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Resumen

El objetivo de este trabajo es describir dos eventos producidos en la provincia de Bue-
nos Aires en los cuales Neospora caninum estuvo asociado a la ocurrencia de abortos en
bovinos de cria para carne. En uno de ellos se registraron 11 abortos en 57 vaquillonas
durante 45 dias, en este evento fue 5 veces mas probable que una vaquillona que sufrié
un aborto fuera seropositiva a N. caninum que una que no lo sufrié (odds ratio [OR] = 4,9
IC 1,2-19,9) (p < 0,05). En el otro evento se registraron 14 abortos en 140 vacas, y no se
observo asociacion significativa entre los abortos y la seropositividad frente a N. caninum
OR = 0,69 (0,06-7,31) (p > 0,05). Se analizaron dos fetos de cada evento: estos resul-
taron negativos a otros patogenos de la reproduccion, aunque presentaron anticuerpos
especificos y lesiones histopatoldgicas compatibles con infecciones por N. caninum. Es-
tos resultados sugieren dos posibles modalidades de presentacion de abortos en bovinos
causados por N. caninum: una epidémica, como la del primer evento aqui referido, y una
endémica, como la del segundo.

© 2014 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espafia, S.L. Todos
los derechos reservados.

Endemic and epidemic bovine neosporosis: description of two events in beef cattle

Abstract

The aim of this study was to describe two events in which Neospora caninum was involved
in bovine abortions in beef cattle. In the first event, 11 abortions in 57 heifers were
recorded in 45 days. One aborted heifer was 5 times more likely to be seropositive than
a non-aborted heifer (OR=4.9; IC 1.2-19.9) (p<0.05). In the second event, no association
between serological results and abortions were observed (OR= 0,69; 0,06-7,31) (p>0.05).
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Neither antibodies nor isolation of other pathogens were achieved in any case. On the
contrary, antibodies and pathognomonic histopathological lesions were observed in the
four fetuses from both cases. Interestingly, the findings in the first event suggest the
epidemic behavior of the disease. In contrast, in the second event it appears that few
abortions were due to N. caninum, suggesting the presence of endemic neosporosis.
© 2014 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espafia, S.L. All

rights reserved.

La neosporosis bovina es una enfermedad de distribucion
mundial causada por el protozoo Neospora caninumy carac-
terizada por producir abortos, momificacion fetal, partos
prematuros y nacimiento de terneros débiles, con ataxia,
parélisis e incoordinacion®. La enfermedad se presenta de
forma endémica, a menudo asociada a abortos esporadicos
(hasta un 10-12,5 %) en hatos bovinos donde es frecuente la
transmision congénita, o bien de forma epidémica, relacio-
nada con tormentas de abortos (30-57 %) en hatos donde los
bovinos adquieren la infeccion en forma posnatal®.

Los hospedadores definitivos de Neospora caninum
conocidos hasta ahora son el perro*?> (Canis familiaris), el
coyote® (Canis latrans), el dingo australiano'® (Canis lupus
dingo) y el lobo gris* (Canis lupus lupus). El primer
aislamiento de este microorganismo en Argentina se obtuvo
de heces de un perro naturalmente infectado? (cepa NC-6
Argentina). Aunque el papel del zorro gris pampeano
(Pseudalopex gymnocercus) o de los zorros de la Patagonia
(Dusicyon culpaeus y Dusicyon griseus) en la epidemiologia
de la enfermedad no ha sido aun establecido, se ha
comprobado la presencia de anticuerpos especificos contra
este pardsito en las citadas especies®!. También se encontro
un 11,4 % de sueros positivos frente a N. caninum en un
grupo de 44 liebres europeas (Lepus europaeus) analizadas*.

En un estudio epidemiolégico basado en la serologia que
fue realizado en la provincia de La Pampa (Argentina) se
analizaron factores asociados al riesgo de infeccion por
N. caninum’. En esa investigacion se observo que la explo-
tacion lechera, la mayor carga animal, la compra frecuente
de animales, la entrada de nuevos perros y la utilizacion de
silos estuvieron asociadas a una mayor proporcién de ani-
males seropositivos’. Aunque la industria de la carne tiene
gran importancia socioecondémica en la Argentina, la neo-
sporosis bovina ha sido caracterizada solo parcialmente, y
es escasa la informacién disponible respecto de bovinos de
razas carnicas®.

