en el primer
trimestre de la gestacion, 10 en el segundo
trimestre y 6 en el tercer trimestre de gestacion.
Los principales hallazgos macroscépicos fueron
placentitis necrética, pleuritis y pericarditis
fibrinosa, gemelos onfalotoracépagos y
momificacién. En la mayoria de los fetos no se
detectaron lesiones macroscépicas, incluyendo
los casos con inmunodeteccién positiva a V.
caninum.

El andlisis histopatoldgico detectd 4/26 fetos
con lesiones histopatolégicas compatibles con
neosporosis, procedentes de 2 rebafios lecheros
localizados en los municipios de Riachuelo y
Empedrado (provincia de Corrientes) y de 2
rebafos de cria localizados en los municipios de
San Luis del Palmar (provincia de Corrientes)
y General Obligado (provincia de Santa Fé).
Tres de 4 fetos se encontraron en el segundo
trimestre de gestacién con una edad gestacional
promedio de 4,7 meses. Las lesiones del sistema
nervioso central se caracterizaron por multiples
focos de microgliosis y de necrosis delimitados

175



Tabla 1. Hallazgos anatomopatolégicos en fetos, érganos fetales y neonatos bovinos.

N° | Espécimen Sexo | Edad* |Produccion Necropsia Histopatologia
1 |Feto hembra 3 leche |PN PN
2 | Feto macho 5 leche IHb ENM, MNM, HND, NINM, NeNM
3 [Feto hembra 6 cria SLA SLA
4 | Feto hembra 6 cria IHb SLA
5 |Feto macho 4 cria SLA MioNM
6 |Feto hembra 8 cria SLA SLA
7 |Feto macho 6 cria SLA NP _encefalitis purulenta
8 [Feto macho 5 cria IHb SLA
9 |Feto hembra 4 cria SLA - SLA
Hepatomegalia, S . .
10 |Feto macho 8 cria meconio en vias NI.D’ timitis mixta, hepatitis
. . mixta
respiratorias
11 |Feto macho 8 cria SLA SLA
12 |Feto hembra 4 leche |SLA MNM, HNM, MioNM
13 |Feto hembra B) cria SLA ENM, MNM, HND, MioNM
14 |Feto hembra 4 cria Momificado M_enmgltls no purulenta,
MioNM
Pericarditis| Meningitis, epicarditis,
15 |Feto hembra 7 cria fibrinosa, pleuritis| pleuritis y hepatitis no
fibrinosa purulenta difusa
16 |Feto hembra 8 cria Onfalotoracépago |ND
17 |Organos fetales [ ND ND cria ND Degeneracion grasa hepatica
18 | Organos fetales | ND ND cria ND Degeneracion grasa hepatica
19 | Organos fetales [ ND ND cria ND Esplenitis purulenta multifocal
20 |Organos fetales | ND ND cria  |ND NP
21 | Organos fetales | ND ND cria ND PN
22 | Organos fetales [ ND ND cria ND SLA
23 | Organos fetales [ ND ND cria SLA ENM, MNM, HNM
24 | Organos fetales | ND ND cria  |ND SLA
25 | Organos fetales | ND ND cria ND Encefalitis purulenta multifocal
26 | Organos fetales | ND 9 cria ND SLA
27 | Neonato macho leche |SLA SLA
28 |Neonato hembra cria SLA SLA
29 [Neonato macho cria SLA SLA
30 | Neonato hembra cria Palatosquisis SLA
31 | Neonato macho cria Quellosqq|5|s y SLA
palatosquisis
32 | Neonato hembra cria Hidrocefalia Atrofia cerebral
Congestioén, edema o .
, ) Congestion difusa encefalica,
33 | Neonato macho cria y hemorragia en -,
congestion pulmonar
cabeza y cuello.
Congestion, edema
34 | Neonato macho cria y hemorragias en | Congestién difusa encefalica
cabeza y cuello.
35 | Neonato macho leche l_Jra_quitisyperitonitis Ir.1flama§i('m purulenta en
fibrinopurulenta diversos 6rganos
36 | Neonato hembra cria Cogestion y edema | Neumonitis aguda
pulmonar

