Sitio Argentino de Produccion Animal

Page 1 of 25

16 - Control

de la neosporosis en un tambo comercial y primer aislamiento de Neospora car

linum en boy

Vet. Arg. ? Vol. XXXIII ? N° 343 ? Noviembre 2016.

Lagomarsino H1; Campero L2,3; Cano D4; Armendano J5; Massola L1; Hecker Y2;
Garcia B1; Gual 12; Bracho V1; Pardini L2,3; Leunda M4; Pereyra S4; Lischinsky
L4; Fiorani F2; Rambeaud M2; Moré G2,3;

Este trabajo recibio el premio de la Academia Nacional de Agronomia y Veterinaria
y el laboratorio Biogénesis Bagd SA al mejor trabajo de adopcién de tecnologia
para una mayor eficiencia productiva en ganaderia intensiva, extensiva y tambos
gue aborde aspectos sanitarios, reproductivos o de manejo con impacto en la
produccion bovina realizado en Argentina.

Resumen

El objetivo de este trabajo fue controlar las pérdidas reproductivas ocasionadas por
la neosporosis bovina en un tambo comercial ubicado en el sudeste de la provincia
de Cordoba. Las vacas y vaquillonas eran de cruza Jersey-Holando Argentino en
un sistema de base pastoril con manejo reproductivo biestacionado. La
seroprevalencia inicial de N. caninum era del 18,9% y el porcentaje anual de
abortos general era del 10% en 2564 animales. Como prueba seroldgica se utilizd
inmunofluorescencia indirecta estableciendo la asociacion entre seropositividad y
ocurrencia de abortos. Se caracterizaron las vias de transmision para establecer las
medidas de control. Gradualmente se eliminaron las hembras seropositivas.
Ademas, las vacas y vaquillonas lecheras seropositivas se inseminaron con semen
de raza Hereford para incrementar la produccion de kilogramos de carne. Se utilizo
la primera cepa de N. caninum aislada desde un bovino como inmundgeno
experimental en hembras naturalmente seropositivas. Hubo asociacion estadistica
significativa entre seropositividad y el evento aborto en vacas y vaquillonas; siendo
mayor para la categoria vaquillona. Una vaca seropositiva tuvo aproximadamente el
doble de posibilidades de abortar que una vaca seronegativa (OR=1,9; IC95%:
1,2-2,3). Una vaquillona positiva tuvo cerca de 5 veces mas posibilidades de sufrir
un aborto que su contraparte seronegativa (OR=5,1; 1C95%: 2,7-9,5).
Interesantemente, se observaron diferencias significativas en el riesgo de abortar
cuando se considera la categoria; es decir, una vaquillona seropositva tuvo mas del
doble de posibilidades de abortar que una vaca seropositiva (OR=2,4; IC95%:
1,3-4,3). Considerando el muestreo de las madres y el sangrado pre-calostral se
identificaron 9 animales con riesgo de transmision vertical y 45 en riesgo de
transmision horizontal, respectivamente. La proporcién de terneros infectados por
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cada una de las vias estudiadas no difirio significativamente (P>0,05) debiendo
considerarse que si bien la via de trasmision horizontal fue menos eficiente, la
proporcion de animales en riesgo fue significativamente mayor (P<0,05). Aunque se
observaron diferencias significativas en la seroprevalencia y el porcentaje de aborto
general a lo largo de los afios para la categoria vaquillona (P<0,05); dichas
diferencias no se observaron en la categoria vaca (P>0,05). La caracterizacion en
la dindmica de anticuerpos e inocuidad luego de inocular la cepa autoctona aislada
en animales cronica infectados demostré una interaccion significativa entre tiempo y
tratamiento en ambas categorias (vaca y vaquillona). Antes de la inoculacion no se
detectaron diferencias en el titulo de anticuerpos en los grupos tratados y placebo
(P>0,05). Sin embargo, luego de inocular los parasitos vivos se observé un
aumento significativo en el titulo de anticuerpos (P<0,05). Los animales
actualmente se encuentran en su 6° mes de gestacion habiéndose registrado sélo
un aborto en el grupo placebo. Es relevante hacer un diagnéstico adecuado de la
situacion sanitaria en el establecimiento respecto a la neosporosis bovina,
comenzando por determinar su asociacidén con la ocurrencia de abortos. Aunque en
este establecimiento se demostré una alta eficacia en la transmision vertical de la
neosporosis es importante considerar que durante el estudio longitudinal se
demostrd una proporcién de animales expuestos (transmision horizontal) similar a
los que se habian infectado congénitamente (transmision vertical). Se disminuyor
significativamente la seroprevalencia de neosporosis y los abortos en vaquillonas
mediante identificacion y eliminacién gradual de animales seropositivos y evitando
dejar como reposicion hijas de madres positivas. La implementacion de la IA con
semen de raza para carne es una herramienta interesante permitiendo que una
vaca lechera infectada siga en produccion (siempre que no sufra un aborto)
dejando una descendencia que no ingresara al tambo y incrementando la
produccién de carne con un precio mas competitivo. La nueva cepa (NC-Argentina
LP1) fue utilizada como autovacuna en el mismo establecimiento donde fue aislada.
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Actualidad del sector lechero y parametros reproductivos

La produccion de leche, particularmente la realizada por pequefios y medianos
productores tamberos, se encuentra bajo circunstancias muy exigentes y
competitivas. Necesitan ser muy eficientes en cada eslaboén del ciclo productivo si
desean lograr una proyeccion de crecimiento en el nUmero de vacas en ordefie y
diluir los costos fijos. Es mas, en muchas situaciones el mantenimiento del nimero
de vacas en ordefie se ve comprometido con la propia produccion de recrias a
causa de un alto porcentaje de pérdidas reproductivas.

