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RESUMEN

Objetivo. Determinar la presencia de lesiones, formas evolutivas y antigenos compatibles
con Neospora caninum, a través de estudios histopatoldgicos e inmunihistoquimicos en el
sistema nervioso central de fetos bovinos procedentes de matadero. Materiales y métodos.
Se estudiaron muestras de cerebro, cerebelo y médula de 108 fetos mayores de cinco
meses, provenientes de un frigorifico del municipio de Monteria — Cérdoba. Los estudios
histopatolégicos se realizaron mediante coloracién con hematoxilina - eosina y los estudios
inmunohistoquimicos a través de la técnica de peroxidasa anti-peroxidasa. Resultados. El
estudio estableci6 que de los 108 fetos examinados por histopatologia, el 27,8% presentaron
lesiones compatibles con el protozoario. Estas lesiones, fueron observadas principalmente
en cerebro (24.1%) y en menor numero a nivel medular (3.7%). Las lesiones compatibles
observadas consistieron en gliosis, meningitis, congestion y hemorragia focal severa. Los
estudios inmunihistoquimicos, utilizados para detectar antigenos tisulares del agente etiolégico,
resultaron negativos. Conclusiones. Con base en los resultados, se puede afirmar que
existen alteraciones histopatoldgicas en el sistema nervioso central de fetos bovinos
procedentes de matadero, compatibles con infecciones por el protozoario N. caninum. La
coloracién inmunohistoquimica para deteccion del parasito fue negativa, no obstante, no se
descarta la presencia del agente por lo que se sugiere la realizacion de técnicas mas
especificas como PCR.

Palabras clave: Neosporosis, bovinos, fetos, inmunohistoquimica.

ABSTRACT

Objective. To determine the presence of lesions, antigens or evolved forms compatible
with Neospora, through histopathological and immunohistochemical studies in the central
nervous system of bovine fetuses from a slaughterhouse. Materials and methods. Samples
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of brain, spinal cord and cerebellum of 108 fetuses older than five months from a slaughter-
house in the Monteria, Cérdoba were studied. Histopathological studies were performed
using coloration with hematoxylin and eosin and immunohistochemical studies used the
peroxidase anti-peroxidase technique. Results. Of 108 fetuses examined histopathologi-
cally, 27.8% had injuries consistent with the protozoan. Lesions were observed mainly in
brain (24.1%) and to a lesser degree in the spinal cord (3.7%). Compatible lesions con-
sisted of gliosis, meningitis, congestion and severe focal bleeding. Inmunihistochemical
studies to detect tissue antigens of the etiologic agent were negative. Conclusions. We
found histopathological alterations in central nervous system of bovine fetuses from the
slaughterhouse, compatible with infection by the protozoan N. caninum. Immunohistochemical
coloring for detection of the parasite was negative, however absence of the agent cannot
be conclusively determined. We suggest conducting more specific techniques such as PCR.

Key words: Neosporosis, cattle, fetuses, inmunohistochemical.

INTRODUCCION

Neospora caninum es un importante causa
de aborto bovino alrededor del mundo. Los
perros y coyotes, pueden actuar como
huéspedes definitivos del agente ya que al
consumir fetos abortados o placentas
infectadas, liberan ooquistes que producen
infeccion postnatal en el ganado (1,2). En
los bovinos, ademas de la infeccion oral, es
bien conocida la transmisién vertical, que
puede mantener la infeccidon en los hatos
por varias generaciones, convirtiéndose en
una ruta de infeccibn muy importante
epidemiolégicamente (3).

En el ganado bovino, la enfermedad se
manifiesta principalmente por abortos entre
el quinto y sexto mes de gestacion. No
obstante, este signo se puede presentar en
cualquier etapa. Para corroborar el
diagnostico de esta enfermedad, se utiliza
el examen histopatoldgico de tejidos fetales
principalmente cerebro, asi como pruebas
inmnunohistoquimicas y serolégicas (4).

La evolucion de la prefiez en un animal
infectado depende de la etapa de prefiez en
la cual ocurrid la infeccion fetal. Se ha
observado, que la infeccién en los primeros
estadios de gestacion tiende a resultar en
aborto, y en etapas posteriores de gestacion
se encuentra asociado al nacimiento de
terneros a término, clinicamente normales
pero congénitamente infectados (5).

Para confirmar infecciones por Neospora
en casos de abortos, se requieren muestras
de uno o mas fetos abortados, placenta y
suero o fluido serosanguinolento acumulado
en las cavidades del cuerpo.
Histolégicamente, se pueden observar
cambios diseminados en diversos tejidos
pero las lesiones mas significativas para
diagnostico son las observadas en el
cerebro y consisten en focos de infiltrado
celular no supurativo, ocasionalmente se
pueden observar focos de necrosis (4).
Otras lesiones histopatoldégicas consisten
en epicarditis y miocarditis focal no
supurativa, miositis y hepatitis portal no
supurativa, frecuentemente con focos de
necrosis hepatica y neumonia intersticial
no supurativa (6).