* Edad gestacional en meses. PN: Placentitis necrética. IHb: Imbibicién hemoglobinica. ENM: Encefalitis no purulenta
multifocal. MNM: Miocarditis no purulenta multifocal. HND: Hepatitis no purulenta difusa. HNM: Hepatitis no purulenta
multifocal. NINM: Neumonfa intersticial no purulenta multifocal. NeNM: Nefritis intersticial no purulenta multifocal. SLA:
Sin lesiones aparentes. ND: No disponible. NP: Neumonfa purulenta. MioNM: Miositis no purulenta multifocal. +: Positivo.
-: negativo. Las filas sombreadas corresponden a los casos con lesiones histopatolégicas compatibles con neosporosis.
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por células de la microglia (Figura 1), localizados
en la sustancia gris de todas las regiones
muestreadas del sistema nervioso central. En dos
fetos los focos de necrosis y microgliosis fueron
mds numerosos en la base del encéfalo (Tabla
2). En el miocardio se observaron multiples
focos de necrosis con infiltrado inflamatorio
mononuclear (Figura 2). Las lesiones en higado
se caracterizaron por infiltracién difusa de
células mononucleares en sinusoides y espacios
periportales, con ocasionales focos de necrosis
(Figura 3).

Los neonatos procedieron de 2
establecimientos lecheros de la provincia
de Corrientes y norte de Santa Fe y de 8
establecimientos de cria comercial de la provincia
del Chaco y Corrientes. Los principales hallazgos
anatomopatoldgicos fueron malformaciones
(palatosquisis, queilosquisis e hidrocefalia),
lesiones compatibles con parto distécico y
lesiones inflamatorias inespecificas (Tabla 1).
Ninguno de los neonatos bovinos present6
lesiones microscépicas compatibles con
Neosporosis.

Hallazgos inmunohistoquimicos

Se inmunomarcaron antigenos de V.
caninum en el sistema nervioso central de 3/4
fetos con lesiones histopatolégicas compatibles
con neosporosis (Tabla 2). En los mismos,
se necesitaron cortes seriados de las distintas
regiones del sistema nervioso central para la
inmunolocalizacién del pardsito. En escasos
focos de necrosis y microgliosis, se observaron
agrupaciones de taquizoitos de N. caninum
(Figura 4). No se identificaron estructuras
parasitarias en miocardio, higado, pulmones,
rifiones y musculo esquelético en ninguno de los
4 fetos. Tampoco se observaron formas quisticas
en ninguna de las secciones tisulares analizadas.

Discusién y conclusiones

No se investigaron otros agentes infecciosos
y no infecciosos abortigénicos; por lo tanto,
no es concluyente que la causa de abortos sea
N. caninum. Sin embargo, el presente trabajo
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estableci6 la presencia, mediante un método
inmunohistoquimico, de N. caninum en el
sistema nervioso central de 3/4 fetos bovinos
con lesiones histopatolégicas compatibles
con neosporosis en la regién del nordeste
argentino. En Argentina, las principales causas de
abortos infecciosos son bacterias como Brucella
abortus, Campylobacter fetus y Escherichia coli
B-hemolitico® 7. V. caninum es responsable de
originar 7,3 2 9,9% de abortos® . Los agentes
virales (virus diarrea viral bovina y herpesvirus
bovino-1) y hongos (Aspergillus) son menos
diagnosticados>’.

El principal hallazgo histopatoldgico fue la
asociacion de encefalitis, hepatitis y miocarditis
no purulenta multifocal. Trabajos previos
indican que estas lesiones son sugestivas de
neosporosis fetal, aunque no son especificas” > >
61718 En el sistema nervioso central las lesiones
fueron dispersas, sin una localizacién particular,
aunque en dos fetos fueron mds numerosas en
regiones basales del encéfalo. Otros trabajos
informan encefalitis con lesiones dispersas sin una
localizacién preferencial> ¥, mientras que otros
observaron lesiones dispersas con predominio
de frecuencia en la corteza cerebral® V. Estas
diferencias en la frecuencia de distribucién puede
deberse a multiples factores. La edad del feto, el
tipo de produccién (lechero o carnicero), el estado
serolégico de la madre y el patrén de abortos
(epidémico o endémico) influencian el nimero y
distribucién de las lesiones. Las lesiones son mds
severas, ampliamente distribuidas y numerosas en
fetos de ganado lechero que en ganado de carne,
durante el primero y segundo tercio de gestacién
y en fetos de abortos epidémicos® > '®. Debido a la
dispersién de las lesiones en el sistema nervioso
central, creemos conveniente el muestreo de
diferentes regiones del encéfalo que abarque
corteza cerebral, cerebelo y estructuras basales,
particularmente tdlamo, tubérculo cuadrigéminos
anterior y posterior. Ademds, el encéfalo es
indispensable para la deteccién de V. caninum, ya
que la inmunolocalizacién del parésito en nuestro
estudio se restringié al sistema nervioso central.
Trabajos previos determinaron que la mayor carga
parasitaria en el feto se encuentra en el encéfalo
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Tabla 2. Deteccién inmunohistoquimica de V. caninum y asociacién con lesiones histopatoldgicas en cuatro fetos con
lesiones compatibles con neosporosis.

