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OBIJETIVO:

Obtener datos sobre la presencia de anticuerpos contra Neospora caninum en
hembras bovinas en edad reproductiva de los rodeos de la zona Sur de la provincia de

Mendoza.

OBIJETIVO ESPECIFICOS:

1. Detectar anticuerpos contra Neospora caninum utilizando la técnica de
Inmunofluorescencia Indirecta en la poblacién de hembras bovinas del sur de

Mendoza.

2. Transferir la metodologia de la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFl) para
la deteccion de anticuerpos contra Neospora caninum al Laboratorio de Ia

Fundacion Coprosamen.
INTRODUCCION:

Neospora caninum es un protozoario del phylum Apicomplexa, familia Sarcocystidae,
clase Sporozoa, orden Eucoccida, familia Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae

( Basso W. y col., 2001).

La neosporosis fue descripta por primera vez en Noruega en el afio 1984 como una
encefalitis y miositis de los perros causada por un esporozoo no identificado (Bjerkas y
col.,, 1984). En 1988 Dubey y col. aislaron y describieron a su agente causal,
denominandolo Neospora caninum (Campero C., 2014). Fue aislado de bovinos en
California, si bien durante algun tiempo se discutié si los parasitos provenientes de
perros y de bovinos eran similares, se coincidid posteriormente en su semejanza

estructural y antigénica (Conrad y col., 1993).

Una de las vias de transmisidn, es la vertical o transplacentaria. Segun la etapa de la
gestacion en que se produce la infeccidn, ésta podra resultar en un aborto, muerte
perinatal o en el nacimiento de un ternero infectado (Williams y col., 2000), lo que
condicionara la permanencia de la infeccidn en el rodeo. La otra via de transmisidn es

la horizontal o post-natal. En 1998 se comprobd en forma experimental, que el perro



podia actuar como hospedador definitivo de Neospora caninum (McAllister y col.,
1998). En 2001 se describio el primer aislamiento de Neospora caninum a partir de
ooquistes hallados en heces de un perro naturalmente infectado (Basso y col., 2001).
La cepa aislada se identific6 como Nc-6 Argentina, sobre la base de su estructura,
antigenicidad y caracteristicas moleculares. También se ha comprobado que los perros
pueden infectarse mediante la ingestion de placentas de animales infectados, que
probablemente vehiculicen taquizoitos o quistes de Neospora caninum (Dijkstra y col,

2001).

En bovinos, un aborto por Neospora caninum puede ocurrir como consecuencia de: un
desafio primario de ooquistes en una hembra prefiada (via transplacentaria exégena) o
la reactivacion de la infeccidn preexistente via transplacentaria endogena (Dubey y

col.2006).

Que la prefiez termine en un aborto depende del periodo de la gestacién en que se
produjo la infeccidon fetal y de la inmunocompetencia del feto, ya que cuando mas
tardiamente se produce la infeccion, son mayores las probabilidades de que nazca un
ternero clinicamente sano, pero congénitamente infectado. Las vacas que abortaron
pueden abortar en las siguientes gestaciones pero en algunos estudios se ha
observado que en sucesivas pariciones puede disminuir la tasa de transmisién

transplacentaria. Esta Ultima es variable entre el 50 al 95%.

La neosporosis es reconocida como una importante causa de abortos en bovinos
lecheros en distintos paises del mundo. En Argentina, se detecté el parasito en bovinos
por primera vez en 1995 (Venturini L. y col. 1995) a partir de colecciones de sueros de
vacas abortadas. En 1999 se describié la transmisién transplacentaria, siendo la
prevalencia en fetos del 24,4% y del 64,5% en vacas lecheras con antecedentes de

abortos (Moore y col. 2002).

El parasito fue identificado por inmunohistoquimica en fetos abortados (Campero y
col., 1998). En un estudio realizado por Moore y col. 2002, la seroprevalencia en

hembras con problemas reproductivos fue del 43,1% en vacas lecheras y del 18,9% en



hembras de carne. En hembras sin problemas reproductivos la seroprevalencia fue del

16,6% y del 4,7% respectivamente (Moore y col. 2005).

