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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue detectar Neospora caninum en neonatos y fetos bovinos de abortos espon-
taneos del nordeste argentino. Sobre un total de 26 fetos bovinos abortados espontaneamente (23 de cria y 3 de
tambo) se detectaron lesiones histopatologicas compatibles con neosporosis en 4 de ellos. La presencia de Neos-
pora caninum fue confirmada mediante inmunohistoquimica en el encéfalo de 3/4 fetos (2 de cria y 1 de tambo)
con lesiones microscdpicas compatibles con neosporosis. Las lesiones histopatolégicas mas relevantes fueron la
asociacion de encefalitis, miocarditis y hepatitis no purulenta multifocales. De 10 neonatos bovinos procesados (8
de cria y 2 de tambo), no se detectaron animales con lesiones compatibles con neosporosis. Este trabajo confirma
la presencia de Neospora caninum en fetos abortados espontaneamente en bovinos de rodeos de cria y de tambo
del nordeste argentino.
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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, paralisis o asintomaticos'®. En Argentina, la neosporosis tiene una amplia distribucion, con seroprevalen-
cias que varian del 4,7 al 88,8%; siendo los rodeos lecheros y con antecedentes de abortos los de mayor prevalen-
cia®>%. La enfermedad ha sido ampliamente demostrada en ganado bovino de la pampa himeda®*%*. En el nor-
deste argentino la informacion es menor; en la provincia de Corrientes se informan evidencias seroldgicas de in-
feccion por N. caninum del 4,9% en torost y de 16,8% en terneros™2; no existiendo informacion sobre la deteccién
directa de N. caninum en tejidos de fetos de abortos naturales. Los métodos rutinarios para el diagnéstico de neos-
porosis en fetos y neonatos incluyen la necropsia, el examen histopatoldgico y la identificacion de estructuras
parasitarias por métodos inmunohistoquimicos. Los fetos que evidencian encefalitis, miocarditis y hepatitis no
purulenta multifocal son presuntivos de neosporosis; el diagnoéstico definitivo consiste en asociar estas lesiones
con la inmunomarcacion del parasito>-®. El objetivo del presente trabajo fue detectar N. caninum, mediante anali-
sis histopatoldgico e inmunohistoquimico, en fetos y neonatos obtenidos de casos naturales de rodeos bovinos del
nordeste argentino.

MATERIALES Y METODOS

Para el trabajo se emplearon fetos abortados espontaneamente y neonatos remitidos para necropsia al labora-
torio de la catedra de Patologia General y Sistemética de la Facultad de Ciencias Veterinarias -UNNE- entre abril
del 2003 y septiembre de 2008. También se emplearon muestras de érganos fetales recolectados por veterinarios
en el campo.

Anélisis anatomopatoldgico

Cuando se remitieron fetos y neonatos se realizé la necropsia completa, determinandose el sexo y la edad ges-
tacional aproximada mediante anamnesis y/o fecha de inseminacion. Se obtuvieron muestras de bazo, timo, higa-
do, pulmones, corazon, rifiones, encéfalo (cerebro: region frontal, parietal y occipital; cerebelo; tdlamo; tuberculos
cuadrigéminos anteriores; tuberculos cuadrigéminos posteriores; pedunculos cerebelares y obex) y musculo es-
quelético. Las muestras obtenidas fueron fijadas en formalina bufferada al 10% durante 48 horas y procesadas
para el examen histopatol6gico mediante la técnica clasica para bloques parafinados, cortadas a 5 um y coloreadas
con hematoxilina-eosina. No se obtuvieron muestras para cultivos bacteriolégicos ni virolégicos.
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Estudio inmunohistoquimico

La deteccion antigénica de N. caninum se realizd solamente a los animales que presentaron lesiones micros-
clpicas compatibles con neosporosis; es decir, aquellos que evidenciaron asociacion de encefalitis, miocarditis y
hepatitis no purulenta multifocales®3-2. Para el examen inmunohistoquimico se siguieron las recomendaciones
técnicas de Haines y Chelack ,1991%. Los bloques parafinados fueron cortados a 5 pm y montados en portaobjetos
tratados con poly-I-lisina. Las secciones fueron desparafinadas con dos pasajes por xilol e hidratadas en concen-
traciones decrecientes de alcohol (alcohol 100°, peroxido de hidrogeno al 3% en metanol, alcohol 96°, alcohol 80°
y alcohol 70°). La peroxidasa enddgena se inactivo durante la hidratacion con una solucion de perédxido de hidro-
geno al 3% en metanol durante 10 minutos. La recuperacion antigénica se realizd con proteinasa K al 0,2% en
camara himeda durante 20 minutos a 37°C en estufa de cultivo. Como anticuerpo primario se utiliz un anticuer-
po policlonal anti-N. caninum elaborado en conejos, gentileza del Dr. Carlos Campero, Patologia Veterinaria,
INTA, Balcarce. El anticuerpo se empled a la dilucion 1:3000 y se incubd con el tejido durante toda la noche (12
horas) en heladera entre 4° y 6° C. Para revelar la reaccion antigeno anticuerpo se utiliz6 el sistema inmunoenzi-
maética estreptavidina-biotinaperoxidasa (LSAB+System-HRP; Dako, USA) y como cromogeno la diaminobenzi-
dina al 0.05% diluido en H202 al 0,015% en PBS 0,01 M, pH 7,2; durante 10 minutos. Como tejidos controles
positivos se emplearon muestras de cerebros de fetos bovinos infectados, diagnosticados por el Dr. Carlos Campe-
ro. Como controles negativos se sustituyé 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 histopatol6gi-
cos de los 36 casos.

