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RESUMEN

Veterinarios de la Plataforma de Investiga-
cion en Salud Animal del INIA, realizaron ne-
cropsias de cinco fetos bovinos abortados
de cinco vacas Holstein durante noviembre
del 2015. Las vacas pertenecian a un tam-
bo comercial localizado en el departamen-
to de Florida, Uruguay. Se realizaron varias
pruebas diagnésticas, incluyendo histologia,
inmunohistoquimica, serologia, inmunofluo-
rescencia directa (IFD), cultivo bacteriano y
secuenciacion del ADNr 16S. Macroscopi-
camente en un feto se encontré epicarditis
fibrinosa, y microscépicamente se constato
ademas bronconeumonia neutrofilica en el
mismo feto. Campylobacter fetus fue aislado
del liquido abomasal y pulmén y detectado
por IFD de liquido abomasal en este feto. La
identificacion molecular de los aislamientos
bacterianos corroboré C. fetus subsp. vene-
realis. ELestudio histolégico de otros dos fetos
revelo encefalitis no supurativa y necrotizan-
te, miositis/miocarditis no supurativa y nefri-
tis intersticial linfocitica, lesiones altamente
sugestivas de infeccién activa por Neospora
caninum. La presencia de N. caninum en el
tambo fue confirmada por la identificacion de
anticuerpos anti-Neospora caninum en 10 de
27 vacas, con titulos que variaban de 1/200
a 1/3200. Se detectaron titulos de anticuer-
pos de 1/200-1/3200 contra Leptospira inte-
rrogans serovares Pomona, Hardjo-prajitno,
Wolffii y/o Hardjo-bovis en un total de 15 de
18 vacas del rodeo afectado. Los resultados
nos permiten confirmar a C. fetus subsp. ve-
nerealis como agente causal del aborto en
uno de los fetos, sospechar fuertemente de
la accion abortiva de N. caninum en dos de
ellos, y confirmar la circulacion de N. caninum

ademas de L. interrogans, otro agente abor-
tivo, en el rodeo afectado. No se arribé a un
diagnéstico etiologico en dos de los fetos
analizados. Concluimos que varios microor-
ganismos pueden coexistir y causar abortos
en animales de un mismo establecimiento,
lo cual resalta la necesidad de realizar mul-
tiples pruebas diagnosticas en fetos y vacas
abortadas para confirmar los diagnosticos
etiologicos del sindrome de aborto bovino.

SUMMARY

Veterinarians from the Animal Health Plat-
form at the National Institute of Agricultu-
re Research necropsied five bovine fetuses
from five aborted Holstein cows in November
2015. The animals were from a commercial
dairy farm in Florida department, Uruguay.
Several diagnostic test were performed, in-
cluding histology, immunohistochemistry,
serology, direct immunofluorescence assay
(IFA), bacterial cultures and bacterial 16S
rDNA sequencing. Macroscopically one fetus
had fibrinous epicarditis and the histologic
examination revealed concurrent neutrophi-
lic bronchopneumonia. Campylobacter fetus
was isolated from lung and abomasal fluid,
and detected by IFA from abomasal fluid in
this fetus. Bacterial DNA sequencing confir-
med Campylobacter fetus subsp.venerealis.
Histologic examination of two other fetuses
revealed non-suppurative necrotizing en-
cephalitis, non-suppurative myositis/myo-
carditis, and lymphocytic interstitial nephritis,
all of which are highly suggestive of active
Neospora caninum infection. The presence of
N. caninum in the herd was confirmed by de-
tection of antibodies against the microorga-