En reportes actualizados de las pérdidas econdmicas, los resultados instan a trabajar
en forma rdpida y eficiente en el tema; algunos de estos reportes son: A nivel mundial

dichas pérdidas fueron estimadas desde un billon de USS anuales hasta 2,4 billones.

En nuestro pais, recientes estimaciones de referencia determinaron que las pérdidas
econdémicas anuales en ddélares estadounidenses llegan a los 56,5 millones. Para dicho
calculo, se considerd la poblacidn total de hembras bovinas lecheras o para carne en
riesgo potencial (1,7 y 9,7 millones de cabezas, respectivamente). Un 8% de esas
hembras lecheras pueden sufrir abortos por distintas causas y un 16,5% de esa
proporcidén pueden deberse a Neospora caninum. Es dificil establecer un valor cierto
de costo por un aborto, pero es cierto que en nuestro medio no hay practicamente
descarte de vaquillonas lecheras, por la demanda de reposicion siempre insatisfecha
de los sistemas, cada vez mas intensivos. El valor de la pérdida de una ternera se
proyecta facilmente al valor de la vaquillona de reposicién que es el de una lactancia,
que supera facilmente los USS 1000. A eso debe agregarse la pérdida en término de
retraso del inicio de una lactancia toda vez que luego de un aborto pasan no menos de
3 meses en reiniciar, con suerte una nueva gestacion. El costo por aborto se ha
estimado en USS 1.865 con una pérdida total de USS 43.607.430 para la industria

lactea en la pampa hiumeda (Campero, 2014).

En ganado para carne un aborto implica la pérdida de un afio completo para una vaca
de cria, el riesgo de aborto se estimd en 4,5%, mientras que 6,7% de esa proporcion
seria especificamente por Neospora caninum con una pérdida estimada en USS 440

por aborto, siendo la pérdida anual de USS$ 12.903.440 millones (Bjerkas y col. 1984).
CICLO BIOLOGICO:

El conocimiento del ciclo bioldgico de Neospora caninum se ha completado a partir de
la confirmacion del perro como hospedador definitivo en 1998. Sin embargo, aun

persisten interrogantes para cada una de sus etapas.



Neospora tiene formas invasivas de divisidon rdpida, los taquizoitos, formas de
multiplicacién lenta capaces de persistir durante afios dentro de los quistes tisulares,
los bradizoitos, y formas de resistencia como producto de la multiplicacién sexual, los
esporozoitos, contenidos en los ooquistes esporulados. En el perro los bradizoitos
dentro de los quistes tisulares (ejemplo, sistema nervioso central (SNC) de fetos)
invaden células del intestino, y se convierten rapidamente en taquizoitos. Estos se
multiplican asexualmente en forma repetida mediante endodiogenia. Esta es una
forma especializada de reproduccién mediante la cual dos células hijas se forman
dentro del pardsito progenitor. Después de algunos ciclos de divisién asexual, se
produce en los enterocitos la multiplicacién sexual que finaliza con formacion de
ooquistes que son liberados con la materia fecal al medio ambiente. La infeccién en los
bovinos se inicia por la ingestion de alimentos y agua contaminados por ooquistes
esporulados. En el intestino del bovino, los esporozoitos abandonan los ooquistes,
invaden los enterocitos y se diseminan para invadir y multiplicarse en células de
distinto origen embrionario, formando acumulos de taquizoitos, que las destruyen.
Estos zoitos libres invaden células cercanas y reinician su multiplicacion y forman los
quistes tisulares. En las vacas gestantes, los taquizoitos se localizan en el Gtero y la
placenta e infectan al feto (Infeccion congénita). El perro se infectaria cuando ingiere
tejidos fetales, placentas u organos de bovinos y de otras especies infectadas con

Neospora caninum (Moore y col. 2005).

