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Resumen:
							                           
 La neosporosis es una enfermedad de gran impacto en el ganado vacuno debido a que causa abortos en el segundo y último trimestre de la gestación. En esta revisión se resume y discute la información sobre la misma, recopilada de dos décadas y media de estudios en bovinos de Argentina. Se aportan datos sobre el diagnóstico, la prevalencia y los avances en el estudio de la enfermedad. Está dirigida a los médicos veterinarios dedicados al diagnóstico y a la investigación de la neosporosis y/o a la producción bovina.



Palabras clave: Neospora caninum,  Argentina,  diagnóstico,  prevalencia.
		                         


Abstract:
						                           
 Neosporosis is a disease with great impact in cattle, responsible for abortions in the second and last trimester of gestation. The present revision summarizes and discusses information from two and a half decades of studies about the disease in cattle from Argentina, contributing data about prevalence, diagnosis and progress in the knowledge of the disease. This report will be of interest for veterinarians specialized in diagnosis and investigation of neosporosis and/or bovine production.



Keywords: Neospora caninum,  Argentina,  diagnosis,  prevalence.
                                








1. Generalidades



1.1. Introducción


 Neospora caninum es un parásito protozoo del Phylum Apicomplexa causante de neosporosis en bovinos, enfermedad infecciosa caracterizada por la producción de abortos en vacas y lesiones neuromusculares en terneros recién nacidos (Dubey et al., 2017). Esta es una enfermedad global cuyo efecto negativo sobre la eficiencia reproductiva se manifiesta por las grandes pérdidas económicas que causa a la ganadería bovina. Un estudio reciente sobre fetos abortados de bovinos estableció que la neosporosis es la principal causa de abortos de origen infeccioso en la Argentina (Morrell et al., 2019). La neosporosis afecta en menor medida a otras especies animales incluyendo a los caninos, hospedadores definitivos (HD) naturales de N. caninum, en los que provoca con frecuencia cuadros neuromusculares (Bjerkas et al., 1984; Dubey et al., 1988; Thilsted & Dubey, 1989). En los pequeños rumiantes, la neosporosis también ha sido identificada como causa de abortos, tanto en Argentina como en el resto del mundo (Campero et al., 2018a; Dubey et al., 2017; Hecker et al., 2019a; Unzaga et al., 2014). 

 La presente revisión resume la información recopilada de dos décadas y media de estudios sobre la neosporosis en bovinos de Argentina; se aportan datos sobre el diagnóstico, la prevalencia y los avances en el estudio de esta enfermedad. El contenido de este trabajo es de interés para los médicos veterinarios dedicados al diagnóstico y a la investigación de la neosporosis y/o a la producción bovina.




1.2. Ciclo de vida

  El ciclo de vida de N. caninum es heteroxeno, siendo el perro doméstico (Canis lupus familiaris), coyote (Canis latrans), dingo (Canis familiaris dingo) y lobo gris (Canis lupus) los HD, quienes descargan los ooquistes no esporulados al medio ambiente con la materia fecal (Basso et al., 2001; Dubey et al., 2011, 2014; Gondim et al., 2004; King et al., 2010; McAllister et al., 1998). Posteriormente los ooquistes esporulan bajo determinadas condiciones de temperatura y humedad, siendo infectivos para los hospedadores intermediarios (HI) cuando son ingeridos con el alimento y/o agua contaminada. 

 A diferencia de Toxoplasma gondii, protozoo filogenéticamente relacionado, N. caninum posee un repertorio de HI más limitado (Nolan et al., 2015; Reid et al., 2012) y no afecta al hombre (Dubey et al., 2017; McCann et al., 2008). Los rumiantes domésticos y algunas especies silvestres son los HI responsables de mantener el ciclo parasitario de N. caninum, actuando como reservorio (Dubey et al., 2017). El bovino es la especie en la que N. caninum alcanza su desarrollo óptimo, persistencia y transmisibilidad transplacentaria sin comprometer la vida del hospedador (Dubey et al., 2017; Reid et al., 2012).

 Los estadios infectivos de N. caninum están representados por taquizoítos, bradizoítos (en el interior de los quistes tisulares) y esporozoítos (contenidos en los esporocistos dentro del ooquiste) (Fig. 1A). Los taquizoítos y los bradizoítos son estadios intracelulares de los hospedadores infectados. Los taquizoítos de N. caninum tienen forma de semiluna, miden aproximadamente 6 x 2 μm y carecen de gránulos de amilopectina; se caracterizan por su rápida división asexual intracelular, multiplicándose en la fase aguda de la enfermedad (Dubey et al., 2007). 

