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RESUMEN

Se presentan diagnésticos de Neosporosis realizados en el
Uruguay. por la DILAVE «Miguel C. Rubino» entre abril de
1999 y marzo del 2000. Se estudiaron cinco fetos bovinos
abortados (cuatro de raza Holstein y uno de raza Hereford),
asi como 276 sueros bovinos de rodeos con abortos. Estu-
dios histopatolégicos de los cinco fetos bovinos permitie-
ron visualizar en todos ellos necrosis multifocal en el siste-
ma nervioso central (SNC) y en dos de ellos miocarditis
con infiltrado no supurativo, lesiones tipicas de Neosporosis.
Mediante la téenica de inmunohistoquimica (IHQ) se ob-
servaron formas parasitarias a nivel del SNC y miocardio,
que resultaron positivas a Neospora caninnnt. Se realizaron
estudios serolGgicos para Neospora caninwm con las téeni-
cas de inmunofluorescencia indirecta (IFI). EI 27.7 % de
los sueros estudiados fue seroldgicamente positivo. En el
caso de las vacas abortadas de esos rodeos, el 54 % resultd
positivo, mientras que de las vacas prenadas solamente lo
fucel 6 %. Aborto y sero-positividad estin significativamente
relacionadas (p< 0.01) por el test de Chi-cuadrado). Los sue-
ros de dos de las cinco vacas abortadas cuyos fetos resulta-
ron positivos a la THQ, fueron seroldgicamente positivos
con titulos en la IFI de 1:12.800 vy 1:3.200; los sucros de las
restantes tres vacas no fueron remitidos. Estos son los pri-
meros casos de aborto bovino en el Uruguay en los que se
ha diagnosticado Neospora caninum por 1écnicas serolgicas
¢ inmunohistoguimicas.
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SUMMARY

The results of the diagnosis of bovine neosporosis performed
between April 1999/March 2000 at the DILAVE «Miguel
C. Rubino». Montevideo, Uruguay, are presented in this
work. Five bovine foetuses (4 Holstein and 1 Hereford) as
well as 276 bovine serum samples from herds with clinical
abortion were studied. The histopathological studies of the
five foetuses showed multiple foci of necrosis at the central
nervous system (CNS) and myocarditis with nonsuppurative
infiltration, both of which are typical lesions of neosporosis.
By the immunohistochemical staining (IHC) parasitic forms
were observed in the CNS and myocardium which were
positive to Neospora caninum. Serological studies for
Neospora caninum were performed by the indirect
fluorescence antibody test (IFAT). Sera from herds with
clinical abortion were examined and 27.7 % of 276 bovine
sera were serologically positive, From those herds 54 % of
the aborted cows were positive for Neospora antibodies while
only 6 % of the pregnant cows were positive. The
seropositivity to Neospora caninum was significantly
correlated with abortion by Chi-square test (p( 0.01). Only
two of the five foctuses were sent together with the dam
sera. These two foetuses were positive by the IHC and the
sera were also positive with the IFAT titres of 1:12800 and
1:3200. This is the first report of Neospora caninum
associated bovine abortion in Uruguay by means of
serological and immunohistochemical procedures.
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INTRODUCCION

La Neosporosis es una enfermedad del
perro y otros animales de reciente re-
conocimiento a nivel mundial. Fue
reportada por primera vez en Norue-
ga(4) v el agente etiologico, Neospora
caninum, fue descrito en 1988(8, 6).
En 1989 se la asocia por primera vez

a abortos en los bovinos(18) en USA
y por ejemplo hoy en dia se lo
responsabiliza del 40 % de los casos
de aborto diagnosticados en Nueva
Zelandia (16).

Es un protozoario (Apicom-
plexa,, Sarcocystidae) similar a Toxo-
plasma gondii, con quien fuera durante
mucho tiempo confundido (6, 13).
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El perro es descripto como un hués-
ped definitivo de la Neospora
caninum(12, 14).