Mantener adecuados parametros reproductivos implica no solo llevar adelante
medidas eficientes de manejo sino también establecer un estatus sanitario conocido
y controlado. Ademas, de las pérdidas econdmicas directas atribuidas a los abortos
(cualquiera sea su origen), las pérdidas reproductivas limitan un crecimiento del
rodeo sostenido a lo largo de los afios. En un tambo sanitariamente controlado se
pueden lograr tasas de crecimiento de un 2-3% anual siempre y cuando la tasa de
abortos no supere el 8%.

Si bien existen otras causas infecciosas que provocan pérdidas reproductivas
(virus, bacterias, hongos, protozoarios), las infecciones por Neospora caninum son
frecuentes siendo las medidas para su control poco eficientes y dificiles de
implementar. El paso inicial es confirmar la asociacion de los episodios de aborto
con las infecciones por N. caninum, establecer la seroprevalencia general en el
rodeo por categorias, y establecer cuales son las principales via de infeccién
(Dubey y col., 2007). La ausencia de tratamiento ni vacunas, necesariamente
implica la aplicacion de estrategias integradas de manejo que deben ser evaluadas
segun practicidad y beneficios econémicos.

Antecedentes sobre el tema

N. caninum es considerado como la principal causa de aborto en ganado lechero
(Dubey y col., 2007, 2011). Los hospedadores definitivos reconocidos en la
actualidad son el perro doméstico, el dingo, el lobo y el coyote. Los hospedadores
definitivos adquieren la infeccién al ingerir tejidos (placentas y fetos) de
hospedadores intermediarios conteniendo quistes (Dubey y col., 2007). La pared de
los quistes es degradada por los jugos gastricos liberando las formas parasitarias
que iniciaran los estadios enteroepiteliales (Kul y col., 2015). Luego de realizar una
fase asexual y sexual en el intestino, los ooquistes son eliminados en las heces del
hospedador definitivo. La ingestion de estos ooquistes es la Unica via de
transmision horizontal demostrada en hospedadores intermediarios cuando los
ingieren por via oral (Dubey et al 2011). Los esporozoitos de los ooquistes son
liberados en el aparato gastrointestinal del hospedador intermediario y via
sanguinea y linfatica acceden a todos los tejidos, llegando a formar quistes solo en
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sistema nervioso central (SNC) y tejido muscular. Una vaca infectada transmite muy
eficientemente la enfermedad a su feto gestante. Esta transmision puede ocurrir
tanto en una vaca que se infecta recientemente, o en una vaca cronicamente
infectada, al reactivarse los quistes latentes. De esta manera la enfermedad se
mantiene en el rodeo.

En los rumiantes no hay transferencia de anticuerpos desde la madre hacia el feto
por via transplacentaria, por lo tanto la deteccién de anticuerpos especificos en
suero precalostral del ternero indica la sintesis de anticuerpos por parte del feto
debido a una infeccion intrauterina. Por lo tanto esta herramienta sirve para detectar
transmision vertical de la neosporosis, determinando la prevalencia en las vacas y
su progenie antes de la ingesta de calostro. Ademas, comparandola prevalencia
segun la categoria o edad permitird también inferir la importancia de la transmision
horizontal de la enfermedad. La dinAmica de anticuerpos a lo largo de la gestacién
ha sido caracterizada en vaquillonas Holando cronicamente infectadas con N.
caninum (Moore y col., 2005). Se describieron altos titulos séricos durante el ultimo
tercio de la gestacion los cuales descienden semanas luego del parto.

La presentacion de los abortos provocados por una infeccion con N. caninum tiene
dos comportamientos distintos: un brote de abortos concentrados en un periodo de
tiempo limitado (forma epidémica) generalmente se asocia a la transmision
horizontal (McAllister y col., 2000). Mientras que la forma endémica generalmente
es consecuencia de una infeccion anterior y puede estar precedida por un patron
epidémico caracterizandose por la prolongacion en el tiempo de abortos
esporadicos (Dubey y col., 2007). Diversos investigadores sefialan que en los afios
siguientes a un brote epidémico de abortos, los rodeos afectados pueden
experimentar abortos enzooticos (Dubey y col., 2007).

Neosporosis bovina en Argentina

En Argentina, los trabajos primeros relevamientos seroepidemioldgicos de
neosporosis en ganado para leche y carne determinaron la presencia de
anticuerpos especificos por inmunofluorescencia indirecta (IFI) (Venturini y col.,
1995). Otros estudios en las provincias de Santa Fe y Cordoba demostraron
prevalencias del 15 al 27,5% en 320 bovinos lecheros, siendo positivos los 8 rodeos
en estudio (Echaide y col., 2002). En fetos provenientes de frigorificos se encontré
gue el 24% y el 4,5% de los especimenes provenientes de rodeos de leche y carne
respectivamente presentaban anticuerpos especificos (Venturini y col., 1999). En
un estudio realizado en un tambo del oeste de la provincia de Buenos Aires, se
detectod una prevalencia del 80,9% en vacas y 30% en terneros precalostrados de
un total de 173 vacas y partos evaluados. En la provincia de La Pampa, Fort y col.
(2015) determinaron una prevalencia de 9,6% de 4334 sueros bovinos analizados
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siendo mayor la seroprevalencia en vacas de tambo (20,3%) en relacion a las de
cria (7%), en coincidencia con lo reportado en estudios previos. Estos estudios
demostraron la alta seroprevalencia de la neosporosis en los sistemas de
produccién de leche, y la elevada tasa de transmision vertical de la enfermedad
(Moré y col., 2009).