Feto n° 2 Feto n°® 12 Feto n° 13 Feto n° 23
Histopatologia | IHQ | Histopatologia | IHQ | Histopatologia | IHQ | Histopatologia | IHQ
Cerebro 1 Foco de 2 Focos de
frontal necr95|§ y/o + ND ND necr93|§ y/o - SLA -
gliosis gliosis
1 Foco de 1 Foco de 1 Foco de
Cerebro . . )
. necrosis y/o - ND ND necrosis y/o - necrosis y/o -
parietal o . e
gliosis gliosis gliosis
Cerebro 1 Foco de 4 Focos de
. ND ND ND ND necrosis y/o - necrosis y/o +
occipital . o
gliosis gliosis
1 Foco de 3 Focos de 1 Foco de
Cerebelo | necrosis y/o - ND ND necrosis y/o - necrosis y/o -
gliosis gliosis gliosis
8 Focos de 15 Focos de
Talamo necrosis y/o + ND ND necrosis y/o - ND ND
gliosis gliosis
7 Focos de 11 Focos de 1 Foco de
TCA necrosis y/o + ND ND necrosis y/o + necrosis y/o -
gliosis gliosis gliosis
5 Focos de 8 Focos de
TCP necrosis y/o - ND ND necrosis y/o - ND ND
gliosis gliosis
4 Focos de 2 Focos de
Puente necrosis y/o + ND ND ND ND necrosis y/o +
gliosis gliosis
6 Focos de
Obex necrosis y/o - ND ND ND ND ND ND
gliosis
Miocardio MNM - MNM - MNM - MNM -
Higado HNM - HNM - HND - HNM -
Pulmén NINM - ND ND SLA - SLA -
Musculo ND ND MioNM - MioNM - SLA -
Rifdn NeNM - SLA - SLA - SLA -
Bazo SLA - SLA - SLA - SLA -
Timo SLA _ | Timitis mixta SLA - ND ND
intersticial

IHQ: Deteccién inmunohistoquimica de V. caninum. ND: No disponible. MNM: Miocarditis no purulenta multifocal.
HND: Hepatitis no purulenta difusa. HNM: Hepatitis no purulenta multifocal. NINM: Neumonia intersticial no
purulenta multifocal. NeNM: Nefritis intersticial no purulenta multifocal. SLA: Sin lesiones aparentes. TCA: Tubérculos
cuadrigéminos anterior. TCP: Tubérculos cuadrigéminos posterior. MioNM: Miositis no purulenta multifocal. +: Positivo.
-t negativo.
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Figura 1. Encefalitis no purulenta. Tdlamo con amplio foco de necrosis delimitado por microgliosis (H y E, 10x).

Figura 2. Miocarditis no purulenta. Necrosis e infiltrado de células mononucleares en miocardio (H y E, 20x).
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Figura 3. Hepatitis difusa no purulenta. Infiltrado difuso de células mononucleares en sinusoides y foco de necrosis en
hepatocitos (H y E, 20x).

Figura 4. Corteza cerebral. Inmunomarcacion de Neospora caninum en drea de gliosis y en la periferia de un pequefo vaso
sanguineo. Anticuerpo policlonal anti-Neospora caninum, sistema inmunoenzimdtico LSAB+System-HRP, cromégeno
diaminobenzidina (40x).
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y, por lo tanto, la identificacién de N. caninum
4518 La edad
gestacional de los fetos positivos a N. caninum

es mds exitosa en éste 6rgano

(4° y 5° mes) concuerda con otros reportes; que
informan una edad gestacional promedio de 5.9
meses con un rango de 4 a 9 meses para los abortos
ocasionados por N. caninum® > '°.

No se reportan pérdidas neonatales

por N. caninum’ '°

, al igual que en este
trabajo. Las principales pérdidas neonatales
registradas en Argentina son infecciones
bacterianas septicémicas, siendo los agentes
mds frecuentemente aislados Escherichia coli,
Brucella abortus, Arcanobacterium pyogenes y
Salmonella spp. Las anomalias congénitas son la
causa no infecciosa mds comdn de mortalidad
neonatal” '°.

En conclusidn, este estudio confirma la
presencia de N. caninum en fetos de abortos
espontdneos en bovinos de carne y leche del
nordeste argentino.
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