El nacimiento de terneros clinicamente sanos pero con-
génitamente infectados suele ser un evento comun en ga-
nado bovino afectado por neosporosisé. Un interesante tra-
bajo muestra que vacas para leche con elevado titulo de
anticuerpos tienden a parir terneros con titulos elevados de
anticuerpos antes de la ingesta del calostro*. Mas aun,
N. caninum tiene tal adaptacion al hospedador que més de
80 % de las hembras infectadas transmiten la enfermedad
en forma congénita sin sufrir aborto®.

La determinacion del titulo final de anticuerpos mater-
nos no es una herramienta adecuada para el diagndstico de
aborto por N. caninum porque vacas que paren normal-
mente presentan una gran fluctuacion en los niveles de in-
munoglobulinas especificas®. Por esta razén, la comparacion
de las proporciones de animales seropositivos entre ani-

males que han abortado y animales que no han abortado se
ha sugerido como una metodologia mas adecuada para aso-
ciar las pérdidas reproductivas con los resultados serologi-
cos frente a N. caninum?.

Aunque se ha avanzado notablemente en el desarrollo
de técnicas para el diagnéstico de la neosporosis bovina,
es importante resaltar y reforzar los criterios clinicos y
epidemiolégicos para asociar la infeccion por N. caninum
con la ocurrencia de abortos epidémicos o endémicos®. La
presencia de anticuerpos en una hembra bovina que sufrié
un aborto y, mas aln, la sola presencia de anticuerpos en
su feto lo Unico que demuestran es una infeccion en la
madre y la transmision congénita del pardsito, pero estos
no son elementos definitivos para concluir que la pérdida
reproductiva estuvo causada por N. caninumé. Sin embar-
go, la existencia de graves lesiones histopatolégicas (en-
cefalitis multifocal necrotizante, miocarditis, miositis,
hepatitis no supurativas, etc.) caracteristicas de las infec-
ciones por este protozoo resultan relevantes, por demos-
trar un desequilibrio en la relacion parasito-huésped a fa-
vor de primero®.

Este trabajo tiene como objetivo describir dos eventos
de abortos en hatos bovinos para producciéon de carne
donde la enfermedad se present6 de forma epidémica y en-
démica, respectivamente.

La ubicacién geografica precisa donde el episodio tuvo
lugar, la categoria de los animales afectados (vaquillona o
vaca) y algunas especificaciones relativas al manejo repro-
ductivo se presentan en la tabla 1. La poblacién bovina en
estudio comprendio ejemplares para cria de las razas brita-
nicas Angus, Hereford y sus cruzas. El diagnostico diferen-
cial para establecer las causas de aborto fue solicitado por
veterinarios de la actividad privada, quienes enviaron las
muestras al Servicio de Diagnéstico Veterinario Especializa-
do (SDVE) del INTA Balcarce durante los afios 2011 y 2012.
Los hatos bovinos estaban libres de brucelosis. Las muestras
de sangre sin anticoagulante para serologia se obtuvieron
por puncion de la vena yugular.

Se evalud la presencia de anticuerpos neutralizantes con-
tra el virus de la diarrea viral bovina (vDVB) y el herpesvirus
bovino tipo 1 (HVB-1) siguiendo protocolos disponibles en el
SDVE antes citado y metodologia previamente descrita®.
Asimismo, se determinaron anticuerpos contra Leptospira
spp. mediante microaglutinacion.