En el afio 2008 se detect6 que el 10% de 666 fetos abortados analizados fueron
producidos por infecciones con N. caninum, confirmando lesiones histopatoldgicas
compatibles y detectando anticuerpos especificos mediante IFI (fluido fetal 1:25) y/o
la presencia del pardsito mediante inmunohistoquimica (IHQ) y/o nested-PCR
(Moore y col., 2008).

Posteriormente, Moore y col. (2009) demostraron que la prevalencia hallada en
bovinos (IF11:200) fue diferente de acuerdo con la categoria analizada. En las
categorias vaquillona de reposicion y vaca de rodeos para carne las prevalencias
fueron 2,6% (n =265) y 17,3% (n = 1190), respectivamente. En el ganado lechero
se observé una prevalencia en las vaquillonas de reemplazo del 18,8% (n = 2501) y
en vacas en ordefie del 39,8% (n = 291). Moré y col. (2009) evidenciaron
seroconversion en 9/19 terneros seronegativos precalostrales al ser reevaluados a
los 7 meses de vida (IFI 1:25). Todos estos resultados demuestran la importancia
de la transmisién horizontal de la enfermedad.

Existe un limitado ndmero de aislamientos de N. caninum a nivel mundial,
principalmente debido a la dificultades operativas en el pasaje desde el tejido
infectado al crecimiento in vitro del parasito (Dubey y Schares, 2006). En Argentina,
hasta el momento se reportaron 3 aislamientos de N. caninum de distintos
hospedadores, cuyos patrones moleculares fueron confirmados mediante analisis
por microsatélites. El aislamiento NC6- Argentina (Basso y col., 2001) fue logrado a
partir de ooquistes hallados en la materia fecal de un perro infectado naturalmente,
cuya patogenicidad ha sido caracterizada tanto in vitro como in vivo en ratones y
bovinos (Bacigalupe y col. 2013; Hecker y col., 2013; Dellarupe y col., 2014a;
2014b). Luego, Basso y col. (2014) aislaron N. caninum de tejidos de un cervato
axis (Axis axis) del zooldgico de La Plata (NC-Axis) que habia muerto a los 14 dias
de vida con un cuadro clinico de debilidad y ataxia. Como resultado parcial del
trabajo aqui presentado, se obtuvo el primer aislamiento de N. caninum de origen
bovino a partir de un ternero asintomatico pero congénitamente infectado,
proveniente de un rodeo para leche de la provincia de Cérdoba, denominado
NC-Argentina LP1 (Campero y col., 2015).

Las pérdidas econdmicas por abortos atribuidos a N. caninum en ganado para
leche de la pampa humeda ha sido estimada en US$ 33.097.221 (rango US$
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15.622.6007119.349.693) (Moore y col., 2013). La estimacion en US$ 1.415 por
aborto, incluyo la pérdida de la prefiez, costo de diagnostico de laboratorio,
asistencia profesional, venta de la hembra que sufrié el aborto (ingreso) y compra
de una vaquillona prefiada para su reposicion (Moore y col., 2013). En este
contexto, resulta imperioso obtener resultados a partir de estrategias integradas de
manejo que permitan limitar las pérdidas reproductivas, productivas y econémicas
ocasionadas por N. caninum.

Medidas de control

Se han propuesto diferentes estrategias de control basadas en la relacion
costo-beneficio a nivel de rodeo. Si la prevalencia de la enfermedad en un rodeo
fuera baja, podria ser mas caro tratar de eliminar la enfermedad que convivir con
ella (Campero, 2014). No obstante, para aquellos rodeos con prevalencias mayores
(>21%), se considera que la vacunacion seria la medida mas rentable (Reichel y
Ellis, 2006). Sin embargo, la Unica vacuna comercial para N. caninum gque estuvo
disponible en algunos paises fue retirada del mercado debido a su variable eficacia
(Weston y col., 2012; Reichel y col., 2015). Por lo tanto, hasta el presente, no
existen vacunas comerciales disponibles ni tratamientos con medicamentos
efectivos para el control de la neosporosis bovina. Por tal razén, el control de la
neosporosis se basan exclusivamente en medidas de manejo (Almeria'y
Lépez-Gatius, 2013; Weber y col., 2013; Campero, 2014; Reichel y col., 2015). Se
recomienda evitar la transmisién horizontal limitando el acceso de los perros al
alimento y agua que consume el ganado bovino para impedir la posible
diseminaciéon de ooquistes a través de la materia fecal. También es importante
eliminar fetos abortados y placentas para evitar la ingestion de posibles tejidos
infectados con N. caninum por parte de los hospedadores definitivos. Con respecto
a la via de transmision vertical, se recomienda realizar la reposicion con animales
seronegativos y eliminar los animales seropositivos al igual que vacas que sufrieron
abortos. No obstante, esta medida solamente es rentable si la seroprevalencia es
baja (Campero, 2014).

