V

Coenurosis bovina en Uruguay

Coenurosis in cattle in Uruguay

Buroni F'2", Armua-Fernandez TM?, Nan F*, Matto C', Venzal JM?, Rivero R’
'Laboratorio Regional Noroeste “Miguel C. Rubino”, Ruta 3 Km 369, Paysandua, 60000. Uruguay.

Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica, Lasplaces 1620, Montevideo, 11600. Uruguay.

3Laboratorio de vectores y enfermedades transmitidas. Facultad de Veterinaria, Universidad de la Reptiblica, CENUR Litoral Norte, Salto, Rivera

1350, Salto, 50000. Uruguay.

‘Departamento Morfologia y Desarrollo, Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica. Lasplaces 1620, Montevideo, 11600. Uruguay.

“Autor para correspondencia: E-mail: fburoni@hotmail.com

Veterinaria (Montevideo) Volumen 54
N° 206 (2017) 19-24

Resumen

Coenurosis es la enfermedad causada por Coenurus cerebralis,
forma larvaria de Taenia multiceps. Afecta a rumiantes, equinos,
suinos y humanos provocando sintomatologia nerviosa. El pre-
sente trabajo tuvo como objetivo describir un foco de coenurosis
en bovinos en Uruguay, diagnosticado mediante estudios ana-
tomopatolégicos y técnicas moleculares (PCR/secuenciacion).
Se realiz6 la necropsia de dos vaquillonas Hereford (Caso A 'y
B) de 2-3 afios que presentaban desmejoramiento progresivo,
ataxia, torneo y desviacion de la cabeza. Macroscopicamente,
se observo la presencia de una vesicula quistica en el hemis-
ferio cerebral izquierdo del caso A, la cual se rompid espon-
taneamente al extraer el encéfalo del craneo. En el caso B, se
extrajo del hemisferio cerebral derecho una vesicula completa,
de color transparente con escolices blanquecinos en su interior.
Al examen histopatologico del sistema nervioso central se ob-
servo reaccion inflamatoria en el tejido adyacente a la ubicacion
de los quistes constituida por macréfagos, eosinofilos, linfocitos
y células gigantes. La vesicula del caso B fue diseccionada y
se utilizé un trozo para la extraccion de ADN. Mediante PCR
se amplific6 un fragmento del gen nadl. La secuencia obteni-
da fue comparada con las secuencias registradas en el GenBank
utilizando la herramienta BLAST. El resultado revelé una ho-
mologia de 99% con 7. multiceps. Por lo tanto, este trabajo con-
firma que la coenurosis bovina se encuentra presente Uruguay.
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Summary

Coenurosis is a disease caused by Coenurus cerebralis, the lar-
val stage of Taenia multiceps. Ruminants, equids, swine and
even humans can be affected developing neurological symp-
toms. This work reports C. cerebralis infection diagnosed by
macroscopic and histologic lesions and molecular tools (PCR/
sequencing) in two heifers in Uruguay. Two 2-3 years old Her-
eford heifers were necropsied (case A and B). Both animals
presented progressive deterioration, ataxia, circling and head
deviation. Grossly, in case A, a cystic vesicle protruding from
the left hemisphere was observed. The vesicle was broken spon-
taneously while the encephalon was retrieved from the cranial
cavity. On case B, the whole cystic vesicle was retrieved from
the right hemisphere. Through the translucent wall’s vesicle was
possible to visualize whitish scolices attached to the inner layer.
Histopathology of the central nervous system revealed an in-
flammatory reaction on the cyst adjacent tissue, characterized
by the presence of macrophages, eosinophils, lymphocytes and
giant cells. The vesicle of case B was dissected and a small piece
was used for DNA extraction. By PCR, a fragment of nadl gene
was amplified and sent for direct sequencing. The obtained se-
quence was compared with the available sequences registered
on GenBank using the BLAST tool. The result revealed a 99%
homology with sequences registered as 7. multiceps. Therefore,
this work confirmed that bovine coenurosis is present in Uru-

guay.
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Introduccion

La coenurosis es una enfermedad parasitaria del sistema nervio-
so central que afecta principalmente a ovinos aunque puede ser
hallada en otros rumiantes asi como en equinos, suinos y huma-
nos (Soulsby, 1982). Esta enfermedad es causada por Coenurus
cerebralis, forma larvaria (metacestode) de Taenia multiceps
quien habita en el intestino de canidos domésticos y salvajes
(Soulsby, 1982). Los hospederos definitivos (canidos) expulsan
los proglotidos gravidos o huevos con las heces. Por otra parte,
los hospederos intermediarios se infectan luego de ingerir los
huevos con las pasturas o agua, liberandose las oncosferas en
el intestino (Sharma y Chauhan, 2006). Las mismas penetran la
mucosa intestinal y a través del torrente sanguineo llegan al en-
céfalo y médula espinal donde se desarrolla el metacestode (Gar-
diner y Poyinton, 1999). Dicha larva se localiza mayormente en
los hemisferios cerebrales y médula espinal, aunque raramente
invade otros tejidos (Sharma y Chauhan, 2006).