En un trabajo realizado en Gran Bre-
taia en 1997, utilizando sueros cani-
nos de diversas partes del mundo, se
encontrd que el 20 % de 414 perros
de estancia de Uruguay eran
seroldgicamente positivos a la técni-
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ca de IFI para Neospora canintm(3).
En los bovinos normalmente el tnico
signo clinico observado son los abor-
tos a partir del 3er. mes de gestacién,
generalmente entre el 5% y 6" mes. El
porcentaje de aborto en los diferentes
rodeos es muy variable. Sintomas cli-
nicos neuroldgicos sélo han sido re-
portados en casos individuales de ter-
neros menores de dos meses(9).

OBJETIVO

Comprobar la presencia de Neospora
canimum como agente causal de abor-
tos en rodeos bovinos del Uruguay.

MATERIALES
Y METODOS

El presente trabajo se realizé a partir
de 5 fetos bovinos, todos de distintos
establecimientos y de 276 sueros bo-
vinos de 20 establecimientos, todos
materiales remitidos al Departamento
de Patobiologia del Laboratorio «Mi-
guel C. Rubinos» entre abril de 1999 y
marzo del 2000.

Fetos:

Los 5 fetos bovinos se encontraban
entre el 5°y 6° mes de gestaci6n, pro-
venian de diferentes establecimientos,
cuatro de rodeos Holstein y el restan-
te de un rodeo Hereford. En ninguno
de los casos se trataba del primer abor-
to constatado. No habia sido posible
diagnosticar el agente causal de los
mismos, 0 habiéndose diagnosticado
algiin agente, no habia sido posible la
solucion del problema pese a las me-
didas profilicticas encaradas.

En dos casos se remitié el feto junto
al suero de la vaca abortada, en los
otros tres casos solamente fue remiti-
do el feto.

Se realiz6 la necropsia de los fetos,
retirdndose en todos los casos mues-
tras para realizar estudios
bacteriol6gicos ¢ histopatolégicos. Se

tomaron muestras de SNC, higado, ri-
non, corazoén, pulmdn y contenido
abomasal. Los materiales para estu-
dios bacterioldgicos fueron remitidos
al Departamento de Bacteriologia y
aquellos para histopatologia fueron
fijados en formol salino tamponado al
10 %.

Para realizar los estudios
histopatolGgicos de los fetos, se inclu-
yeron muestras representativas de los
diferentes drganos en parafina y los
cortes se estudiaron mediante una co-
loracidn de rutina de Hematoxilina-
Eosina (H-E).

Estos materiales fueron ademds pro-
cesados con la téenica de
Inmunohistoquimica (IHQ) por el
método de Inmunoperoxidasa (Com-
plejo Peroxidasa Avidina- Biotina).
Paracllo se utilizé el «<ABC Vectastain
Kit « de los Laboratorios Vector
(USA) vdoble juego de muestras, una
de ellas enfrentada al suero especifi-
¢o hiperinmune anti-Neospora
caninum producido en cabra por el
Laboratorio VMRD (USA) y la otra
muestra enfrentada a PBS como con-
trol negativo(11), siguiendo el proto-
colo del National Institute of Animal
Health (NIAH) del Japén(11), en la
técnica de IHQ se incluyeron estudios
de especificidad y antigenicidad cru-
zada para otros protozoarios para el
descarte de reaccion cruzada hacia
Toxoplasma gondii. Sarcosporidio y
Coccidia sp..

Sueros:

Se estudiaron 276 sucros bovinos, to-
dos provenientes de rodeos con pro-
hlemas de aborto.

Se realizé la  técnica de
Inmunofluorescencia Indirecta (IFT)
para deteccién de anticuerpos anti-
Neospora caninum. Se utilizaron 14-
minas con antigeno producidas por el
NIAH, Japén. Se utilizaron conjuga-
dos para detectar 1gG bovina u ovina
segiin fuera el caso. Para el caso de
los bovinos, se lomad como positivo un

titulo a la prueba de IFI igual o mayor
a 1:200 (16, 17).