 Los quistes tisulares son redondos u ovoides y su tamaño varía considerablemente, dependiendo del número de bradizoítos que alojen en su interior (Dubey et al., 2007). En bovinos, los quistes tisulares se encuentran en el cerebro y en la médula espinal, poseen una pared < 2,5 μm de espesor y raramente exceden los 50 μm de diámetro (Dubey et al., 1989). También se han reportado quistes tisulares en el músculo esquelético (Peters et al., 2001). Los bradizoítos miden 8 x 2 μm, poseen un núcleo terminal y contienen algunos gránulos de amilopectina (Dubey et al., 2002). La presencia de quistes tisulares caracteriza la fase crónica de la enfermedad. 

 Los ooquistes, producto de la reproducción sexual en el HD, tienen forma esférica, miden 11,7 x 11,3 μm, tienen pared lisa de 0,6-0,8 μm de espesor y carecen de micrópilo. En su interior poseen 2 esporocistos elipsoidales (8,4 x 6,1 μm) y cada uno contiene 4 esporozoítos alargados de 6,5 μm x 2 μm (Lindsay et al., 1999b).
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Figura 1





(A): Vía de transmisión transplacentaria endógena. Reactivación
  de quistes tisulares en la hembra preñada, crónicamente infectada, e
  infección del feto por pasaje transplacentario de taquizoítos. (B): vía transplacentaria
  exógena y transmisión horizontal. El perro elimina ooquistes a través de las
  heces, contaminado el agua y el alimento que consume el ganado (transmisión
  horizontal). Una hembra preñada adquiere la primoinfección por ingestión de
  ooquistes, produciéndose la infección fetal por pasaje transplacentario de
  taquizoítos (transmisión vertical exógena).














1.3. Modos de transmisión en el bovino

  La placenta cotiledonaria sinepiteliocorial de los bovinos impide el pasaje de inmunoglobulinas maternales, por ello la transferencia de la inmunidad materna al neonato depende exclusivamente de la ingesta del calostro (Brambell, 1969; Dubey et al., 2017; Kruse, 1983). 

  La serología positiva a N. caninum en un neonato previo a la ingesta de calostro implica que dichos anticuerpos fueron producidos por el feto infectado in útero, confirmando la transmisión a través de la placenta (Trees & Williams, 2005). Se considera que la transmisión transplacentaria es endógena cuando la infección del feto es consecuencia de la reactivación de los quistes tisulares de una vaca portadora crónica (Fig. 1A). La transmisión transplacentaria es exógena cuando la hembra adquiere la primoinfección por vía oral durante la gestación (Fig. 1B). 

  La transmisión horizontal ocurre cuando un bovino se infecta después de ingerir alimentos o agua contaminados con ooquistes (Fig. 1B). Para evaluar la ocurrencia de la transmisión horizontal en un rodeo, se debe realizar un estudio serológico prospectivo (longitudinal) de los animales seronegativos durante un tiempo determinado. La detección de anticuerpos específicos contra N. caninum indicaría que en el transcurso de ese tiempo el animal se infectó por ingestión de ooquistes (Dubey et al., 2017). No obstante, se debería descartar la posibilidad de una eventual reactivación en un animal con infección silente o no detectable mediante pruebas serológicas convencionales.




1.4. Supuesto rol del zorro en el ciclo
de N. caninum


 Existe incertidumbre sobre el rol de los cánidos silvestres autóctonos como el zorro culpeo o zorro colorado (Lycalopex culpaeus) y el zorro gris pampeano (Lycalopex gymnocercus) en el ciclo biológico de N. caninum. Se cuestiona el concepto del perro doméstico como único HD de N. caninum en Argentina, debido a la ausencia de coyotes, dingos y lobos. De este modo, surge un interrogante respecto a las mencionadas especies de la fauna local y su eventual relación con la difusión de la enfermedad. 