Tras realizar diluciones séricas al doble, el aumento del
titulo serolégico en al menos 3 veces fue considerado como
seroconversion. La presencia de anticuerpos contra N. caninum
se evalu6 mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI) uti-
lizando una dilucion sérica de 1:100 ° y anti-lgG bovina con-
jugada con FITC (SIGMA, Cat. N.° F7887). Para todas las
técnicas se utilizaron controles apropiados tanto positivos
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Tabla 1 Detalle de los animales y del manejo general y reproductivo de los hatos bovinos involucrados en los dos eventos

de abortos examinados

Evento Localidad, Total de Carga Categoria Manejo Vacunas Abortos Sueros Fetos
provincia animales  animal reproductivo reproductivas® registrados analizados recuperados
() () ()
Coordenadas
geograficas
1 Balcarce, Bs. As. 57 0,8 Vag/ha Vaq 1A No 11 57 2
-37
-58
2 Necochea, Bs. As. 140 0,6 V/ha Vv 1A Si 14 44 2
-38
-59

V: vaca; Vaq: vaquillona; IA: inseminacion artificial.

2 Vacunas reproductivas aplicadas de acuerdo con la recomendacion del laboratorio elaborador.

(inoculaciones experimentales) como negativos, disponi-
bles en INTA EEA Balcarce.

Se efectu6 la necropsia y se estimo6 la edad aproximada
de los fetos por la cobertura pilosa, el peso y la longitud. Se
obtuvieron muestras de pulmoén y liquido de abomaso para
cultivo bacteriolégico de organismos aerobios y microaero-
filos; y de bazo para aislamiento viral®. El fluido abomasal
se utilizo, ademas, para el cultivo de Tritrichomonas foetus
y para el diagnodstico de Campylobacter fetus por inmu-
nofluorescencia directa® (IFD). No se intent6 en forma ruti-
naria el aislamiento de microorganismos anaerobios, hon-
gos, Leptospira spp., Chlamydia spp., ni de micoplasmas.
Ademas, se obtuvieron fluidos de cavidad abdominal y tora-
cica para deteccién de anticuerpos especificos contra
N. caninum (titulo positivo > 1:25) por IFI5.

Se recolectaron muestras de multiples tejidos, las que se
fijaron en formol tamponado al 10 % y se procesaron en
forma rutinaria para su analisis histopatologico. El diagnos-
tico de aborto por N. caninum se bas6 en la presencia de
lesiones histopatoldgicas especificas en los fetos (encefali-
tis multifocal no supurativa, miocarditis, miositis no supu-
rativa, hepatitis, etc.) y la serologia fetal, con el eventual
empleo de inmunohistoquimica (IHQ). El diagnéstico fue in-
determinado cuando no se pudo establecer su etiologia por
ninguna de las técnicas sefialadas.

Para evaluar la asociacion entre la presencia de anticuer-
pos especificos contra N. caninum y el estado reproductivo

(con abortos/sin abortos) se calculd el chi cuadrado y la
razon de las proporciones (odds ratio, OR) con su intervalo
de confianza®. Se realizaron los céalculos con el programa
EPIDAT (http://dxsp.sergas.es). Valores de OR mayores de 1
indican asociacion entre el evento (aborto) y el factor de
riesgo (serologia). Ademés se consideraron los resultados
del laboratorio para el diagnéstico diferencial en eventos
de pérdidas reproductivas.

En ninguno de los dos sucesos hubo seroconversién res-
pecto de vDVB, HVB-1 o Leptospira spp. En la tabla 2 se
detalla la distribucién de la serorreactividad frente a
N. caninum en los dos grupos de hembras bovinas estudiadas.

El aislamiento viral y bacteriologico a partir de fetos re-
sultd, asimismo, negativo. Los 4 fetos examinados (2 co-
rrespondientes a cada suceso) resultaron seropositivos por
IFI y mostraron lesiones histopatoldgicas compatibles con
aquellas causadas por N. caninum; sin embargo, los tejidos
resultaron negativos por IHQ.

Recientemente, las pérdidas econémicas causadas por
N. caninum en rodeos de cria de la pampa himeda se han
estimado en 12 903 440 dolares estadounidenses®. Aunque
este parasito ha sido involucrado como la quinta causa de
abortos en hatos bovinos para produccién de carne, con una
participacion del 6,7 % de los abortos*®, existe una tenden-
cia a sobredimensionar los resultados serolégicos cuando se
pretende establecer un diagnostico de aborto. La presencia
de anticuerpos contra N. caninum en una hembra bovina

Tabla 2 Distribucion de la serorreactividad frente a N. caninum en dos hatos bovinos afectados por episodios de aborto