Los sueros fueron chequeados para
Toxoplasmosis mediante la prueba de
Latex Aglutinacion. Se utilizé un kit
comercial, Toxochek-MT, elaborado
por Eiken Chemical Co. Ltda, Tokyo,
Japdn. .

Dos de los fetos llegaron acompana-
dos de los sueros de sus madres; los
mismos fueron chequeados para
Brucelosis (Rosa de Bengala) y
Leptospirosis (MAT). no para IBR y
BVD por tratarse de animales repeti-
damente vacunados contra esas dos
enfermedades

En el Departamento de Bacteriologia
se sembraron materiales provenientes
de los fetos a fin de descartar la pre-
sencia de Campylobacter fetus,
Trichomona fetus, Salmonella sp. y
Brucella abortus.

RESULTADOS:

a.- Estudios serolagicos:

a.l.) Vacas madres de los fetos estu-
diados:

Tal como se indicé anteriormente, sélo
pudieron ser estudiados los sueros de
dos vacas Holando abortadas, de dos
establecimientos lecheros diferentes,
al no haber sido remitido los sueros
de las madres de los otros tres fetos.
Esas dos vacas Holando fueron posi-
tivas a la prueba de IFI para
Neosporosis, una de ellas con un titu-
lo al momento del aborto de 1:12800
y la otra de 1:3200.

Los dos sueros resultaron negativos
para las pruebas de Toxoplasmosis,
Brucelosis y Leptospirosis.

a.2.) Onros sueros: Del total de 276
sueros bovinos estudiados, todos pro-
venientes de rodeos con problemas de
aborto, el 27.7 % resulld positivo a la
prueba de IFI para Neosporosis. El
54 % de las vacas abortadas fueron
positivas, mientras que de las vacas no
abortadas, solamente el 6 % lo fue.
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Hay establecimientos de los cuales
solamente fueron remitidos sueros de
vacas abortadas. (ver cuadro 1)

b.- Estudios Histopatoligicos:

Todos los fetos estudiados presenta-
ron multiples focos de necrosis en las
muestras de sistema nervioso central
(SNC), con escaso compromiso
meningeo. En ninguno de los casos se

dos de los fetos se observaron ademds
escasas formas quisticas con pared
fina (no mds de 2 micras), que no se
encontraban asociadas con los focos
de necrosis. Uno s6lo de los fetos pre-
senté agregados de taquizoitos asocia-
dos a las fibras miocdrdicas. Ni en
higado ni en rindn se observaron for-
mas parasitarias con esta técnica en
éstas muestras. Las pruebas de

Cuadro 1. Resultados seroldgicos (IFT)

ninguno de estos microorganismos en
los medios de cultivo especificos para
cada uno de ellos.

DISCUSION y
CONCLUSIONES

Si bien la Neosporosis no habia sido
confirmada hasta el presente afio por
IHQ en el Uruguay, existian resulta-

DR TIPO VACAS VACAS
GANADO ABORTADAS PRENADAS
ESTABLECIMIENTOS I + IFI - IFI + TFI -
I Leche 5 3 0 9
2 Leche 8 9 3 9
3 Leche 5 7 | 62
4 Leche 4 5 0 0
5 Leche 2 4 0 0
6 Carne 5 0 0 7
7 Carne 3 3 0 i'A
8 Carne 8 4 0 0
9 Carne R 3 0 0
10 Carne 2 8 0 0
11 Leche 3 0 2 14
12 Leche 3 5 2 6
13 Leche 6 0 0 0
14 Carne 4 0 0 7
15 Leche 3 1 0 0
16 Carne 2 2 0 0
17 Carne 7 0 0 0
18 Leche 3 2 0 0
19 S/datos 0 4 0 0
20 Carne 4 5 0 6
TOTALES 76 65 8 127
% 54 % 46 % 6% 94 %
observaron formas parasitarias con H- antigenicidad  cruzada  para dos seroldgicos que indicaban su po-

E. En dos de los cinco casos se
visualizé una moderada miocarditis
mononuclear difusa.

Con la técnica de ITHQ descrita ante-
riormente, se observaron taquizoitos
libres en las muestras de sistema ner-
vioso de los cinco fetos estudiados. En

Toxoplasma gondii, Sarcosporidio y
Coccidia sp. resultaron negativas.