El diagnostico presuntivo de infeccidon por
Neospora puede basarse usualmente en las
lesiones antes mencionadas, sin embargo,
la confirmacion del agente se realiza a través
de técnicas inmunohistoquimicas, usando
anticuerpos para identificar formas evolutivas
del parasito como quistes tisulares y
taquizoitos en tejidos fetales. La
inmunohistoquimica para Neospora es mas
eficiente usando secciones de cerebro fetal,
aunque el parasito puede estar presente en
pulmén, rifidn y musculo esquelético (6).

Las enfermedades reproductivas son una
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problematica frecuente en la especie bovina
que implican graves pérdidas econdémicas.
Estas patologias, generalmente han sido
asociadas a etiologias de origen bacteriano
y viral como Leptospira, Brucella, diarrea
viral bovina y rinotraquitis infecciosa bovina
entre otras, no obstante, se debe considerar
al protozoario N. caninum como una causa
poco estudiada en el ambito ganadero de la
Costa Atlantica colombiana.

En Colombia existen estudios que
demostraron la presencia de anticuerpos
contra N. caninum en 54.1% de vacas con
antecedentes abortivos procedentes de la
Sabana de Bogota, Narifio y algunas fincas
de clima calido (7). Igualmente, estudios
realizados en vacas con antecedentes de
trastornos reproductivos en Monteria,
Cérdoba, demostraron la presencia de
anticuerpos compatibles en el 10.2% de los
animales estudiados (8). Los resultados
obtenidos en estas investigaciones, ameritan
estudios encaminados a identificar y aislar
el agente etiolégico, con fines de
caracterizacion. El objetivo de este trabajo
fue determinar la presencia de lesiones,
formas evolutivas y antigenos compatibles
con Neospora caninum, a través de estudios
histopatoldgicos e inmunihistoquimicos en el
sistema nervioso central de fetos bovinos
procedentes de matadero.

MATERIALES Y METODOS

Sitio y tipo de estudio. La investigacion
planteada correspondié a una evaluacion de
tipo exploratorio y descriptivo prospectivo,
que se realiz6é en el municipio de Monteria —
Cordoba. La poblacién de estudio fueron
fetos de cinco o mas meses de gestacion,
procedentes de hembras bovinas que
llegaron al frigorifico del municipio de
Monteria.

Tamano de la muestra y analisis de
datos. El calculo de la muestra se hizo
teniendo en cuenta el promedio de
hembras/mes que entraron a matadero con
mas de cinco meses de gestacion, lo cual
fue estimado en 512 animales, de acuerdo
con los registros tomados previos al
presente estudio.
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Para calcular el tamafo de la muestra (n),
se usO un intervalo de confianza del 95%
(z =1.96) y un error maximo permisible del
5% (e = 0.05). La frecuencia esperada de
positivos se hizo con base en el 10% (p),
que es el porcentaje de seropositivos al
parasito previamente encontrados en el
municipio de Monteria (8). La frecuencia
esperada de negativos 90% (q), en animales
con antecedentes de trastornos
reproductivos. El tamafio de la muestra
correspondié a 108 fetos.

Recoleccién y procesamiento de
muestras.

Histopatologia. Se recolectaron tejidos de:
cerebro, cerebelo y médula, que son los
lugares donde con mayor frecuencia se
reportan lesiones por N. caninum (9). Estos
tejidos fueron fijados en formalina al 10%
tamponada. Posteriormente, las muestras
fueron procesadas, cortadas y coloreadas
con Hematoxilina — eosina, segun los
procedimientos histoldégicos de rutina
descritos por Luna (10).

Técnica de inmunoperoxidasa para la
deteccion de antigenos de N. caninum.
En muestras de tejido que presentaron
alteraciones histopatoldégicas compatibles
con neosporosis, se realizé la técnica
inmunohistoquimica de inmunoperoxidasa
para identificacion de antigenos del parasito
en tejidos. La técnica fue desarrollada en el
Centro de diagnostico — CEISA, Laboratorio
de Virologia — Bovina, el cual sigue los
protocolos de Morales et al (11).

RESULTADOS Y DISCUSION

Histopatologia. De los 108 fetos examinados
el 27.8% presentd lesiones en los tejidos
estudiados compatibles con infeccién por N.
caninum. Estas lesiones fueron observadas
principalmente en cerebro, donde 24.1% de
los fetos presentaron algun tipo de lesién
(Figura. 1), mientras que 3.7% presentaron
lesiones medulares. En ninguno de los casos
se observo lesion en el cerebelo. La tabla 1
muestra el nUmero y porcentaje de fetos
que presentaron lesiones en los tejidos
estudiados.
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Figura 1. Cortes histopatoldgicos de cerebro de fetos bovinos provenientes de matadero. A, B y
C se observa gliosis a nivel de cerebro, D. ademéas de un foco de gliosis se observan
vasos sanguineos congestionados (flechas).