El rol del perro y el zorro sera el siguiente: Sin duda que el perro es un factor de riesgo
por ser el huesped definitivo y la otra parte importante en la cadena epidemioldgica
de la neosporosis bovina es el medio ambiente, porque los ooquistes para ser
infectantes deben ser esporulados y para esto requieren el medio apropiado.
Usualmente el perro y otros cédnidos se infectan consumiendo carne de bovino
infectado e inician la eliminacion de ooquistes aproximadamente una semana después.
El nimero de ooquistes producidos y eliminados por el perro es variable dependiendo
de la carga parasitaria que haya tenido el tejido del bovino infectado, sin embargo, en
condiciones experimentales se observd que los perros eliminaban mayor cantidad de
ooquistes al ingerir tejidos de ratones experimentalmente infectados. Los ooquistes

para ser infectantes deben estar esporulados, lo cual ocurre luego de varias horas de
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exposiciéon al medio. Un trabajo coproparasitolégico de relevancia realizado en
Alemania comprobd que la concentracion de ooquistes de Neospora caninum
eliminados por las heces de perros en una muestra son muy variables pudiendo estar
en el rango de solo 7 hasta mas de 24.000 por muestra. Los cachorros producen mayor
cantidad de ooquistes que los adultos y luego de la primo infeccion, existe un periodo
en el cual los perros resultaron refractarios a la eliminacion de los mismos por heces

durante 8 a 18 meses.

Los perros no siempre seroconvierten durante la infeccion incluso, pueden volver al

estatus de seronegativo a pesar de eliminar ooquistes en sus heces.

Desde los primeros estudios (Dubey y col. 1988), se han implicado los zorros (Vulpes
vulpes) como potenciales hospedadores definitivos y un factor de riesgo para
Neospora caninum asociandolos a la infeccion/abortos en el bovino. Aunque quedan
aun puntos por resolver sobre el ciclo de vida completo, estd definido que los canidos
son los hospedadores definitivos, (McAllister y col. 1998, Lindsay y col. 1999, Basso y
col. 2001), En realidad los perros actuarian como hospedadores intermediarios y
definitivos de Neospora caninum. En estudios recientes se confirmé que el coyote
(Canis latrans), los zorros colorados (Vulpes vulpes), el dingo australiano (C. lupus
dingo) y los lobos grises (C. lupus lupus), también actian como hospedadores
definitivos (Gondim y col. 2004, Wapenaar y col. 2006, King y col. 2010, Dubey vy col.
2011, Almeria 2013, Dubey vy col. 2014).

SITUACION PRODUCTIVA — ECONOMICA EN LA REGION:

Aplicando el criterio citado anteriormente en cuanto a las pérdidas econémicas en la
Rep. Argentina, podemos inferir los costos de las pérdidas en la zona en estudio;
obteniendo los datos del SENASA de la Campaiia de Vacunacién de Aftosa (SENASA
2014), de la Direccién de Ganaderia de la provincia de Mendoza y Cluster Ganadero
Bovino Mendoza; se vacunaron en la provincia alrededor de 240.000 mil hembras
bovinas en riesgo potencial, donde en la zona en estudio encontramos 168.000 mil

(70%), de las cuales 7.560 (4,5%) hembras se producirian abortos por diferentes
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causas, donde unas 507 (6,7%) hembras abortaran por causa de Neospora caninum,

con un costo por cada aborto de USS 440 sumariamos USS 223.080.

Ahora orientaremos a los lectores, con respecto a los métodos de manejo de
los rodeos de cria; hos encontramos en una zona semiarida, con establecimientos de
grandes extensiones; con pasturas naturales, aguas de baja calidad y altas

temperaturas; donde las lluvias son primavera-estivales.

