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Neospora caninum Y OTROS AGENTES EN FETOS ABORTADOS
DE BOVINOS LECHEROS DEL VALLE DE LIMA

Hermelinda Rivera G.!, Dennis Nelson? y Luis Tabacchi N.}

The possible role of Neospora caninum and other abortogenic infectious agents in
dairy cattle abortions was evaluated utilizing samples collected from 9 herds in the Lima
Valley between January 1998 and December 1999. Heart, liver, lung, muscle, thymus,
spleen, adrenal gland, brain and thoracic fluid samples were taken from 29 aborted 3-7
month gestation fetuses, and serum samples were collected from their mothers. The
presence of antigens and antibodies against N, caninum, bovine diarrhea virus (BVDV),
Brucella abortus and Leptospira was determined utilizing immunoperoxidase,
immunofluorescence, virus neutralisation, indirect ELISA and microaglutination tests
respectively. One half of the tissue samples were fixed for histopathological examination.
Of the aborted fetuses, 55.2% (16/29) and 20.6% (6/29) were positive to N. caninum
antigenand BVDV. N. caninum antibodies with titers between 1:20 and 1:40 were detected
in three of the fetuses, but no antibodies against BVDV or Leptospira were found.
Antibodies against N. caninum and BVDV were detected in 62% (18/29) and 72.4% (21/
29) of the aborted cows. No antibodies against either Brucella abortus or the Leptospira
serovars canicola, pomona, icterohemorrhagiae, and hardjo were detected. Two of the
fetuses had histopathological lesions (moderate inflammation with small areas of necrotic
tissue in the brain, heart, muscle and thymus tissues) similar to those described in the
literature. The high prevalence of N. caninum antigen in fetuses from positive cows and
the moderate presence of BVDV contrasts with the absence of other abortogenic agents,
strongly suggesting an association of N. caninum with the high incidence of abortion in
dairy cows from the Lima Valley.

Key words: Bovine, fetus, abortion, BVDV, Neospora caninum, antibodies, antigen,
immunohistochemistry.

El objetivo del presente estudio fue investigar la presencia de Neospora caninum,
ademas de los principales agentes infecciosos abortogénicos como causantes de abor-
tos en bovinos lecheros del Valle de Lima, de enero de 1998 a diciembre de 1999. Con este
fin se trabajaron 29 fetos abortados entre 3 a 7 meses de edad y muestras de suero de sus
respectivas madres procedentes de 9 hatos lecheros. Los fetos fueron necropsiados para
la obtencién de muestras de: corazén, higado, pulmén, misculo, timo, bazo, glandula
adrenal, cerebro y fluido torixico. Las muestras fetales y suero de las vacas fueron
procesadas para la deteccién de antigeno y anticuerpos contra N. caninum, el virus de la
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diarrea viral bovina (VDVB), Brucella abortus y Leptospira sp., mediante las pruebas de
inmunoperoxidasa, inmunofluorescencia, virus neutralizacién, ELISA indirecta y
microaglutinacién, respectivamente. Parte de las muestras de tejidos fetales fueron fija-
dos para estudios histopatolégicos. El 55.2% (16/29) de los fetos estudiados presentaron
antigeno de N. caninum y el 20.6% (6/29) del VDVB. Anticuerpos contra N, caninum fue
detectado en fluidos tordxicos de tres fetos de 5 y 6 meses con titulos entre 1:20y 1:40
pero no se detectaron anticuerpos contra el VDVB ni Leptospira. E162,1% (18/29) de las
vacas abortadas presentaron anticuerpos contra N. caninumy el 69,0% (20/29) contra el
VDVB. No se detectaron anticuerpos contra cuatro serovares Leptospira tampoco con-
tra Brucella abortus. Las lesiones histopatolégicas en cerebro, corazén, midsculo y timo
de dos de los fetos consistieron en focos inflamatorios moderados con pequefias dreas
de necrosis. La alta prevalencia de antigeno de N. caninumen fetos de vacas seropositivas
a N. caninum y la ausencia de anticuerpos contra los otros agentes abortogénicos sugie-
ren la asociacion de N. caninum 'y en menor grado el VDVB en la presentacion de la alta
incidencia de abortos en los bovinos de los hatos estudiados.