En este trabajo se muestran los resultados de estrategias integradas de manejo
realizadas durante 5 afios en un tambo comercial ubicado en el sur de la provincia
de Cordoba. Ademas se describe el primer aislamiento en el pais de una nueva
cepa de N. caninum desde un bovino asintomatico cronicamente infectado.

Establecimiento y animales

El estudio se realiz6 en un tambo con aproximadamente 3000 vacas y vaquillonas
cruza Jersey-Holando Argentino en produccion ubicado en el sudeste de la
provincia de Cérdoba (33° 47" S 62° 37" W). La carga promedio anual es de 1,8
vacas totales por hectarea con 80% vacas en ordefie sobre vacas totales. El
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sistema es de base pastoril, principalmente compuesto por pasturas de alfalfa y
distintos grados de suplementacion con silo de pastura, silo de maiz, poroto de soja
crudo y maiz partido. El manejo reproductivo es bi-estacionado con servicios en
otofio y en primavera. El rodeo es libre de brucelosis y tuberculosis. Otras
enfermedades que afectan la reproduccion se previenen mediante la aplicacion de
2 dosis preservicio de una vacuna comercial contra la Rinotraqueitis Infecciosa
Bovina (IBR), Campylobacteriosis bovina, Leptospirosis, Histophilus somnus y
Diarrea Virica Bovina (DVB). Los toros se controlan para enfermedades de
transmision sexual. La seroprevalencia inicial de N. caninum era del 18,9% y el
porcentaje anual de abortos general era del 10%.

Objetivos

Objetivo general
-Controlar las pérdidas reproductivas ocasionadas por la neosporosis bovina en un
tambo comercial.

Objetivos especificos

1) Determinar la seroprevalencia de la neosporosis bovina y su asociacion con la
ocurrencia de abortos en vacas y vaquillonas;

2) Caracterizar las vias de transmision para establecer las medidas de control;

3) Disminuir la seroprevalencia y los abortos mediante identificacién y eliminacién
gradual de vacas seropositivas;

4) Incrementar la produccion de kilogramos de carne a partir de la utilizacion de
semen de raza Hereford en hembras lecheras seropositivas;

5) Aislar cepas de N. caninum;

6) Caracterizar la dinamica de anticuerpos e inocuidad de la cepa autoctona aislada
en el mismo establecimiento mediante su inoculacion en hembras bovinas crénica
infectados.

Tecnologias y practicas de manejo adoptadas
Se describen las tecnologias y practicas de manejo generales presentando luego,
los procedimientos para cada objetivo especifico.

Obtencion de muestras y prueba serolégica

Las muestras para analisis serolégico fueron obtenidas por puncion de la vena
coccigea. Para la deteccion de anticuerpos especificos se utilizé la prueba de IFI
(Venturini y col., 1999). El antigeno utilizado, pertenece a la cepa NC-1 de N.
caninum. Se utilizé el conjugado comercial anti-IgG bovina producido en conejo
marcado con fluoresceina. Los portaobjetos fueron montados en glicerol y
examinados en un microscopio de epifluorescencia.
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El seguimiento y la busqueda de informacién de cada animal (abortos, edad,
condicion sanitaria, productividad, etc.) a lo largo de los afios se realiz6 mediante
un software para gestion de empresas de produccion lechera.

Determinar la seroprevalencia de la enfermedad y su asociacion con la ocurrencia
de abortos.

Las diluciones de los sueros comenzaron desde 1:25 para terneros/as y vaquillonas
(Venturini y col., 1999) y 1:100 para vacas multiparas (Rodrigues y col., 2004). El
criterio de utilizar diferentes diluciones séricas segun la categoria animal se aplicé a
los fines de maximizar la sensibilidad de la prueba en la categoria vaquillona.

La proporcion inicial de animales seropositivos fue comparada entre categorias
empleando el test de Chi cuadrado (Proc. FREQ; SAS Institute Inc.; Cary, NC,
USA). Asimismo, la ocurrencia de aborto fue evaluada mediante la utilizacién de un
modelo de regresion logistica (Proc. GLIMMIX; SAS Institute Inc.), incluyendo a la
categoria (vaca o vaquillona), el estatus serolégico (positivo o negativo) y su
interaccion, como variables explicativas. El nivel de asociacion entre las variables
estudiadas y la ocurrencia de aborto fue estimada a partir del odds ratio (OR) +
intervalo de confianza al 95% (1C95%). En todos los analisis se empled un nivel de
significancia de ?=0,05.