En los rodeos de la zona se incorporan vientres de dos formas; en la primera los
vientres son adquiridos a terceros (los cuales pueden ser de la misma provincia de
Mendoza o de otras provincias como Buenos Aires, Santa Fe, Cérdoba, La Pampay San
Luis) y en el otro caso se realizan recrias en el propio establecimiento (en los cuales se
dejan las hembras nuevas solas con las mejores pasturas en cuadros alejados de los
toros, para que las mismas se puedan desarrollar bien antes de entrar a servicio);
dentro de este manejo hay establecimientos que realizan una actividad productiva de
forma sistematica u ocasional ( cuando hay pocas pasturas naturales en el campo) se
llevan las terneras a recriar a fincas (son extensiones con potreros implantados
artificialmente que se riegan por canales, se conocen también como establecimientos
Bajo Riego y estos se encuentran cercanos a los poblados, en esta zona tenemos las
cuencas de los Rio Diamante y Rio Atuel).Es en este tipo de explotacién donde
tendriamos similitudes de cargas con la pampa himeda, mayor cantidad de perros en
contacto con las terneras de recria por la cercania de los centros poblados, en los
establecimientos ganaderos también se encuentran en aumento las poblaciones
caninas de origen doméstico, salvaje (cimarrdn) y zorros; por lo que se esta en
presencia de los hospedadores que ponen en riesgo de infeccién horizontal. Por estas
coincidencias se esperaria tener estadisticas de hembras con anticuerpos muy

similares a los obtenidos en otros estudios en nuestro pais.

MATERIALES Y METODOS

DESARROLLO:



Recolecciéon y mantenimiento de los sueros de lotes de vacas.

Se utilizaron sueros de lotes de vacas recolectados por el Laboratorio de la Fundacién
Coprosamen de los sangrados realizados durante el periodo julio 2014 a mayo 2015
(200 sueros) y mayo 2017 (70 sueros); los sueros se eligieron por las caracteristicas de
calidad que son exigidos por el SENASA y se los almacend en freezer a - 202 C. Se
seleccionaron 10 sueros por cada uno del total de los 27 establecimientos de la zona
sur de la provincia de Mendoza, a los que se les realizé el diagndstico de Brucelosis
Bovina, siendo el resultado negativo en todos los sueros; la eleccion de los

establecimientos fue al azar.

Se trabajo inicialmente en una dilucion de 1/100, y a los sueros que resultaron
positivos se les realizé la dilucidon a 1/200. En las situaciones en que los sueros nos
dieron positivo en 1/200, se les realizé otra dilucidén de 1/400, a los sueros positivos se

les realizd la dilucidon de 1/800.

Se procesaron los primeros 20 establecimientos en el Laboratorio CEDIVE, en el mes de
abril de 2017. Los sueros se habian mantenido congelados en freezer a -20°C varios
meses. Los sueros de los otros 7 establecimientos fueron recolectados en el mes de
mayo de 2017, pero no se congelaron, sino que procesaron inmediatamente luego de

mantenerse no mas de 5 diasa 7°C.

Estudios de laboratorio:

a) Materiales:

e Sueros bovinos de vacas y vaquillonas (N: 270).

e Se utilizd antigeno especifico, consistente en taquizoitos, fijados en portaobjetos
para IFl, provistos por el laboratorio de Inmunoparasitologia, de la FCV. UNLP.

e Conjugado anti IgG. Bovino marcado con Isotiocianato de Fluoresceina (Sigma
F7887).

e Solucién buffer de fosfatos (PBS): Sol. madre (cloruro de sodio 40 gr, cloruro de

potasio 1 gr, fosfato sédico dibdsico 5,75 gr, fosfato de potasio monobdsico 1 gry



agua destilada csp 500ml); Sol. de trabajo: se diluye sol. madre en agua destilada
en una proporcion de 1: 10. El pH final es de 7,2.

e Solucién buffer de carbonatos (Rinse buffer): Sol. madre (Carbonato de sodio 11.4
gr, Bicarbonato de sodio 33,6 gr, Cloruro de sodio 8,5 gr y Agua destilada csp 1
litro, pH 9); Sol. de trabajo: se diluye sol. madre en agua destilada en una
proporcién de 1:4.

e Solucidn fisioldgica (CL Na).

e Agua destilada.

e Glicerol.

Materiales varios

e Micropipetas volumenes fijos y variables, placas para dilucion y otros materiales de
laboratorio, como: gradillas y cajitas para portas de telgopor, tips, recipientes para
descartar los mismos, lavandina, rejillas para desinfectar las mesadas, ect.

e Microscopio marca NIKON L 200, con lampara de IF de 100 watt de potencia.

b) Técnica de IFI:

Se siguié el protocolo de trabajo de los manuales del Laboratorio de
Inmunoparasitologia, y del CEDIVE. FCV, UNLP (Manual Inmunodiagndstico y

Soluciones Técnicas y Diagndsticas, 2012).
Prueba de Inmunofluorescencia indirecta (IFl) para Neospora caninum.
1. Diluciones de los sueros.