Palabras clave: Bovino, fetos, abortos, diarrea viral bovina, Neospora caninum,
anticuerpos, antigeno, inmunohistoquimica.

La ocurrencia de abortos en estadios
tempranos o tardios de la gestacién en bo-
vinos lecheros del valle de Lima se han
incrementado durante estos Gltimos afios.
Laidentificacién de las causas de este pro-
blema, necesaria para un rapido control y
evitar pérdidas econdmicas, es un desafio
permanente para el veterinario y el gana-
dero y no siempre se tienen resultados
exitosos. La dificultad en la identificacion
de las causas es debido a su miiltiple etio-
logia, dentro de las cuales, los agentes in-
fecciosos pueden causar directa o indirec-
tamente la pérdida del producto de la con-
cepcion en cualquier etapa de su desarro-
o (Kirkbride, 1992; Thurmond y Picanso,
1990).

En el Pert, entre los agentes infec-
ciosos abortogénicos de mayor importan-
ciaen ganado lechero de crianza intensiva
o semi-intensiva figuran, el virus de la dia-
rrea viral bovina (VDVB), Brucella
abortus, Leptospira y en menor grado el
herpes bovino tipo 1 (IBR). La responsa-
bilidad de la Brucella abortus en la pre-
sentacién de abortos en las principales

cuencas lecheras, es cada vez menor debi-
do asubajaprevalencia (< a 1%), asi mis-
mo, preliminares estudios de seropre-
valencia de la leptospirosis y el IBR en
bovinos del valle de Lima, sugieren su es-
caso compromiso en la actual presentacion
de los abortos (Rivera H, datos no publi-
cados); mientras que, la DVB y la recien-
temente descrita Neospora caninum, son
al parecer, los principales causantes de los
problemas reproductivos en el ganado le-
chero (Rivera et al., 1993; Contreras,
2000; Andresen, 1999).

LaN. caninum pertenece a un nue-
vo género de la familia Sarcocystidae con
distribucién mundial, habiéndo emergido
en esta ultima década como una de las
enfermedades reproductivas de mayor
significancia econémica para la industria
bovina del mundo (Thurmondy et al.,
1997; McAllister, 1999; Dubey, 1999).
El aborto producido por N. caninum pue-
de ocurrir a partir del tercer mes, hasta el
término de la gestacién, pero mayormen-
te sucede entre el cuarto y sexto mes de
gestacién (Dubey y Lindsay, 1996). La
vaca puede infectarse con el parésito por
via digestiva y permanecer infectada sin
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manifestar ningun signo clinico de enferme-
dad, pero, durante la prefiez el parasito pue-
de ser transmitido verticalmente al feto. Al
parecer, €l pardsito ocasiona una placentitis
primaria, de donde se distribuye en el teji-
do fetal via sanguinea; como consecuen-
cia, el feto puede morir y ser reabsorbido,
momificado o eliminado (aborto). Por otro
lado, el feto puede llegar a término, pero
nacer muerto o débil y enfermo o
clinicamente normal pero infectado (Dubey
y Lindsay, 1996; Helman, et al., 1998;
Hemphill, 1999).

La deteccidn de bovinos reactores a
N. caninum procedentes de Arequipa,
donde la incidencia de abortos supera al
20% y posteriormente de bovinos leche-
ros del valle de Lima, permitieron consi-
derar a este pardsito como una de las po-
sibles causas de aborto (datos no publica-
dos) por lo que se llevé a cabo el presente
trabajo.