  Se han hallado evidencias serológicas de la infección por N. caninum en el 44% de zorros de la Patagonia (Martino et al., 2004) y 10% en zorros grises pampeanos (Fuchs et al., 2007). No obstante, la prevalencia serológica en una especie determinada no es suficiente para establecer su rol como HD (Dubey et al., 2017). Estos hallazgos solamente permiten afirmar que hubo infección de la especie animal considerada, que podría incluirse entre los HI. Para asegurar el rol determinante de una especie animal como HD es necesario confirmar la ocurrencia de multiplicación sexual del parásito a través de la detección de ooquistes en la materia fecal. Hasta el momento, los ensayos experimentales efectuados con el zorro colorado europeo (Vulpes vulpes) alimentado con tejidos infectados experimentalmente con N. caninum, no confirmaron la eliminación de ooquistes en la materia fecal (Dubey et al., 2017; Schares et al., 2002). 

 La idea difundida de que los cánidos silvestres de nuestra fauna local pudieran actuar como posibles HD de N. caninum, carecen de evidencia científica. No obstante, es necesario continuar con los estudios experimentales que involucren especies de zorros autóctonos para establecer definitivamente el posible rol de estos cánidos como HD en el ciclo parasitario de N. caninum. 

 Por lo mencionado, y mientras no surjan evidencias concretas que demuestren lo contrario, es importante transmitir un mensaje claro, sin dar lugar a interpretaciones confusas respecto al rol del zorro y el ciclo parasitario de N. caninum.







2. Historia de la neosporosis bovina en Argentina


 Los trabajos discutidos en la presente revisión demuestran un progresivo cambio sobre la evolución de la enfermedad en el país a lo largo del tiempo (Tabla 1).  

  En Argentina, al igual que en el resto del mundo, se realizaron estudios de N. caninum respondiendo a los principales interrogantes del momento (Reichel et al., 2020). Todos estos aportes serán presentados cronológicamente según su año de publicación en las secciones que se detallan a continuación.  

  Los reportes de aislamientos de N. caninum provenientes de distintos hospedadores y su importancia en la investigación se discuten en la sección 2.1. Datos casuísticos de la neosporosis bovina en Argentina se presentan en las secciones 2.2 y 2.3. También se presentan los avances locales en el desarrollo de diversas pruebas serológicas para el diagnóstico y se discute su rendimiento, validación e interpretación de resultados, puntos tratados en las secciones 2.4, 2.5 y 2.6, respectivamente. Finalmente, se mencionan las principales medidas de control de la enfermedad y los resultados de su implementación (2.7). Otros aspectos, como el desarrollo de vacunas experimentales locales, no se discutirán en la presente revisión. 




Tabla 1
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Historia
de la neosporosis en Argentina: principales hallazgos IFI:
inmunfluorescencia indirecta, HP: histopatología, IHQ: inmunohistoquímica, PCR:
reacción en cadena de la polimerasa 












2.1. Aislamiento y caracterización de N. caninum: técnica, reportes y aplicaciones

  El aislamiento de N. caninum de un animal confirma su indiscutible rol como hospedador; sin embargo, es poco frecuente, siendo limitada la cantidad de reportes en el mundo (Dubey et al., 2017). La reducida sensibilidad de dicha técnica se debe a que tanto la autolisis como la contaminación bacteriana de la placenta y los órganos de los fetos abortados afectan sustancialmente la viabilidad de los taquizoítos. La metodología de aislamiento es laboriosa, requiere personal entrenado y depende de materiales y equipamiento frecuentemente no disponibles en los laboratorios en los que se realiza el diagnóstico de rutina. Entre los factores que condicionan un aislamiento exitoso se incluyen el tipo de tejido/muestra seleccionada, su estado de conservación y la carga parasitaria presente. El protocolo estandarizado de elección debe incluir la multiplicación inicial de los taquizoítos de Neospora en ratones de laboratorio susceptibles a la enfermedad (ej: interferon gamma knockout nude mice) y el aislamiento in vitro utilizando medios de cultivo, líneas celulares y atmósferas adecuadas para su incubación. 


  Neospora caninum fue aislado a partir de muestras provenientes de perros, bovinos, ovinos, búfalos de agua y ciervos de cola blanca (Dubey et al., 2017). Para confirmar el aislamiento de una nueva cepa de N. caninum, es necesaria la caracterización genética mediante marcadores moleculares (ej. microsatélites) y su comparación con los perfiles genéticos de las cepas reportadas. Los microsatélites permiten, además de caracterizar genéticamente las cepas aisladas o el ADN obtenido a partir de muestras infectadas, realizar estudios epidemiológicos (Basso et al., 2010). En forma similar facilitan los estudios de estructura poblacional, permitiendo evaluar la circulación de la cepa actuante y la relación filogenética entre cepas en diversas zonas geográficas (Dorsch et al., 2020; Medina-Esparza et al., 2016; Regidor-Cerrillo et al., 2006, 2013, 2020; Villa et al., 2021).  