Sueros problema y controles: realizar las diluciones correspondientes en PBS.

e Antes de iniciar la prueba dejar secar los portaobjetos a utilizar.

e Usar una placa de 96 pocillos para realizar las diluciones.

e Colocar cantidades constantes de PBS (solucién de trabajo), 100 ul en todos los
pocillos excepto en el primero.

e Colocar 8 pl de suero en 192 pul de PBS en el 1er pocillo (Dilucion 1:25).

e Realizar las diluciones siguientes pasando 100 pl desde el primer pocillo en

adelante, homogeneizando cuidadosamente en cada pasaje.



Colocar las diluciones en el portaobjeto.

Colocar sueros controles positivos y negativos.

2. Procedimiento:

e Incubar el antigeno con el suero problema a 372 C durante 30 minutos en cdmara
hameda.

e Realizar un lavado de 10 minutos con buffer de carbonatos (de solucion de
trabajo), pH 9 (Neospora caninum), en agitador.

e Incubar con el conjugado correspondiente, 30 minutos a 372 C, en cdmara humeda.

e Lavar con buffer de carbonatos durante 10 minutos y con agitacion.

e Montar con glicerina al 50 % en buffer de carbonatos.

e Observar con microscopio de fluorescencia.

Las muestras se procesaron con el siguiente criterio de titulos a evaluar a partir de
una dilucion 1/100. A los sueros que resultaron positivos se les realizo la dilucion
de 1/200, y en los casos positivos, se les realizo otra dilucién de 1/400, y 1/800
como titulo final.

Diagrama de las diluciones realizadas:

Negativo

1/100 negativo negativo O/ negativo

Positivo/ 1/200 positivo/1/4 0 positivo /.1/80

3. Interpretacion de resultados:

ositivo

Se considerd la ultima dilucién del suero en la cual se observe fluorescencia completa
en todo el contorno del parasito, interpretando como positivo a partir de la dilucion

1/200.

RESULTADOS:
Sélo 2 individuos en dos establecimientos diferentes resultaron positivos en una
dilucién de 1/200 o superior a anticuerpos contra Neospora caninum, entre los 200
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sueros que se procesaron en el CEDIVE, resultando una prevalencia muy inferior a la
esperada. En cuanto a los 70 sueros procesados frescos (10 por cada establecimiento)
en el Laboratorio de la Fundacion COPROSAMEN, se obtuvieron 5 casos con
anticuerpos y con titulo de individuos reaccionantes positivos a Neospora caninum. La
distribucion en los establecimientos fue amplia (uno en cada uno de 5
establecimientos), resultando solo 2 establecimientos sin individuos reaccionantes, de

un total de siete.

DISCUSION Y CONCLUSIONES:

Los resultados obtenidos en los 270 sueros (27 establecimientos) fue de 7 sueros
positivos (7 establecimientos), esto nos daria un porcentaje de 1,85 % de los sueros
procesados, y una prevalencia aparente del 25,9% en establecimientos.

De considerarse solo las muestras procesadas con sueros frescos la prevalencia
resultaria de 5 establecimientos de cada 7 (71,4%) y una general en animales de 5 cada

70 (7,1%).

Si bien las diferencias entre las dos series muestreadas, podrian atribuirse a problemas
de conservacién de la primera, la prevalencia aparente en animales resulta en general,

mas baja que otras zonas del pais.

La baja prevalencia de la infeccion en animales de la zona estudiada podria estar
asociada a lo extensivo de las explotaciones en las que las tasas de contacto para

transmisiones horizontales son bajas.

Si bien estos resultados deben considerarse absolutamente preliminares, podria
inferirse que resultaria interesante ampliar los muestreos utilizando sueros frescos, y
ampliando el nimero de muestras por establecimiento, para mejorar la expectativa de

hallazgo sobre hipétesis de baja prevalencia individual
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