Caracterizar las vias de transmision para establecer las medidas de control

Para el cumplimento de este objetivo se recolectaron muestras de sangre previa
ingesta de calostro de 54 terneros/as mediante puncion yugular inmediatamente
luego de presenciar el parto. Ademas se extrajo una muestra de sangre de cada
madre inmediatamente luego del parto. Asimismo se realizé un estudio seroldgico
longitudinal de los terneros/as durante 15 meses con 5 extracciones de sangre
cada 75 dias. Las muestras de suero sanguineo fueron almacenadas a -20°C hasta
el momento del andlisis. Para este objetivo, las diluciones de los sueros
comenzaron desde 1:25 para todas las categorias animales. Para estudiar las vias
de transmision, se definieron dos poblaciones de riesgo. Los terneros hijos de
madres positivas fueron considerados como la poblacién en riesgo de transmision
vertical y aquellos que resultaron negativos al muestreo pre-calostral fueron
considerados como la poblacion en riesgo de transmision horizontal. Se consideré
caso de transmision vertical a los terneros hijos de madre positiva que resultaron
positivos en el muestreo pre-calostral. Como caso de la transmision horizontal se
contabilizaron a los animales negativos pre-calostralmente que seroconvirtieron en
alguno de los sangrados posteriores.
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La eficacia de cada via de transmision fue evaluada mediante un modelo de
regresion logistica, utilizando el estatus serologico de la cria como variable
respuesta y la poblacion de riesgo a la que pertenecian como variable explicativa
(Proc. LOGISTIC; SAS Institute Inc.). También se considerd la inclusion de las
variables categoria de la madre y edad de la cria en el modelo. Por ultimo, sobre el
total de crias positivas, se comparé la proporcion que habia sido contagiada por
cada una de las vias estudiadas, utilizando para ello la prueba de Chi cuadrado
para igualdad de proporciones (Proc. FREQ; SAS Institute Inc.).

Disminuir la seroprevalencia y los abortos mediante identificacion y eliminacion
gradual de vacas seropositivas;

Considerando los pardmetros sanitarios y los resultados obtenidos por serologia, se
utilizaron la sumatoria de "2 eventos" como criterio para la eliminacién de las vacas
multiparas, considerando "evento" a: seropositividad a N. caninum, aborto; mastitis,
lesiones podales, baja produccion, pérdida de estado corporal, entre otros. Es decir,
toda vaca que tuviese alguna de estas manifestaciones clinicas sumado al hecho
de ser seropositiva a N. caninum fue vendida para faena.

Ademas, las vacas o vaquillonas seropositivas fueron inseminadas artificialmente
con semen de raza Hereford. De esta manera, las crias de hembras seropositivas
no ingresan al sistema de produccién de leche y son destinadas a produccion de

carne.

Para el analisis de la evolucion de la seroprevalencia y el porcentaje de abortos se
emplearon modelos de regresion logistica mixtos (Proc. GLIMMIX; SAS Institute
Inc.). Los dos pardmetros estudiados fueron analizados en funcion del afio (2011 a
2015), de la categoria (vaca o vaquillona) y su interaccién. Cuando fue necesario se
empleo el ajuste de Holm-Tukey para los contrastes multiples post-hoc. Se empled
un nivel de significancia de ?=0,05.

Incrementar la produccion de kilogramos de carne a partir de la utilizacion de
semen de raza Hereford en hembras seropositivas;

Como se dijo anteriormente toda vaca o vaquillona seropositiva fue inseminada
artificialmente con semen de raza Hereford tratando de incrementar la produccion
de kilogramos de carne no solo desde la eficiencia lograda en la cruza sino también

por el precio de mercado.

Aislar cepas de N. caninum
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Los materiales y métodos para el aislamiento de la primera cepa de N. caninum
desde un ternero congénitamente infectado pero clinicamente normal son aquellos
publicados por Campero y col., (2015). Brevemente, se seleccionaron 5 neonatos
cruzas Jersey x Holando Argentino de 10 dias (identificados como A, B, C, Dy E)
con alto titulo serologico precalostral hijos de madres seropositivas. Los
hemiencéfalos refrigerados para realizar ensayos in vivo e in vitro se enviaron al
Laboratorio de Inmunoparasitologia, Universidad Nacional de La Plata (UNLP).
Cada hemiencéfalo de ternero se homogeneizé, digirid e inoculd en ratones
knock-out para interferon gamma altamente susceptibles a infecciones por N.
caninum. La infeccidn en estos ratones se confirmé inicialmente por serologia (IFI).
Asi, los ratones seropositivos fueron eutanasiados mediante dislocacion medular y
se conservaron los 6rganos para estudios histopatoldgicos (HP), IHQ y estudios de
biologia molecular (PCR). Adicionalmente, se realizé cultivo celular a partir del
lavado con solucidn fisiolégica de la cavidad peritoneal de los ratones. Un mL de
dicho lavado fue utilizado para infectar botellas de cultivo de 25 cm3 con células
VERQO. Las botellas se incubaron a 37°C con 5% CO2. Semanalmente se realizaron
pasajes a células nuevas y una observacion diaria del cultivo con un microscopio
invertido para detectar la presencia de efecto citopatico y/o taquizoitos de N.
caninum.

El ADN extraido de 6rganos de ratones infectados y de los taquizoitos del cultivo
celular positivos a la PCR fue enviado al Dr. Gereon Schares (Insitituto Friedrich
Loeffler, Wisterhausen, Alemania) para la caracterizacion genética mediante la
técnica de tipificacion multilocus de secuencias (MSLT) a través de una
electroforesis capilar para los microsatélites MS1B, MS3, MS5, MS6A, MS6B, MS7,
MS12 y MS21 (Regidor- Cerrillo y col.,2006) y secuenciado para los microsatélites
MS2 y MS10, como lo describié Basso y col., 2009; 2010. Las secuencias
nucleotidicas de los microsatélites MS2 y MS10 fueron depositados en la base de
datos del GenBank con los niumeros de acceso: KJ700414 y KJ700413,
respectivamente, denominandose la cepa NC-Argentina LP1.