Coleccion de Muestras

Se estudiaron 29 fetos abortados en-
tre tres a siete meses de edad y sueros de
sus respectivas madres procedentes de nue-
ve hatos lecheros. Los fetos fueron
necropsiados en busca de posibles lesiones
y coleccién de tejidos de: corazén, pulmén,
higado, timo, musculo esquelético, glandula
adrenal, cerebro y fluido tordxico para la
deteccion de antigenos y anticuerpos de N.
caninum, VDVB y Leptospira; parte de
los tejidos fueron fijados para estudios
histopatolégicos. Al momento del aborto se
colectaron muestras de sangre de las vacas
(n=29) para la deteccioén de anticuerpos
contra la N. caninum, VDVB, Brucella
abortus y Leptospira.
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Deteccion de antigenos de N. caninum
y VDVB.

La deteccién de antigeno de MN.
caninum en los tejidos fetales fue mediante
la prueba de inmunoperoxidasa, emplean-
do suero hiperinmune contra N. caninum
como anticuerpo primario de procedencia
comercial (VMRD) y el kit ABC (Vector
Laboratories) de acuerdo al protocolo des-
crito por las respectivas compafiias comer-
ciales, y el antigeno de VDVB mediante la
prueba de inmunoflurescencia directaem-
pleando como conjugado un suero anti-
VDVB policlonal de procedencia comer-
cial (NVS Ames, IOWA, USA).

Deteccion de anticuerpos contra N.
caninum'y YDVB

Los anticuerpos contra N. caninum
en las muestras de suero diluido1:200 de
las vacas que abortaron y fluidos fetales en
diluciones dobles a partir de 1:20 fueron de-
tectados mediante la prueba de
inmunofluorescencia indirecta, utilizando el
conjugado de procedencia comercial y €l
protocolo descrito por la misma compafia
(VMRD)y los anticuerpos contra el VDVB
mediante la prueba estdndar de virus neu-
tralizacion. Los anticuerpos contra Brucella
abortus y los serovares: canicola, pomona,
icterohemorrhagiae y hardjo de
Leptospira en los sueros de las vacas abor-
tadas fueron detectados mediante las prue-
bas de ELISA indirecta y microaglutinacién
respectivamente.

El 55.2% (16/29) de los fetos estu-
diados presentaron antigeno (quistes) de N.
caninum y el 20.7% (6/29) del VDVB
(Cuadro 1). En la Figura 1, se presenta el
antigeno (quistes) de N. caninum en cortes
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Cuadro 1. Distribucién de fetos abortados segin edad y presencia de antigenos de N.

caninum 'y VDVB, mediante

las pruebas de inmunoperoxidasa e

inmunofluorescencia, respectivamente.

Presencia de antigenos de

E?;i::st;)s Fe:los, N. caninum VDVB
n % n %
3-4 14 8 57.1 4 28.6
577 15 8 53.3 2 13.3
Total 29 16 55.2 6 20.7

Figura 1. Corte en congelacién del miisculo cardiaco de un feto de cuatro meses.
Noétese la presencia de quistes de N. caninum mediante la prueba de
inmunoperoxidasa. 40X.

en congelacién del musculo cardiaco. Por
otro lado, se detectaron anticuerpos contra
N. caninum en tres de los fetos de cincoy
seis meses con titulos entre 1:20'y 1:40.

Lalesion histopatologica en tejidos
de dos fetos de 4 y 4.5 meses de edad, fue
caracterizada por presencia de focos
inflamatorios moderados con infiltracion de
células mononucleares y pequefias dreas de

necrosis, no observandose quistes. Estas le-
siones fueron mds evidentes en el corazén,
cerebro y musculo esquelético (Fig. 2).