nism in 10 out of 27 cows, with titers ranging
from 1/200 to 1/3200. Antibody titers aga-
inst Leptospira interrogans serovars Pomona,
Hardjo-prajitno, Wolffii and/or Hardjo-bovis
varying from 1/200 to 1/3200 were detec-
ted in a total 15 of 18 cows from the affected
herd. In brief, Campylobacter fetus subsp. ve-
nerealis was confirmed as the etiology of the
abortion in one of the fetuses and N. caninum
was highly suspected in other two, while no
etiology was detected in the remainder fetu-
ses. Circulation of various abortigenic agents,
N. caninum and L. interrogans, was confirmed
serologically in the affected herd. In conclu-
sion, various abortigenic microorganisms
may coexist and cause abortion in a parti-
cular herd. This highlights the importance of
performing extensive panels including mul-
tiple diagnostic tests in fetuses and aborted
dams for the etiologic confirmation in cases
of bovine abortion syndrome.

INTRODUCCION

Campylobacter fetus subsp. venerealis es el
agente causal de la campilobacteriosis geni-
tal bovina (Michi et al. 2016). Los toros pueden
ser portadores de la bacteria en el prepucio
por tiempo indefinido, y las hembras infecta-
das pueden manifestar infertilidad, muerte
embrionaria y aborto. Los abortos pueden
ocurrir a cualquier edad gestacional, pero
son mas comunmente detectados a partir
del cuarto al sexto mes de gestacion (Vargas
et al. 2002). Las lesiones causadas por C. fetus
subsp. venerealis incluyen endometritis, ede-
ma intercoltiledonario en la placenta, pre-
sencia de fluidos sanguinolentos en cavida-
des corporales o exudados de fibrina en las
superficies serosas fetales (Maxie 2015).

El protozoo Neospora caninum es una de las
principales causas de aborto, tanto en bovi-
nos de leche como de carne (Moore 2005).
Los canidos son los huéspedes definitivos
y eliminan los ooquistes en la materia fecal
(Donahoe et al. 2015). Las vacas se infectan
por N. caninum al ingerir los ooquistes que
son excretados por el huésped definitivo, o
por transmision vertical. Los huéspedes defi-
nitivos se infectan ingiriendo bradizoitos en-
quistados en tejidos de fetos o placentas in-
fectadas. Si el feto sobrevive y nace infectado,
permanece infectado por el resto de su vida.
Luego de ocurrir la muerte fetal por N. cani-
num, las vacas pueden expulsar fetos frescos
o retener y expulsar posteriormente fetos

momificados hasta varios meses despues.
Los abortos causados por N. caninum ocu-
rren mas frecuentemente durante el quinto
y sexto mes de gestacion (Maxie 2015). Los
terneros infectados congénitamente pueden
no presentar signos o presentar debilidad
perinatal y tener titulos de anticuerpos ele-
vados contra el microorganismo (Kashiwa-
zaki et al. 2004). Los hallazgos de necropsia
son escasos. El feto puede estar autolitico o
momificado. En la placenta puede observar-
se necrosis de los cotiledones, sin afectacion
de la region intercotiledonaria. EL corazon,
musculo esquelético y cerebro pueden pre-
sentar focos grises a blancos representando
necrosis, inflamacién y/o mineralizacion. Las
principales lesiones microscopicas fetales
son encefalitis necrotizante multifocal y mio-
carditis/miositis no supurativas, y en fetos
bovinos son altamente especificas de este
protozoo (Maxie 2015). Es comun tambien
observar nefritis, neumonia intersticial y ne-
crosis hepatica.

Los abortos descritos en este trabajo ocu-
rrieron en un rodeo lechero con 650 vacas en
ordene, en sistema semiextensivo con perio-
dos de encierro que variaban dependiendo
de la disponibilidad forrajera. La produccion
diaria promedio era de 20 L/vaca. La tem-
porada pico de parto era en otono con ser-
vicios de mayo a octubre por inseminacion
artificial, seguido de un repaso con toros. El
predio afectado trabajaba en conjunto con
un segundo tambo, donde se recibian vacas
con mas de 2 meses de paridas y se insemi-
naban. Estas mismas vacas entraban a perio-
do de secado al alcanzar el séptimo mes de
gestacion. Abortaron 45 vacas durante tres
semanas.