Evento IFI Hembras bovinas Hembras bovinas OR (IC 95 %) X% P
con abortos (n) sin abortos (n)
1 *) 7 12 4,96 (1,23-19,97) < 0,05
©) 4 34
2 +) 2 3 0,69 (0,06-7,31) > 0,05
@) 12 27

IFI: inmunofluorescencia indirecta; OR: odds ratio.
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que ha abortado no necesariamente significa que esa fue la
causa del aborto, y puede ser simplemente un reflejo de la
infeccion presente en el rodeo. La asociacion entre el esta-
tus seroldgico y el aborto ya ha sido descrita por otros auto-
res en relacion con el diagnéstico seroepidemiolégico po-
blacional®.

Cuando se presenta un problema de abortos, se sugiere
obtener para su evaluacion seroldgica muestras de sangre
no solo de las hembras que han abortado, sino también de
aquellas pertenecientes al mismo rodeo que gestan normal-
mente. La comparacion de las proporciones de animales
seropositivos en ambos grupos permite inferir la participa-
cion de N. caninum en los abortos observados, mas aun en
los eventos epidémicos, como el observado en este trabajo
en la localidad de Balcarce. Esta comparacion podria ser
mas exacta si se implementaran técnicas de ELISA, que tie-
nen mayor sensibilidad y especificidad que la IFl, o si se
utilizara ELISA de avidez, que ofrece informacion adicional,
ya que permite diferenciar animales cronicamente infecta-
dos (endemia) de aquellos infectados recientemente® (epi-
demia).

La deteccion de anticuerpos en fluidos fetales demuestra
la infeccion congénita, pero no es per se un elemento
suficiente para afirmar que el aborto fue causado por
N. caninum®. Por otro lado y como se describié en el caso
registrado en Necochea, la presencia de anticuerpos en flui-
dos fetales acompariada de lesiones histopatolégicas carac-
teristicas en solo un feto puede indicar también la
ocurrencia de abortos esporadicos por N. caninum en hatos
bovinos con infeccion endémica®. Es decir, la presencia de
anticuerpos especificos ya sea en la madre o en el feto,
sumada a la presencia de lesiones histologicas fetales, ge-
neran la presuncién de que N. caninum pudo haber ocasio-
nado ese aborto, pero no el brote de abortos observado en
el rodeo. En este sentido, en ganado lechero se ha descrito
que 49 vacas con titulo serolégico > 1:200 parieron con nor-
malidad, aunque terneros congénitamente infectados. Al
parecer, el evento de Necochea corresponderia a la ocu-
rrencia de abortos esporadicos en una situacion endémica,
porque no existio asociacion entre los abortos y el seroesta-
tus. Solo 2 fetos resultaron seropositivos y tuvieron lesiones
compatibles, aunque la IHQ result6 negativa. Para confir-
mar el diagnéstico presuntivo de neosporosis hubiese sido
necesario aplicar técnicas moleculares més sensibles en los
tejidos fetales®.

Aungue en Argentina los rodeos para carne son maneja-
dos en condiciones extensivas, los sistemas de produccion
intensiva podrian aumentar la prevalencia de N. caninum.
Es interesante mencionar que en el evento donde
N. caninum fue responsable de la tormenta de abortos (epi-
demia), los animales eran vaquillonas en su primera gesta-
ciony la carga animal era alta, ambos son factores de riesgo
para que se manifieste la enfermedad®. El posible impacto
econémico por N. caninum en sistemas productivos para
carne intensivos no deberia desestimarse como factor de
riesgo posible®.

Para avalar el diagndstico de neosporosis resulta necesa-
rio un diagnostico serolégico integral y diferencial (que en
los eventos aqui estudiados fueron dados por la ausencia de
seroconversion asociada a enfermedades virales o a
Leptospira spp.). Los resultados del presente trabajo des-

tacan la importancia del criterio del veterinario clinico
frente a la presentacién de abortos, circunstancia que exi-
ge no solo una adecuada obtencién de muestras para reali-
zar un diagnostico integral y diferencial sobre las posibles
causas del aborto, sino también un analisis clinico-epide-
mioldgico criterioso.
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