Todos los animales utilizados en este estudio fueron manejados en acuerdo estricto
con las condiciones propuestas por el Comité institucional de cuidado y uso de
animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de La
Plata. Se realizaron los maximos esfuerzos para minimizar el sufrimiento de los
animales.

Caracterizar la dindmica de anticuerpos e inocuidad luego de inocular la cepa
autoctona aislada en animales crénicamente infectados

Cultivo de la cepa autoctona
Para la elaboracién del indculo, los taquizoitos de la nueva cepa NC-Argentina LP1,
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se multiplicaron en células VERO mantenidas en atmdésfera con 5% de CO2. A
partir de la inoculacion con taquizoitos, la monocapa de células se mantuvo en
medio suplementado conteniendo 2% de SFB. Se realizo el transporte al
establecimiento luego de 48 horas de inoculada la monocapa de células. Los
taquizoitos fueron cosechados durante su fase intracelular cuando un 80% de
células de la monocapa estuvieron infectadas. Las células fueron desprendidas
mediante un raspador estéril y la suspension de células conteniendo los protozoos
fue recolectada en tubos para centrifuga efectuandose un lavado. El material
recolectado fue pasado estérilmente a través de agujas de 25 de diametro para
liberar los taquizoitos intracelulares. Este material fue centrifugado a 1350xg
durante 15 minutos eliminandose el sobrenadante y resuspendiéndose
nuevamente. Luego se realizo el recuento en cdmara de Neubauer de 2 alicuotas
del material y finalmente se ajust6 a una concentracion final de 1x107 protozoos/ml
en un volumen final de 2 ml de inmunégeno. El indculo fue transportado a en
conservadora a 8°C hasta el momento de la inoculacion la cual se realizé a los 45
minutos posteriores a la cosecha de los protozoos (Hecker et al., 2013). Las
vaquillonas fueron asignadas a 2 grupos: vacunadas y control. La inoculacion se
realizo por via subcutanea.

Las diluciones séricas fueron expresadas como media geométrica + desvio
estandar geométrico (MG+DEG). Para el analisis estadistico las diluciones fueron
transformadas logaritmicamente y analizadas utilizando un modelo lineal general
para medidas repetidas (Proc. GLIMMIX; SAS Institute Inc.). Se incluyo al
tratamiento (vacuna o placebo), dia de muestreo y su interaccion como efectos
fijos. Cuando fue necesario, las comparaciones multiples post-hoc fueron realizadas
empleando el ajuste de Holm-Tukey. La normalidad y homoscedasticidad de los
residuales fueron evaluados empleando el test de Shapiro Wilk y de Levene,
respectivamente, modeldndose la heterogeneidad de varianza cuando fue
necesario. Se empled un nivel de significancia de ?=0,05.

Resultados

Determinar la seroprevalencia de la enfermedad y su asociacion con la ocurrencia
de abortos.

La seroprevalencia total de neosporosis bovina fue 18,9% en 2564 animales
analizados en el afio 2011. La proporcion de vaquillonas seropositivas fue

significativamente mayor que en vacas (Tabla 1).

Tabla 1: Proporcidon de vacas y vaquillonas de primer servicio seropositivas a N.
caninum
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Categoria| % seropositivas (total)
Vaca 16,1 (2415) ©
Vaquilona 27,0 (746) ©
Total 18,9 (3161)

a, b Letras diferentes indican diferencias con P<0,05.Asimismo, hubo asociacién
estadistica significativa entre seropositividad y el evento aborto en ambas
categorias; siendo esta asociacién aiin mayor para la categoria vaquillona (Tabla
2). Una vaca seropositiva tuvo aproximadamente el doble de posibilidades de
abortar que una vaca seronegativa (OR=1,9; IC95%: 1,2-2,3). Asimismo una
vaquillona positiva tuvo cerca de 5 veces mas posibilidades de sufrir un aborto que
Su contraparte seronegativa (OR=5,1; IC95%: 2,7-9,5). Interesantemente, se
observaron diferencias significativas en el riesgo de abortar cuando se considera la
categoria aun siendo ambas seropositivas; es decir, una vaquillona seropositva
tuvo mas del doble de posibilidades de abortar que una vaca seropositiva (OR=2,4;
1C95%: 1,3-4,3).

Tabla 2: Proporcién de la ocurrencia de abortos segun la categoria y su estado
seroldgico

% de abortos (Total)
Categoria
Seropositiva | Seronegativa
Vaca 14,1 (389)* | 8,1 (2026)"°

Vaquilona | 28,4 (208)% | 7,2 (538)*"
Total 19 1 (597) 7,9 (2564)

Letras diferentes en la misma columna (AB) y fila (ab) indican diferencias con
P<0,05 Caracterizar las vias de transmision para establecer las medidas de control

Considerando el muestreo de las madres y el sangrado pre-calostral se
identificaron 9 animales con riesgo de transmisién vertical y 45 en riesgo de
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transmision horizontal, respectivamente. No se observo efecto de la categoria de la
madre ni del sexo de la cria sobre las variables estudiadas (P>0,05). La eficiencia y
probabilidad de transmision, fue significativamente mayor para la via de transmision
vertical (P<0,05; Tabla 3). Igualmente la proporcion de terneros infectados por cada
una de las vias estudiadas no difirié significativamente (P>0,05) debiendo
considerarse que si bien la via de trasmision horizontal fue menos eficiente, la
proporcién de animales en riesgo fue significativamente mayor (P<0,05).