Los sintomas en los animales varian dependiendo de la ubica-
cion del quiste, su tamafio y la compresion del cerebro (Sharma
y Chauhan, 2006). Las manifestaciones clinicas se asocian con
depresion moderada, incoordinacion, caminar en circulos y pér-
dida total o parcial de la visién (Avcioglu y col., 2012; Ozkan
y col., 2011). La infeccioén por Coenurus cerebralis conlleva a
pérdidas econdmicas ya sea por muerte, como por el deterioro
fisico y disminucion de la produccion en los animales afectados
(Scala y col., 2007; Shiferaw y Abdela, 2016).

La enfermedad es poco comtn en bovinos, sin embargo ha sido
diagnosticada en Japon (Yoshino y Momotani, 1988), Iran (Mo-
ghaddar y col., 1992), Grecia (Giadinis y col., 2007), Brasil
(Ferreira y col., 1992; Giaretta y col., 2013), Turquia (Avcioglu
y col., 2012; Ozkan y col., 2011) e Italia (Varcasia y col., 2013).
Particularmente en Uruguay, la presencia del parasito se ha
constatado en varios departamentos (Cabrera y col., 1996; Oku
y col., 2004) y han sido reportados varios casos de coenurosis
en ovinos (Buroni, 2014; Dutra, 2011a; Matto y col., 2014). A la
fecha se ha reportado un tinico caso en bovinos en Uruguay en
el afio 2011, en el departamento de Cerro Largo (Dutra, 2011b).

El objetivo del presente trabajo fue describir un foco de infec-
cion por Coenurus cerebralis en bovinos en Uruguay, diagnos-
ticado mediante las lesiones macroscopicas e histologicas y por

técnicas moleculares (PCR/secuenciacion).

Materiales y métodos

Datos epidemiologicos y clinicos

En abril de 2016 el Laboratorio Regional Noroeste de la Divi-
sién de Laboratorios Veterinarios “Miguel C. Rubino” fue con-
sultado debido a que dos vaquillonas presentaban un prolongado
deterioro del estado general de salud, acompafiado por sintomas

nerviosos.

La enfermedad se presentd en un establecimiento ganade-
ro del departamento de Paysandu (Uruguay, 32°03°55.1”S,
57°00°48.8”W) con pastoreo mixto de ovinos, bovinos y equi-
nos. El establecimiento contaba con una dotacion de 5 caninos,
los mismos eran desparasitados habitualmente con Praziquantel
cada dos meses. Durante la realizacion de un breve cuestionario,
el personal del establecimiento expresd que se realizan faenas
domiciliarias inicamente de lanares y que los desechos de las
mismas no son arrojados a los caninos, sino que son descartados
¢ incinerados. Por otro lado, informaron que no han detectado
perros sin propietario en la zona, pero si han observado gran
cantidad de zorros.

En la visita al predio se constato la presencia de un animal con
48 h de muerto al cual el personal de campo le extrajo y refrigero
la cabeza, la extraccion fue realizada por incision a nivel de la
articulacion atlantooccipital (Caso A); Otro animal vivo con sin-
tomatologia nerviosa fue sacrificado por exsanguinacion aguda
previa sedacion con Xilased 10® (0,35 mg/kg i/m de hidroclo-
ruro de xilazina, Vetcross, Montevideo, Uruguay) al que se le
practicé su necropsia inmediatamente (Caso B).

Durante la extraccion del encéfalo del Caso A se visualizé una
vesicula quistica en el hemisferio izquierdo que se rompio es-
pontaneamente (Figura 1). En el Caso B protruia del hemisferio
derecho una vesicula quistica completa, la misma fue refrigera-

da para su posterior identificacion (Figura 2).
Histopatologia

El encéfalo del Caso A, asi como muestras de 6rganos y siste-
ma nervioso del Caso B fueron fijados en formol bufferado al
10 %. Posterior a la fijacion se realiz6 el examen macroscopico
del material tomando muestras para ser incluidas en parafina,
seccionadas a 3 pm y coloreadas por la técnica de rutina, hema-
toxilina-eosina (H-E) (AFIP, 1995).