MATERIALES Y METODOS

Las necropsias fetales y examenes histolo-
gicos se realizaron siguiendo los protocolos
estandares. Los tejidos fetales fueron fijados
en formalina al 10%, tefidos con hematoxili-
na y eosina, y examinados bajo microscopio
optico. Algunos tejidos fueron seleccionados
y sometidos a dos protocolos de inmunohis-
toquimica (IHQ) para deteccion de Leptospira
spp. y virus de la Diarrea Viral Bovina (vDVB)
en el Laboratorio de Diagnostico Veterinario
de la Universidad de Minnesota. Titulos de
anticuerpos contra Leptospira spp. fueron
determinados por microaglutinacion (MAT)
en liquido de cavidad de los 5 fetos, y en
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suero de 18 vacas (con previa historia clini-
ca de aborto y controles). La busqueda de
Campylobacter se efectuo por cultivo en el
medio de Skirrow a 37°C con un ambiente
microaerébico con 5-10% de oxigeno y 5-10%
diéxido de carbono, durante 4 dias. La inmu-
nofluorescencia directa (IFD) se ejecuto con
20 microlitros de liquido abomasal fetal, fija-
do en acetona a -20°C por 30 minutos en la-
minas de vidrio, ahadiendo el antisuero con-
jugado en una camara humeda a 37°C por 30
minutos, usando controles apropiados. Para
la identificacion molecular de los aislamien-
tos se extrajo el ADN genomico empleando
el sistema comercial "Gene bacterial geno-
mic DNA extraction kit" (Invitrogen, USA) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante,
seguido por la amplificacion de un fragmento
del gen que codifica para el ARNr 16S, em-
pleando los cebadores universales para el
Dominio Bacteria 27F y 1492R. Los productos
de PCR fueron purificados y secuenciados
por Macrogen Inc., Seul, Corea del Sur. Las
secuencias obtenidas se compararon con
secuencias ya publicadas en dos bases de
datos utilizando la herramienta “Classifier" del
"Ribosomal Database Project" (RDP) y BLASTh
del National Center for Biotechnology Informa-
tion (NCBI). Se realizd inmunofluorescencia
indirecta para la deteccion de anticuerpos
anti-Neospora caninum del suero de 27 ani-
males, siguiendo protocolos de la Direccion
de Laboratorios Veterinarios, del Ministerio
de Ganaderia Agricultura y Pesca.

RES.ULTADOS Y DISCUSION

Cinco fetos (1-5) de 180 dias de edad apro-
ximada fueron necropsiados. Solo el feto 1
presento lesiones macroscopicas significati-
vas, que consistieron en epicarditis fibrinosa
severa difusa. Histologicamente se obser-
vo ademas bronconeumonia neutrofilica en
este feto. Campylobacter fetus fue aislado del
liquido abomasal y pulmoén e identificado por
IFD en el liquido abomasal de este feto. La
secuenciacion del gen DNAr 16S de los aisla-
mientos bacterianos corroboro C. fetus subsp.
venerealis. No se aislo Campylobacter spp. de
muestras de los fetos 2 a 5. Histologicamente
en los fetos 4 y 5 se encontro encefalitis mul-
tifocal no supurativa y necrotizante, miocar-
ditis/miositis no supurativa y nefritis inters-
ticial no supurativa. En base a esas lesiones
se realizo el diagnostico presuntivo de aborto
por N. caninum. Ademas, se detectaron titulos
de anticuerpos anti-N. caninum con un rango