Tabla 3: Caracterizacion de las vias de transmision para la neosporosis bovina
considerando la poblacién en riesgo, la eficiencia de transmision y proporcion de
animales infectados.

Via de transmision Vertical Horizontal
Poblacidn en riesgo 16,6% (9/54) * 83,3% (45/54) ©
Eficiencia 77,8% (7/9) ® 13,3% (6/45) °

Probabilidad (IC95%) |77,8% (42,1 — 94,4) *|13,3% (6,1 — 26,7)

Proporcidon de

animales infectados 53,9% (7/13) © 46,2% (6/13) °

a,b Letras diferentes en la misma fila indican diferencias con P<0,05 Disminuir la
seroprevalencia y los abortos mediante identificacion y eliminacion gradual de
vacas seropositivas;

Se observo una interaccion significativa entre el afio y la categoria (P<0,05).
Aunque se observaron diferencias significativas en la seroprevalencia y el
porcentaje de aborto general a lo largo de los afios para la categoria vaquillona
(P<0,05; Figuras 1y 2); dichas diferencias no se observaron en la categoria vaca
(P>0,05; Figuras 1y 2).

Debe considerarse que este cambio en el porcentaje de abortos no se asoci6 a una
disminucién en el nimero de abortos en animales seronegativos (Figura 3), los
cuales no variaron a lo largo de los afios (P>0,05), lo cual permitiria inferir que
dicha disminucion se debi6é a la menor proporcion de animales seropositivos y del
namero de abortos (Figura 4). Por otro lado debe considerarse que el riego de
abortos en animales seropositivos fluctud significativamente a lo largo de los afios
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(P<0,05).

Figura 1: Evolucion de la seroprevalencia a N. caninum durante 5 afios en vacas y
vaquillonas.

A, 0%
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a,b Letras diferentes indican diferencias con P<0,05 entre afios para una misma

categoria (Holm-Tukey)
* Diferencias con P<0,05 entre categoriasFigura 2: Porcentaje de abortos general
durante 5 afios en vacas y vaquillonas.
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categoria (Holm-Tukey) * Diferencias con P<0,05 entre categoriasFigura 3:
Porcentaje de abortos en animales seronegativos a N. caninum durante 5 afos.
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durante 5 afios. Observar el bajo numero de vaquillonas seropositivas y el bajo
numero de abortos en los afios 2014 y 2015.

Incrementar la productividad de carne mediante utilizacion de semen de bovinos
para carne en hembras productoras de leche seropositivas a N. caninum.

Los resultados de este objetivo son ejemplificados sé6lo para el ejercicio de un
periodo de reproduccion (Primavera 2015) (Tabla 3).

Tabla 4. Aumento en los kilogramos y pesos por kilogramos debido a la
implementacion de la IA con semen de raza Hereford en hembras lecheras.

Diferencia en % de Cruza

Sexoy kg PV=* HF vs Lechero
Raza Cab Prn::nae;:mf Total kg | $/kg kg PV $/kg PV

Vendido Vendido
Mov
i 336 338,3 | 113.681 | 19,7 : :
’:;’I | s 354,5 | 23.042 | 23,9 4,60% 18%
t;fiq e | i 340,8 | 12.950 | 22,4 0,70% 12%

*HF: Herford
**PV: peso vivoObjetivo 5: Aislar cepas de N. caninum

De los 20 ratones inoculados, solo 1 raton resulté seropositivo. Dicho animal
identificado como R1 y habia sido inoculado con SNC del ternero E. El titulo a IFI
de R1 fue de 1:400. A la fecha del sangrado (26 dias post inoculacion -d.p.i.-)
presentaba signos de debilidad, apatia, encorvamiento y pelo hirsuto, muriéndo al
dia siguiente. Se proceso el SNC del ratébn R1 y se inoculd en 2 ratones: R2y R3. A
los 36 d.p.i., los ratones R2 y R3 fueron eutanasiados con titulos seroldgicos a IFI
de 1:1600 y 1:6400, respectivamente. Se realizé un pool con los SNC de R2y R3y
se inocul6 en un cuarto ratén: R4. A los 41 d.p.i., R4 fue eutanasiado y el titulo
serologico a IFI fue de 1: 200. El liquido de la cavidad peritoneal de R4 con 0,5
x106 taquizoitos totales fue utilizado para infectar una botella de cultivo con células
VERO. A los 4 d.p.i. se observo la presencia de focos de taquizoitos bajo
observacion con microscopio 6ptico.

Cuando se realiz6 la histopatologia de los ratones R1, R2, R3 y R4 se evidenciaron
lesiones severas compatibles con N. caninum. Se amplific6 ADN de N. caninum de
la totalidad de las muestras analizadas de estos ratones (SNC, pulmones, corazon,
higado, bazo, rifones, masculo, lavado peritoneal) y de los taquizoitos de cultivo
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celular.

Se logroé la amplificacion de los 10 microsatélites y el analisis por electroforesis
capilar y/o secuenciacion para las muestras positivas a PCR a N. caninum. El
patrén genético resultante fue Unico y distinto a los aislamientos ya reportados de
N. caninum (Tabla 4). El nuevo aislamiento se designé NC-Argentina LP1 (N.
caninum-Argentina La Platal) sobre la base del pais y laboratorio donde se realiz6
el aislamiento.