Figura 1: Caso A, vaquillona de 2-3 afios. Se obser-
va una vesicula quistica (flecha) en hemisferio cerebral
izquierdo.



Figura 2: Caso B, vaquillona de 2-3 afios. Se observa una
vesicula quistica (flecha) en hemisferio cerebral derecho.

Analisis morfologico

Se 1llevd a cabo el analisis morfoldgico de la vesicula quistica
del Caso B tomando en cuenta varios criterios: tamafio, peso y
apariencia macroscopica. En la lupa estereoscopica se realizé el
conteo total de escdlices. Al microscopio, con una magnificaci-
on de 4x, se busco la presencia de las estructuras caracteristicas
del metacestode (corona de ganchos y ventosas) (Rostami y col.,
2013).

Extraccion de ADN y PCR

Se extrajo un trozo de membrana que contenia aproximada-
mente 30-50 escdlices y se coloco en un tubo eppendorf de 1,5
ml. La extraccion de ADN se realizo siguiendo las instruccio-
nes del kit comercial PureLink™ Genomic DNA (Invitrogen,
Alemania). Para la caracterizacion molecular se amplific6 un
fragmento del gen mitocondrial de la subunidad 1 de la enzima
NADH deshidrogenasa (rnadl) siguiendo el protocolo descrito
por Armua-Fernandez y col., (2011). Se incluyeron en la reacci-
6n de PCR un control positivo (ADN de C. cerebralis de origen
ovino) y un control negativo (agua destilada). Los amplicones
obtenidos fueron visualizados bajo luz ultravioleta inmediata-
mente seguido de una corrida electroforética en un gel de 1,5%
de agarosa conteniendo 1:2.5x10* GoodView™ (SBS Gentech,
China). Los productos de PCR fueron purificados por medio del
kit comercial PureLink™ Quick PCR purification (Invitrogen,
Alemania) y enviados a secuenciar a Macrogen DNA Sequen-
cing Service (Corea del Sur). Las secuencias obtenidas fueron
comparadas con las disponibles en el Genbank por medio de la
herramienta BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Resultados

Datos epidemiologicos y clinicos

Ambos casos ocurrieron en un lote de 212 vaquillonas Hereford,

de 2 a 3 aflos de edad, pastoreando campo natural en costas del

Rio Queguay.

El personal del establecimiento relatd que la vaquillona del
Caso A comenzo con los sintomas en el mes de marzo, notando
un severo desmejoramiento en 10 dias presentando ataxia, tor-

neo y desviacion de la cabeza.

El Caso B comenzo con los sintomas en el mes de febrero, con
una evolucion de 60 dias al momento del sacrificio. Durante la
revisacion clinica se constataron las mismas alteraciones des-

criptas para el Caso A junto con pérdida parcial de la vision.
Patologia macroscopica

En el hemisferio cerebral izquierdo del caso A se constatd la
presencia de una cavidad de 6,8 x 7,0 x 6,7 cm desde frontal a
parietal que estuvo ocupada por una vesicula; en el interior de
la misma se visualizo la membrana de envoltura de la vesicula
quistica, de aspecto liso y transparente. En el hemisferio dere-
cho, la porcion rostral del ventriculo lateral estaba comprimida
por la presencia de la vesicula, formando una cavidad en cufia
hacia craneal cuyo extremo se encontraba entre el 16bulo occipi-
tal y parietal del cerebro.

Transversalmente, la vesicula llegaba hasta el ventriculo lateral
derecho a través del tercer ventriculo sin invadirlo ni deformar-
lo. Sin embargo, sobre el lado izquierdo llegaba a la parte crane-
al del 16bulo parietal y borde anterior del 16bulo temporal.