Tabla 1.- Hallazgos anatomopatoldgicos en fetos, 6rganos fetales y neonatos bovinos.

* Edad gestacional en meses. PN: Placentitis necrética. IHb: Imbibicién hemoglobinica. ENM: Encefalitis no purulenta mul-
tifocal. MNM: Miocarditis no purulenta multifocal. HND: Hepatitis no purulenta difusa. HNM: Hepatitis no purulenta multi-
focal. NINM: Neumonia intersticial no purulenta multifocal. NeNM: Nefritis intersticial no purulenta multifocal. SLA: Sin
lesiones aparentes. ND: No disponible. NP: Neumonia 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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Tres fetos procedieron de 2 establecimientos lecheros de la provincia de Corrientes y 23 fetos provinieron de
19 establecimientos de cria comercial del norte de Santa Fe, Chaco y Corrientes. El sexo se determin6 en 16/26
fetos, de los cuales 10 fueron hembras y 6 machos. La edad gestacional aproximada se determind 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 macroscopicos fueron placentitis necrética, pleuritis y pericarditis fibrinosa,
gemelos onfalotoracépagos y momificacion. En la mayoria de los fetos no se detectaron lesiones macroscopicas,
incluyendo los casos con inmunodeteccion positiva a N. caninum.

El anélisis histopatologico detectd 4/26 fetos con lesiones histopatolégicas compatibles con neosporosis, pro-
cedentes de 2 rebafios lecheros localizados en los municipios de Riachuelo y Empedrado (provincia de Corrientes)
y de 2 rebafios 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 gestacidén con una
edad gestacional promedio de 4,7 meses. Las lesiones del sistema nervioso central se caracterizaron por maltiples
focos de microgliosis y de necrosis delimitados 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 micro-
gliosis fueron mas 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 infiltra-
cion difusa de células mononucleares en sinusoides y espacios periportales, con ocasionales focos de necrosis

(Figura 3).

Figura 1.- Encefalitis no purulenta. Talamo con amplio foco de necrosis delimitado por microgliosis (H y E, 10x).

Tabla 2.- Deteccion inmunohistoquimica de N. caninum y asociacion con lesiones histopatoldgicas
en cuatro fetos con lesiones compatibles con neosporosis.

IHQ: Deteccion inmunohistoquimica de N. 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. -: negativo.
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Figura 2.- Miocarditis no purulenta. Necrosis e infiltrado de células mononucleares en miocardio (H y E, 20x).

Figura 3.- Hepatitis difusa no purulenta. Infiltrado difuso de células mononucleares en
sinusoides y foco de necrosis en hepatocitos (H y E, 20x).

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 anato-
mopatologicos fueron malformaciones (palatosquisis, queilosquisis e hidrocefalia), lesiones compatibles con parto
distocico y lesiones inflamatorias inespecificas (Tabla 1). Ninguno de los neonatos bovinos presenté lesiones mi-
croscopicas compatibles con neosporosis.

Hallazgos inmunohistoquimicos

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

Figura 4.- Corteza cerebral. Inmunomarcacion de Neospora caninum en area de gliosis y en la periferia de un
pequefio vaso sanguineo. Anticuerpo policlonal anti-Neospora caninum, sistema inmunoenzimatico
LSAB+System-HRP, cromdgeno diaminobenzidina (40x).
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DISCUSION 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 estableci6 la presencia, mediante un
método inmunohistoquimico, de N. caninum en el sistema nervioso central de 3/4 fetos bovinos con lesiones his-
topatoldgicas compatibles con neosporosis en la region del nordeste argentino. En Argentina, las principales cau-
sas de abortos infecciosos son bacterias como Brucella abortus, Campylobacter fetus y Escherichia colif-
hemolitico*Z. N. caninum es responsable de originar 7,3 a 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 especi-
ficas-2->-8-12.18 Fn g| sistema nervioso central las lesiones fueron dispersas, sin una localizacion particular, aun-
que en dos fetos fueron mas numerosas en regiones basales del encéfalo. Otros trabajos informan encefalitis con
lesiones dispersas sin una localizacion preferencial>8, mientras que otros observaron lesiones dispersas con pre-
dominio de frecuencia en la corteza cerebral®X. Estas diferencias en la frecuencia de distribucion puede deberse a
multiples factores. La edad del feto, el tipo de produccion (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
mas severas, ampliamente distribuidas y numerosas en fetos de ganado lechero que en ganado de carne, durante el
primero y segundo tercio de gestacion y en fetos de abortos epidémicos®*>-8. Debido a la dispersion de las lesio-
nes en el sistema nervioso central, creemos conveniente el muestreo de diferentes regiones del encéfalo que abar-
que corteza cerebral, cerebelo y estructuras basales, particularmente tdlamo, tubérculo cuadrigéminos anterior y
posterior. Ademas, el encéfalo es indispensable para la deteccion de N. caninum, ya que la inmunolocalizacién del
parasito en nuestro estudio se restringio al sistema nervioso central. Trabajos previos determinaron que la mayor
carga parasitaria en el feto se encuentra en el encéfalo y, por lo tanto, la identificacion de N. caninum es mas exi-
tosa en éste 6rgano*>-. La edad gestacional de los fetos positivos a N. caninum (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. caninum3-%,

No se reportan pérdidas neonatales por N. caninum®Z, al igual que en este trabajo. Las principales pérdidas
neonatales registradas en Argentina son infecciones bacterianas septicémicas, siendo los agentes mas frecuente-
mente aislados Escherichia coli, Brucella abortus, Arcanobacterium pyogenes y Salmonella spp. Las anomalias
congénitas son la causa no infecciosa mas comin de mortalidad neonatal .

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