de 1/200 a 1/3200 en 10 vacas del estable-
cimiento. EL vDVB fue descartado por medio
de IHQ de higado, corazon y/o pulmoén en los
fetos 2, 4 y 5. La IHQ para Leptospira spp. fue
negativa en rifdn y/o higado de todos los fe-
tos. No se encontraron lesiones en dos de los
cinco fetos analizados, y en ninguno de los
cinco casos se recibio la placenta para es-
tudios patologicos y microbiologicos. No se
detectaron titulos de anticuerpos a Leptos-
pira spp. en los fluidos fetales, sin embargo
se detectaron titulos contra L. interrogans en
15/18 vacas, incluyendo los serovares Pomo-
na (13 vacas), Hardjo-prajitno (g vacas), Wolffii
(9 vacas) y Hardjo-bovis (7 vacas), con titulos
en rangos de 1/200 a 1/3200 para las 3 pri-
meras serovares y de 1/200 a 1/1600 para la
ultima. Doce de las 15 vacas presentaban ti-
tulos a mas de un serovar. Ninguna de las 18
vacas presentaba titulos a los serovares Bra-
tislava, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae
o Canicola.

Los casos colectivos de aborto deben ser
analizados como un problema que puede
ser causado por diversos agentes (multifac-
torial). ELrodeo afectado en este brote realiza
inseminacion artificial seguida por un repaso
con toros no analizados para enfermedades
venereas, lo que incrementa el riesgo de
transmision de estas enfermedades y debe-
ria ser evitado. En este brote se confirmo el
diagnostico de aborto por C. fetus subsp. ve-
nerealis en uno de los fetos, al mismo tiem-
po que se demostraron lesiones histologicas
altamente compatibles con neosporosis en
otros 2 fetos. Los elevados titulos de anti-
cuerpos contra N. caninum y L. interrogans
demuestran que varios agentes abortivos
estan circulando en el rodeo problemay que
podrian haber contribuido a las pérdidas; sin
embargo no se pudieron demostrar infeccio-
nes fetales con estos dos agentes mediante
las pruebas diagnosticas realizadas en estos
fetos.

CONCLUSION

Varios microorganismos pueden coexistir en
un mismo rodeo causando peérdidas repro-
ductivas. En estos casos el diagnostico etio-
logico de los abortos es complejo y requiere
de estudios que involucren una investigacion
epidemiologica detallada, de la realizacion
de multiples pruebas diagnoésticas de labora-
torio, tanto en los fetos como en las madres,
y de un equipo multidisciplinario que pueda



realizar una correcta interpretacion de los re-
sultados en su conjunto, lo cual representa
un desafio en las investigaciones diagndsti-
cas del sindrome de aborto bovino. Realizar
un correcto diagnostico etiolégico es funda-
mental para poder estimar las pérdidas que
los distintos agentes generan en la ganaderia
nacional y formular recomendaciones para el
control de las enfermedades abortivas.

BIBLIOGRAFIA

- Donahoe SL, et al. 2015: “A review of neos-
porosis and pathologic findings of Neospora
caninum infection in wildlife" Int J Parasitol
Parasites WildlL4(2):216-38.

+ Kashiwazaki Y, et al. 2004: “Seroepidemiolo-
gy of neosporosis in dairy cattle in Uruguay”
Vet Parasitol. 26; 120 (1-2):139-44.

« Maxie G. 2015. Jubb, Kennedy & Palmer's
Pathology of Domestic Animals: 3-Volume
Set, 6th Edition. Elsevier. pp: 406-408 y 421-
423.

+ Michi AN, et al. 2016: "A review of sexually
transmitted bovine trichomoniasis and cam-
pylobacteriosis affecting cattle reproductive
health" Theriogenology. 15,85 (5).781-91.

+ Moore DP, 2005 “Neosporosis in South
America". Vet Parasitol. 127 (2):87-97.

+Vargas AC, et al. 2002: "Campylobacter fetus
subspecies venerealis surface array protein
from bovine isolates in Brazil". Curr Microbiol.
45(2):111-4.

x
L
<
.
o
-
2
Q
Q
Q
2]
c
q
c
(o]
-
Q
<
Q
»
Q
®
@
=,
=
-
Q
N
2
o)