Tabla 1. Numero y porcentaje de fetos con lesiones en cerebro, cerebelo y médula.

Cerebro %o Cerebelo %o Médula %

Con lesiones 26 24.1 a 0 4 3.7
Sin lesiones B2 75.9 108 100 104 96,3
Total 108 100 108 100 108 100

Al observar detalladamente las lesiones
encontradas en los tejidos estudiados se
encontraron los siguientes cambios
histologicos: gliosis focal 10.52%, gliosis
difusa 2.63%b, gliosis multifocal 0.87%b, gliosis
focal nodular 3.5%, hemorragias focales

severas 1.74%, meningitis 0.87%, congestion
5.26% y encefalitis supurativa 0.87%. En la
tabla 2 se resumen las alteraciones
microscopicas observadas en los tejidos
estudiados.

Tabla 2. Hallazgos histopatolégicos, tenido en cuenta el tipo de tejido, lesion histolégica
observada y porcentaje de fetos que presentaron lesiones.

Lesion Cerebro Cerebelo Medula %
Gliosis focal 12 0 0 11.1
Gliosis difusa 3 0 0 2.8
Gliosis multifocal 1 0 0 0.93
Gliosis focal nodular 4 0 0 3.7
Encefalitis supurativa i ] o] 0.93
Meningitis 1 0 0 0.93
Congestion 4 0 2 5.53
Hemorragia focal severa 0 0 2 1.85
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Algunos hallazgos histopatolégicos con
coloracion basica de hematoxilina - eosina,
estan de acuerdo con lo que se ha informado
en varias especies animales infectadas
natural o experimentalmente por N. caninum.
Las lesiones fueron observadas
principalmente en cerebro lo cual coincide
con diferentes autores quienes afirman que
es el drgano mas afectado en casos de
neosporosis (9, 12, 13).

Al realizar estudios histopatolégicos en el
sistema nervioso central en fetos bovinos
abortados y encontrar lesiones como
encefalitis necrotizante multifocal no
purulenta, gliosis y presencia de estructuras
quisticas entre otras alteraciones, hay que
considerar necesariamente un diagnoéstico
presuntivo compatible con N. caninum (12)

Diversos autores (12-16) afirman que el
diagndstico presuntivo de infecciéon por N.
caninum puede basarse en las lesiones
histolégicas de diversos tejidos,
principalmente SNC. La lesiébn mas
frecuentemente reportada en trabajos de
investigacion sobre neosporosis, es la
encefalitis o encefalomielitis multifocal no
supurativa. Este tipo de lesién no fue
observada en los hallazgos histopatolégicos
del presente estudio, en cual, uno de los
animales presenté lesiones de encefalitis
pero, de tipo supurativo. Lesiones como
gliosis focal, gliosis difusa, gliosis multifocal,
meningitis, congestiéon y hemorragia focal
severa observadas en la mayoria de los
tejidos estudiados en este trabajo, son
reportadas permanentemente como hallazgos
histopatolégicos en casos confirmados de
neosporosis bovina (4, 9, 12, 17). Por otra
parte, en este trabajo se reportan cuatro
casos con lesiones de gliosis focal nodular
lo cual es tipico de infecciones virales sin
ser especifico de ello.
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Inmunohistoquimica. Con respecto a los
estudios inmunihistoquimicos, las muestras
de tejido que presentaron alteraciones
histopatoldgicas compatibles con neosporosis
resultaron con inmunomarcacion negativa
para antigenos del protozoario.

De Meerschman et al (16) y Wouda et al
(18) afirmaron que el diagndstico presuntivo
de la infeccion por Neospora puede ser
realizado, en las lesiones histoldgicas; sin
embargo, la inmunohistoquimica usando
anticuerpos contra Neospora es un método
mas eficiente para la deteccion de estadios
quisticos y taquizoitos en tejidos fetales. La
inmunohistoquimica para Neospora es exitosa
en secciones de cerebro y otros tejidos
fetales, no obstante, autores como
Baszler et al (19) y Van Maanen et al (20)
afirmaron que los examenes histolégicos
e inmunohistoquimicos para reportar
neosporosis en los tejidos del huésped podrian
tener pobre sensibilidad para detectar el
parasito, la mayoria de las veces, por un
bajo nimero de antigeno en tejidos y otras
debido a la baja calidad de la muestra fetal
por procesos autoliticos, momificacién o
maceracioén, lo cual fue corroborado por
Anderson et al (6). Por lo anterior, se puede
afirmar que si bien se observo
inmunomarcacion negativa para el antigeno,
no se puede descartar la asociacion de N.
caninum a las lesiones en los tejidos
estudiados. Es indispensable realizar pruebas
mas sensibles como PCR con el fin de
detectar pequefias cantidades de antigenos
en los tejidos estudiados.
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