  En Argentina, se han descripto hasta el presente 4 aislamientos de N. caninum, confirmados mediante microsatélites (Tabla 2). El primer aislamiento se denominó NC6-Argentina y adquirió relevancia por ser la primera vez en el mundo que se aisló el agente a partir de ooquistes provenientes de la materia fecal de un perro naturalmente infectado (Basso et al., 2001). Previamente se había demostrado el rol del perro como HD mediante ensayos experimentales (Lindsay et al., 1999ª; McAllister et al., 1998). Se han realizado múltiples estudios de caracterización in vitro (Dellarupe et al., 2014b) e in vivo de la mencionada cepa (Dellarupe et al., 2014a) efectuándose también ensayos experimentales en bovinos (Bacigalupe et al., 2013; Hecker et al., 2013, 2015). 

  El segundo aislamiento se obtuvo del cerebro de un ciervo moteado (Axis axis) del Jardín Zoológico y Botánico de La Plata, con signos clínicos neurológicos compatibles con lesiones en el sistema nervioso central y se denominó NC-Axis (Basso et al., 2014). Hasta ahora no se han profundizado estudios sobre su comportamiento biológico. 

   El tercer aislamiento nacional, y el primero efectuado a partir de un bovino, se denominó NC-Argentina LP1 y fue obtenido a partir del cerebro de un neonato asintomático, congénitamente infectado, proveniente de un tambo comercial de la provincia de Córdoba (Campero et al., 2015b). Recientemente se obtuvo un cuarto aislamiento a partir del cerebro de un feto bovino de un rodeo para carne, siendo la segunda cepa derivada de bovino y que se denominó NC-Argentina LP2 (Campero et al., 2020). Mediante diferentes ensayos in vitro se demostró la reducida tasa de invasión y proliferación para la cepa NC-Argentina LP1 y una elevada tasa de invasión con escasa proliferación para la cepa NC-Argentina LP2 (Campero et al., 2019). Hecker et al. (2019b) inocularon hembras bovinas prépuberes con taquizoítos vivos de NC-Argentina LP1 y detectaron una respuesta inmune humoral con producción de anticuerpos IgG y una respuesta celular caracterizada por una mayor expresión de interferón gamma y factor de necrosis tumoral alfa, lo que indicaría una respuesta protectora. 

  La disponibilidad de aislamientos locales de N. caninum permite conocer las características biológicas de las cepas circulantes asociadas a abortos en el país y abre la posibilidad de estudiar la fisiopatología de la enfermedad, evaluar los factores de virulencia y comportamiento biológico asociado, desarrollar antígenos para diagnóstico y estudiar posibles candidatos vacunales. Además, posibilita la comparación con respecto a cepas reportadas mundialmente, aportando información valiosa sobre la enfermedad en el país.




Tabla 2




Patrón de microsatélites de aislamientos de Neospora caninum hallados en Argentina. pb: pares de bases, n: número de repeticiones de la
secuencia, n/r: no reportado. * 2 patrones reportados.




[image: 251984004_gt3.png]

















2.2. Estudios seroepidemiológicos

En la Tabla 3 se consignan los resultados de varios trabajos sobre
estudios seroepidemiológicos realizados en el país y a continuación se discuten
algunos aspectos relevantes. Los primeros resultados surgieron a partir del
diagnóstico de problemas reproductivos presentados como tormentas de abortos en
rodeos lecheros. Posteriormente se efectuaron reportes en rodeos para carne.
Una vez constatada la enfermedad en nuestro país, se realizaron estudios de
prevalencia, comprobando su distribución en diversas regiones. Finalmente, se analizaron
las vías de transmisión y los principales mecanismos de propagación de la
enfermedad en los bovinos.




Tabla 3.