En el suero de las vacas que aborta-
ron se detectaron anticuerpos contra V.
caninumen el 62.1% (18/29) y contra el
VDVB en el 69.0% (20/29) (Cuadro 2),
no detectdndose anticuerpos contra B.
abortus ni Leptospira.
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Cuadro 2.  Deteccién de anticuerpos contra el VDVB y N. caninum en vacas que

abortaron.
Hatos No. Vacas que abortaron, Anticuerpos contra:

n VDVB N. caninum

1 1 1 0

2 8 5 8

3 8 7 1

4 1 0 1

3 5 5 5

6 1 0 1

7 1 1 0

8 2 1 1

; B 2 NR 4
Total 29 20 (69.0%) 18 (62.1%)

Figura 2. Corte histopatoldgico de musculo esquelético. Nétese la presencia de
lesién focal con infiltracidn moderada a base de células inflamatorias
mononucleares. Coloracion H-E.

La presencia de quistes de N. La deteccion de anticuerpos contra N.
caninumen el 55.2% (16/29) de los fetos caninum en fluidos tordxicos en tres de
estudiados, procedentes de vacas los fetos con titulos de 1:20y 1:40 indi-
seropositivas al momento del aborto, con- can sin duda una infeccién prenatal. No
firman los previos estudios seroldgicos de se detectaron anticuerpos en el resto de los
la neosporosis en el Pert (Cuadros 1y 2). fetos positivos a N. caninum, a diferencia
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de lo manifestado por Wouda et al. (1997)
que detectaron anticuerpos contra N.
caninum en fluidos toraxicos en 65% (48/
90) de los fetos con titulos entre 1:25 a 1:800.
El fluido fetal es una buena muestra para
detectar infecciones congénitas, pero la
deteccion de anticuerpos en solo tres de los
fetos podria deberse a factores como: in-
madurez inmunolégica de algunos fetos,
predominancia de IgM en lugar de IgG o
degradacidn de las inmunoglobulinas por la
severa autolisis o probablemente debido a
un reducido numero de fetos estudiados. No
se detectaron anticuerpos aglutinantes con-
tra los cuatro serovores de la Leptospiraen
los fluidos fetales.

En el presente estudio sélo se reali-
z6 el examen histopatoldgico de dos de los
fetos de 4 y 4.5 meses de edad y en am-
bos casos se observaron discretas lesio-
nes focales caracterizadas por infiltraciones
de células gliales y pequefias areas de
necrosis, pero ausencia de quistes en el
cerebro, observdndose infiltraciones
mononucleares en las fibras del masculo
cardiaco y otros tejidos, similares a los des-
critos en la literatura. Las lesiones poco se-
veras podrian deberse a la edad de los dos
fetos (4 y 4.5 meses), pues fetos mayores
de cinco meses desarrollan respuestas
inflamatorias mas severas (Otter et al.,
1995).

La ausencia de B. abortus y
Leptospiray 1a presencia de anticuerpos
contra V. caninum en 62.1% de vacas al
momento del aborto (Cuadro 2) y la de-
teccidon de quistes de N. caninum en el
55.2% de los fetos abortados (Cuadro 1),
es una evidencia de que la neosporosis es
una importante causa de abortos en bovi-
nos lecheros de los hatos estudiados. El
78.0% (77/9) de los hatos de donde proce-
dieron las vacas, estuvieron infectados con
N. caninum (Cuadro 2), confirmandose el

concepto de que vacas seropositivas a N.
caninum tiene un riesgo de dos a tres ve-
ces mayor de abortar que las vacas nega-
tivas (Quintanilla-Gozalo et al., 1999).

La deteccion de antigeno del
VDVB en el 20.7% (6/29) de los fetos sig-
nifica una infeccién prenatal con virus de
campo, a pesar de ser dificil su asociacién
con los abortos, debido a la alta prevalen-
cia de la infeccidon subclinica (69.0%) en
vacas que abortaron, sin embargo, no se
descarta su rol en la presentacion de los
abortos, sobre todo en las pérdidas
embrionarias. La presencia simultidnea de
antigeno del VDVB y N. caninum en dos
de los fetos significa la ocurrencia de in-
fecciones concomitantes en las vacas y
talvez este sinergismo podria incrementar
el riesgo del aborto.
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