En el Caso B, se observo asimetria entre ambos hemisferios ce-
rebrales, siendo el derecho de mayor tamafio y menor consis-
tencia que el izquierdo. A nivel del 16bulo frontal del hemisferio
derecho se not6 una zona de la corteza cerebral mas delgada de
lo habitual. La cavidad que contenia la vesicula quistica media
10 x 10,2 x 9,9 cm, ocupando las tres cuartes partes rostrales del
hemisferio cerebral derecho, dilatando el ventriculo lateral. Se
observo un adelgazamiento de la sustancia gris y blanca sub-
cortical a nivel del 16bulo frontal y parietal, mas marcado hacia
medial. La membrana de envoltura de la vesicula quistica pre-
sentaba una zona externa lisa, fina, casi transparente y una inter-
na de mayor espesor, de superficie rugosa y color amarronado
en forma de anillo que envolvia el area de menor espesor de la
corteza. La cavidad quistica provoco una dilatacion tanto del
tercer ventriculo como del cuarto, generando una amplia comu-
nicacion entre ambos de 45 mm x 2mm. No se observd ninguna

lesion macroscopica en el resto de los drganos internos.
Histopatologia

En ambos casos se observaron lesiones en el sistema nervioso
central adyacente a la ubicacion de la vesicula quistica. El Caso
A presentd degeneracion neuronal, satelitosis, edema perineu-
ronal, vacuolizacion difusa de la sustancia blanca, microgliosis
difusa moderada a severa, edema perivascular y manguitos pe-
rivasculares asociado a infiltracién meningea de tipo linfoplas-

mocitario con escasos polimorfonucleares.

En el Caso B, las meninges se encontraban congestivas ¢ infil-



tradas por elementos mononucleares. En el hemisferio cerebral
izquierdo se aprecid vacuolizacion de la sustancia blanca, mi-
crogliosis difusa, satelitosis, neuronofagia, moderada necrosis
cortical laminar con congestion y edema perivascular difuso.

A nivel del hemisferio cerebral derecho, se constatd atrofia cor-
tical debido a la compresion causada por la presencia del quiste,
con alteracion total de su arquitectura normal, severa vacuoli-
zacion, degeneracion y necrosis neuronal difusa moderada a
severa, con satelitosis, microgliosis difusa y manguitos perivas-
culares. Adyacente a la pared del quiste se observé una densa
reaccion inflamatoria constituida por infiltracion de linfocitos,

macrofagos, eosinéfilos, células gigantes e hiperemia (Figura 3).
Andalisis morfologico de la vesicula quistica

Morfologicamente, la larva tenia una forma redondeada de 12
cm de diametro con contendido acuoso transparente en su in-
terior (Figura 4-a). Exteriormente la delimitaba una membrana
translicida que dejaba ver en su interior acimulos de escolices
de color blanquecino adheridos a la misma. El peso neto de la
larva fue de 143 g. Luego de la puncion y vaciamiento, se proce-
dio al conteo de escolices bajo la lupa estereoscopica. El numero
total de escolices fue de 830. En el microscopio con un aumento
10x se pudo visualizar en detalle en cada escélex una corona de
ganchos y ventosas (Figura 4-b, 4-c).

Figura 3: Caso B, vaquillona de 2-3 afios. Se observa
infiltracion inflamatoria en corteza cerebral frontal (CC)
adyacente a la cavidad ocupada por la vesicula quistica
(VO), constituida por linfocitos, macrofagos, eosinéfilos
y células gigantes (flecha) (H-E, 10X).
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Figura 4: Coenurus cerebralis encontrado en el bo-
vino B. A: metacestode integro, B: multiples escolices
maduros (10X). C: detalle de un escolex, la flecha supe-
rior sefala una de las ventosas, mientras la flecha inferior
apunta la doble corona de ganchos (40X).

PCR

La banda visualizada en el gel de agarosa correspondio al ta-
maflo esperado para la amplificacién del fragmento del gen
nadl (474pb) (Figura 5). Se obtuvieron dos secuencias a partir
de cada primer, luego del alineamiento de las mismas se genero
una secuencia consenso la cual fue sometida a la busqueda con
la herramienta BLAST, la cual arrojé 99% de homologia con
secuencias registradas para Taenia multiceps (F1495086).

1

2 3 4

500 bp

Figura 5: Gel de electroforesis mostrando los am-
plicones obtenidos luego de la reaccion de PCR utili-
zando primers nad] (de aproximadamente 500 pares de
bases). Carril 1: marcador de peso molecular; carril 2:
membrana de vesicula quistica de bovino caso B; carril
3: control negativo (agua destilada) y carril 4: control
positivo (ADN de C. cerebralis de origen ovino).



Discusion

La coenurosis en ovinos y otros pequefios rumiantes es un halla-
zgo frecuente en zonas endémicas de 7. multiceps y su presencia
ocasiona importantes pérdidas econémicas, ya sea por muerte,
como por el deterioro fisico y disminucion de la produccion en
los animales afectados (Scala y col., 2007). Sin embargo, la pre-
sentacion de coenurosis en bovinos parece ser mucho mas es-
poradica, ya que existen muy escasos reportes (Avcioglu y col.,
2012; Ferreira y col., 1992; Giadinis y col., 2007; Giaretta y col.,
2013; Moghaddar y col., 1992; Ozkan y col., 2011; Varcasia y
col., 2013; Yoshino y Momotani, 1988).