Los materiales fueron procesados por
el Departamento de Bacteriologia para
investigar Campylobacter fetus,
Trichomona fetus, Salmonella sp. y
Brucella abortus, no desarrollando

sible presencia, tanto en caninos como
en bovinos. (3)

En un trabajo realizado en Gran Bre-
taiia en 1997 se encontré que el 20 %
de 414 perros de estancia del Uruguay
eran positivos a la técnica de IFI para

Neospora caninum(3). Siendo el pe-
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rro un huésped definitivo, estos resul-
tados permitian suponer la presencia
de la enfermedad, tanto en caninos
como en otras especies. A nivel re-
gional también hay antecedenies, ha-
biendo sido diagnosticada en la Ar-
gentina(5.01) y Brasil(10).

En el caso de los fetos bovinos obje-
to del presente estudio, todos ellos
presentaron lesiones histopatoldgicas
tipicas de Neosporosis, habiéndose
claramente identificado las formas pa-
rasitarias por IHQ. Este hecho, suma-
do al resultado serolégico con altos
titulos finales para Neospora caninum
en dos de las vacas que abortaron esos
fetos y sin evidencias seroldgicas o
por cultivo de la presencia de otros
agentes causales, nos permiten con-
cluir que en estos casos el aborto se
debid a la Neosporosis. Referente al
diagndstico seroldgico, debe mencio-
narse que no siempre las vacas posi-
tivas abortan su feto o, atin siendo
serolégicamente  positivas  a
Neosporosis, pueden abortar por otro
agente causal, siendo muy dificil en
el bovino establecer la causalidad de
un aborto por medio del estudio
serolégico(16). Hay vacas que
seroconvierten a una infeccion por
Neospora que es insuficiente para
provocar el aborto y se sabe que in-
fecciones en gestacion tardia pueden
no ser fetopdticas(15). La IFI, como
toda técnica seroldgica, es una muy
valiosa técnica para estudios
epidemiolGgicos en un rodeo, para
determinar si el mismo ha estado ex-
puesto al agente causal, siendo tam-
bién una herramienta de ayuda al
diagnéstico. El hallazgo de altos titu-
los serolégicos a Neospora caninum
resultd altamente significativo en las
vacas cuyos fetos resultaron positivos
a la IHQ para este agente, asi como
el alto porcentaje de vacas
serolégicamente positivas entre ¢l
grupo de las abortadas (54 %) y bajo
porcentaje (6 %) entre las no aborta-
das de esos mismos rodeos. Estos son

los primeros casos en el Uruguay en
que ha sido posible confirmar la pre-
sencia de Neospora caninum por me-
dio de una técnica de referencia a ni-
vel internacional para el diagndstico
de esta enfermedad, como lo es la
THQ(8.11.21)

Por los estudios serolégicos e
inmunohistoquimicos detallados en el
presente trabajo, queda definitivamen-
te confirmada la presencia de la
Neosporosis en el Uruguay. Conside-
ramos que esta enfermedad. de ahora
en mas, debe ser siempre incluida en
el diagnéstico diferencial en los casos
de aborto bovino.

Por las dificultades anteriormente
enunciadas para el diagnéstico, es que
deberian utilizarse conjuntamente la
técnicas  seroldgicas y  la
histopatologia. Deben realizarse estu-
dios seroldgicos de la vacas aborta-
das y de otras vacas del rodeo, asi
como la histopatologia del feto y con-
firmacidn de los hallazgos por IHQ.
.
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