Estudios de prevalencia de neosporosis en
Argentina, realizados utilizando las técnicas de inmunofluorescencia indirecta
(IFI) y ELISAc in-house.
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 * aa: con
antecedente de aborto; **Baszler et al., 1996












 La primera detección de la enfermedad en Argentina se realizó en el año 1995 (Venturini et al. 1995) utilizando la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI) como prueba diagnóstica y teniendo en cuenta un título de corte de 1:800 según Conrad et al. (1993). Este trabajo permitió constatar la presencia de N. caninum en explotaciones lecheras y de cría del país.  

 Campero et al. (1998) detectaron anticuerpos en un rodeo lechero que registró una tormenta de abortos en un período de 4 semanas, realizándose así la primera descripción de abortos epidémicos en bovinos lecheros del país. Considerando el elevado punto de corte seleccionado para la IFI en los hallazgos serológicos de Venturini et al. (1995 ) y Campero et al. (1998), es factible que algunos resultados hayan sido subestimados.  

 Moore et al. (2002) analizaron la prevalencia de N. caninum en rodeos lecheros y para carne con y sin antecedentes de abortos, mediante IFI y utilizando 2 puntos de corte distintos. Si bien la prevalencia de N. caninum en los rodeos con antecedentes de abortos fue superior respecto a rodeos sin abortos, en ambos grupos los rodeos lecheros registraron mayores valores de prevalencia. En dicho trabajo se evaluaron 1798 vacas lecheras y 616 vacas para carne, por lo que estos resultados fueron representativos. Sin embargo, no es recomendable la elección de distintos puntos de corte para evaluar una misma variable dado que dificulta la comparación de resultados. 

 En el año 2003, Moore et al. registraron una tormenta de abortos en un rodeo para carne de la provincia de Buenos Aires. En un período de 3 meses se registraron 69 abortos en un rodeo de 857 vaquillonas. Los autores incluyeron también en el análisis, los sueros de vacas que mantuvieron la gestación con el fin de asociar el aborto y la seropositividad a N. caninum. Esta estrategia de muestreo y análisis posibilitó un diagnóstico más certero de la situación epidemiológica en el rodeo. Este trabajo demostró la relevancia de la enfermedad y la ocurrencia de abortos epidémicos en rodeos para carne en el país, los que hasta entonces solo habían sido descriptos en rodeos lecheros (Campero et al., 1998). 

 Moré et al. (2008) analizaron muestras serológicas de vacas faenadas de frigoríficos y detectaron una prevalencia de 73 %. Sin embargo, el bajo valor del título de corte elegido (≥1:25), pudo haber sobreestimado la prevalencia real. Un aspecto interesante de este trabajo fue el análisis de coinfecciones con protozoos filogenéticamente cercanos a N. caninum, tales como Toxoplasma gondii y Sarcocystis cruzi. Los autores concluyeron que la IFI es una técnica útil para la identificación y para diferenciar las infecciones causadas por cada uno de dichos protozoarios. También reportaron la detección de ADN de T. gondii en el miocardio de 2 animales. Sin embargo, dicho hallazgo no guardó relación con su potencial rol como agente abortigénico. 

 Moore et al. (2009) evaluaron la relación entre seropositividad, edad, aborto y tipo de explotación. Los autores concluyeron que la transmisión horizontal fue más frecuente en las explotaciones lecheras. A través de un trabajo similar, Moré et al. (2009) evaluaron los modos de transmisión de N. caninum en un rodeo lechero de la provincia de Buenos Aires y detectaron tasas de 37,5 % y 47 % de transmisión vertical y horizontal, respectivamente.  

 En dos rodeos de carne de la provincia de Buenos Aires, Moré et al. (2010) hallaron tasas de transmisión vertical y horizontal de 18,5 % y 29 % (rodeo A) y 22 % y 25,5 % (rodeo B), respectivamente, valores menores que los recogidos por Moore et al. (2009), aunque igualmente relevantes. Estos hallazgos indican que no debería subestimarse la ocurrencia de la transmisión horizontal en rodeos para carne. 

 En rodeos para carne de la provincia de La Pampa (Fort et al., 2015), se detectaron anticuerpos anti-N. caninum y se cuantificó su avidez mediante un ELISA in-house. Este trabajo evaluó por primera vez la avidez (afinidad funcional), dada por la fuerza de unión de un anticuerpo a un antígeno. La avidez es utilizada como parámetro indicativo de una infección reciente, o bien crónica, basándose en el principio de que la avidez en una infección reciente es muy baja y progresivamente al madurar la respuesta inmune, los valores de avidez aumentan, siendo más elevados en infecciones crónicas (Björkman et al., 1999).  