Epidemiolégicamente, tanto canidos domésticos como salvajes
(perros, zorros, chacales y coyotes) estan citados como hospe-
deros definitivos de 7. multiceps (Rostami y col., 2013). Los
canidos infectados defecan en el campo contaminando las pas-
turas en que los rumiantes se alimentan. Los mismos adquieren
la infeccién por medio de predacion o cuando son alimentados
directamente con craneos infectados durante las faenas domi-
ciliarias. Hasta la fecha, la droga de eleccion para combatir las
cestodosis en caninos es el Praziquantel (Giri y Roy., 2016). Esta
droga si bien es altamente efectiva, tiene dos desventajas prin-
cipales: no tener efecto residual y no ser ovicida. Por lo tanto,
si un canido que fue desparasitado consume nuevamente un en-
céfalo infectado, el ciclo se reanudara inmediatamente. Por otro
lado, luego de una desparasitacion, los estrobilos completos de
T. multiceps son desintegrados en el intestino y los huevos (atin
viables) son liberados al medio ambiente. En estudios realizados
con Echinococcus multilocularis, otra tenia perteneciente a la
misma familia, se constato que los huevos de dicho parasito pue-
den soportar un rango muy amplio de temperaturas y humedad
pudiendo persistir infectantes por un largo periodo (Federer y
col., 2015; Veit y col., 1995). Por consiguiente, la alta oferta de
huevos en el ambiente y los hébitos alimenticios de los canidos
hacen que esta parasitosis se perpetie.

En Uruguay, se han diagnosticado varios perros infectados con
T. multiceps (Cabrera y col., 1996; Oku y col., 2004). Por el
contrario, existe nula o muy poca informacioén disponible con
respecto a la fauna parasitaria de los canidos salvajes que habi-
tan nuestro territorio. Esta informacion parcial, ha llevado tradi-
cionalmente a pensar que los perros son los unicos hospederos
relevantes en el ciclo bioldgico de este parasito en Uruguay. Sin
embargo, en el caso de este establecimiento, donde se practica
la desparasitacion periddica de los perros y se ha constatado la
presencia de poblaciones de zorros, deja la interrogante si los
mismos estuvieron o no implicados en la propagacion de este

parasito.

En este estudio, los quistes fueron encontrados en ambos casos
en los hemisferios cerebrales, en lobulos frontal, temporal y pa-
rietal en concordancia con lo reportado en la literatura (Avcio-
gluy col., 2012; Moghaddar y col., 1992; Yoshino y Momotani,
1987). En nuestro trabajo las lesiones histopatoldgicas fueron

casi similares a las reportadas por Avcioglu y col. (2012) y
Yoshino y Momotani (1988), exceptuando que no se observaron
en ninguno de los dos casos depdsitos de calcio.

Los genes mitocondriales, en especial nadl, han sido exten-
samente utilizados para la caracterizacion molecular de varias
especies y cepas de cestodos (Armua-Fernandez y col., 2011;
Lavikainen y col., 2008). Estos genes estan presentes tanto en
los metacestodos como en las formas adultas. En ambos casos
presentados en este trabajo se obtuvo la confirmacién mediante
estudios morfologicos de que se trataba de C. cerebralis. Asi-
mismo, en el Caso B, se pudo efectuar la confirmacion molecu-
lar, revelando un 99% de identidad con 7. multiceps.

Si bien el ciclo mas comun estaria dado por la interaccion presa
(oveja)/predador (perro), el rol epidemioldgico de los bovinos
como hospederos intermediarios de C. cerebralis se desconoce.
La fertilidad de los quistes encontrados (presencia de escolices
maduros) lleva a suponer que estos metacestodes eran viables y
podrian haber sido una fuente de infeccion para los canidos que
se encuentran presentes en el establecimiento, aunque el acceso
al cerebro bovino por parte de los canidos no es tan frecuente

como al de los ovinos.

Conclusiones

En conclusion, el presente trabajo demuestra que la coenurosis,
causada por C. cerebralis, se encuentra presente en bovinos en
Uruguay. Consideramos pertinente la realizacion de futuros tra-
bajos para estimar la prevalencia y el rol de los bovinos en la
epidemiologia de este parasito.
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