Tabla 4. Alelos de los microsatélites del nuevo aislamiento de N. caninum
analizados mediante electroforesis capilar o secuenciacién

Tamaiio del microsatélite (pb) (MS1B,3,5,6A,6B,7,12 y 21)° o secuencia (MS2
y10)

Motivo de secuencia repetida® (5 -3 )

N. caninum MS Tamaiio de MS (pb)®
MS 1B (AT)AC[AT) 20
MS2 (AT)-TTGTATC-(AT)A-GT(AT)n 6/10/2002
MS3 (AT) 24
MS5 (TAJTGTA 32
MS6A (TA) 32
MS6B (AT) 26
MS7 (TA) 20
MS10 (ACT)n-(AGA)n-(TGA)n 6-15-9
MS12 (GT) 32
MS21 (TACA) 40

MS: microsatélite; pb: pares de base; n: nUmero de motivos de secuencias
repetidas

a El tamano de los marcadores de microsatélites fue calculado en base a la
secuencia producida por el Neospora caninum Sequencing Group at the Sanger
Institute for Nc-Liv N. caninum strain, disponible en
ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Neospora/caninum/NEOS.contigs.versionl, y
secuencias reportadas. Caracterizar la dinamica de anticuerpos e inocuidad luego
de inocular la cepa autdctona aislada en animales cronica infectados.
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Se observo una interaccion significativa entre tiempo y tratamiento en ambas
categorias (vaca y vaquillona) (Figuras 5y 6). Antes de la inoculacién no se
detectaron diferencias en el titulo de anticuerpos en los grupos tratados y placebo
(P>0,05). Sin embargo, luego de inocular los parasitos vivos se observé un
aumento significativo en el titulo de anticuerpos al 21 d.p.i. (P<0,05). Este aumento
significativo fue temporario, regresando a niveles similares entre grupo tratado y
placebo (P>0,05). No se registraron reacciones locales adversas en el sitio de
inoculacioén entre animales tratados y controles.

Los animales actualmente se encuentran en su 6° mes de gestacion habiéndose
registrado s6lo un aborto en el grupo placebo. Los resultados finales de esta
experiencia se mostraran oportunamente.
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Figura 5: Cinética de anticuerpos en vacas seropostivas a N. caninum luego de la
inoculacién de una cepa autdctona del establecimiento (media geométrica = DEG).
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* Diferencias con P<0,05 entre tratamientosFigura 6: Cinética de anticuerpos en

vaquillonas seropostivas a N. caninum luego de la inoculacion de una cepa
autoctona del establecimiento (media geométrica + DEG).

Conclusiones

-Resulta de importancia hacer un diagnostico adecuado de la situacién sanitaria en
el establecimiento respecto a la neosporosis bovina, comenzando por determinar la

seroprevalencia en diferentes categorias animales vacas y vaquillonas, y mas
importante determinar su asociacioén con la ocurrencia de abortos;

-Para poder determinar el éxito de las medidas de control de la neosporosis, es

imperante establecer cuales son las vias de transmision predominantes para cada

establecimiento;

-Aungue en este establecimiento se demostrd una alta eficacia en la transmisién

vertical de la neosporosis es importante considerar que durante el estudio
longitudinal se demostro una proporcion de animales expuestos (transmision

horizontal) similar a los que se habian infectado congénitamente (transmision
vertical);

-Se logré disminuir significativamente la seroprevalencia de neosporosis y los

abortos en vaquillonas mediante identificacion y eliminacion gradual de animales

seropositivos; Se logré disminuir significativamente la seroprevalencia de
neosporosis y los abortos en vaquillonas mediante identificacion y eliminacion
gradual de animales seropositivos y evitando dejar como reposicion hijas de
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madres positivas.

-La implementacion de la IA con semen de raza para carne es una herramienta
interesante para aquellos establecimientos lecheros que tengan la posibilidad de
recriarlos y engordarlos. Esto permite que una vaca lechera infectada siga en
produccion (siempre que no sufra un aborto) dejando una descendencia que no
ingresara al tambo (posiblemente infectado congénitamente) y tendra mejor
desempeifio en la produccion de kilogramos de carne con un precio mas
competitivo.

-Se logré establecer un protocolo exitoso para aislar una nueva cepa de N. caninum
desde un ternero asintomatico, la cual podréa ser caracterizada y eventualmente
utilizada en nuevas pruebas diagndsticas o vacunas experimentales.

-La nueva cepa (NC-Argentina LP1) fue utilizada como autovacuna en el mismo
establecimiento donde fue aislada. Si bien solo se ha podido caracterizar la
dindmica de anticuerpos e inocuidad, se prevé evaluar su efecto de proteccion para
la transmision vertical y el aborto en los préximos meses ya que los animales
transcurren su sexto mes de gestacion.

Consideraciones finales

Como se menciond en la introduccion de este trabajo, hay varios aspectos de la
neosporosis bovina que permanecen desconocidos y no existen herramientas
tradicionales eficaces para el control de las graves pérdidas econdmicas que
provoca esta enfermedad, sobre todo en los sistemas de produccion lechera.

Las herramientas de control integrales presentadas en este trabajo, ponen en
manifiesto la importancia que tiene un acercamiento mas holistico para poder
prevenir estas pérdidas en sistemas de produccion intensivos donde hay tantos
aspectos externos que pueden llegar a influenciar negativamente la sanidad y
economia del productor tambero de Argentina.
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