 Rodríguez et al. (2016) evaluaron las tasas de transmisión vertical y horizontal en bovinos para carne de la E.E.A. Balcarce del INTA, bajo 3 sistemas de explotación pastoril con diferentes cargas/ha: 0,75 cabeza/ha, 1 cabeza/ha y 2 cabezas/ha. Si bien no se detectaron diferencias significativas entre los rodeos, se detectó transmisión horizontal en los 3 rodeos y una elevada tasa de transmisión vertical. También se evaluó la avidez de los anticuerpos mediante un ELISA comercial (Civtest, Hipra), detectándose valores elevados de inmunoglobulinas específicas en la totalidad de las madres paridas con crías seropositivas. Estos resultados indicarían una transmisión vertical producto de reactivaciones de infecciones crónicas en los 3 rodeos y presencia de infecciones horizontales. 

 Pereyra et al. (2020) evaluaron en la provincia de Salta la avidez mediante un ELISA in-house y determinaron que 56,3 % de los animales seropositivos poseían anticuerpos de baja avidez. Hallaron asociación positiva entre seropositividad e infecciones agudas, estableciendo que en la zona estudiada la transmisión horizontal fue considerable.




2.3. Reportes de abortos y enfermedad clínica en neonatos

 El principal signo clínico de la neosporosis en el bovino es el aborto, que ocurre con mayor frecuencia entre los 5 y 7 meses de gestación (Dubey et al., 2017). Sin embargo, pueden observarse desde el segundo trimestre hasta el final de la gestación.  

 El primer diagnóstico de aborto ocurrido por N. caninum en el país se realizó en el año 1998 (Campero et al.). Tejidos de 2 fetos de bovinos raza Holando Argentino, abortados con 5-6 meses de gestación, se analizaron mediante histopatología e inmunohistoquímica (IHQ). Se observaron encefalomielitis multifocal no supurativa, miocarditis focal a difusa no supurativa, neumonía intersticial y hepatitis periportal, todas lesiones compatibles con las causadas por neosporosis. Se evidenciaron taquizoítos y un quiste tisular en cerebro y taquizoítos en pulmón e hígado. El hallazgo fue relevante porque se trató de la primera detección directa del parásito en el país utilizando IHQ como técnica confirmatoria para el diagnóstico de abortos causados por N. caninum.  

 Venturini et al. (1999) detectaron anticuerpos mediante IFI (título 1:80) en el 25 % (20/82) de líquidos fetales y en el 4,5 % (1/22) de fetos de bovinos lecheros y para carne, respectivamente, provenientes de frigoríficos de Santa Fe y Buenos Aires. Estos hallazgos constituyeron una nueva evidencia de la ocurrencia de la transmisión transplacentaria. La placenta sinepiteliocorial del bovino impide el pasaje de anticuerpos maternos al feto, y su detección es consecuencia de la respuesta humoral del sistema inmune fetal a la infección por Neospora después del cuarto mes de gestación (Dubey et al., 2017). 

 Moore et al. (2002) analizaron 240 fetos de diferentes rodeos lecheros y para carne con abortos esporádicos. En estudios histopatológicos de 188 fetos, 155 (27,7 %) resultaron con lesiones compatibles con enfermedades infecciosas. De estos últimos, 43 (27,7 %) presentaron lesiones características de neosporosis. A su vez, en el 67,4 % (29/43) se identificó N. caninum mediante IHQ, de los cuales el 17 % estuvo representado por quistes tisulares. Este trabajo reportó el primer hallazgo directo de N. caninum en abortos esporádicos en rodeos de cría del país. Las lesiones halladas coincidieron con las descriptas por Campero et al. (1998). Se detectaron anticuerpos mediante IFI (dilución 1:25), en el 25 % (30/122) de los líquidos fetales analizados.  

 Moore et al. (2003) evaluaron, mediante HP, IHQ y serología fetal, a 2 fetos abortados y 3 terneros prematuros provenientes de una tormenta de abortos en un rodeo de carne. Los autores hallaron lesiones compatibles con N. caninum y detectaron acumulaciones de taquizoítos (IHQ) en cerebro y anticuerpos específicos (título 1:25 mediante IFI) en un feto y un ternero prematuro.  

 Moore et al. (2009) investigaron las posibles causas de abortos esporádicos, incluyendo el diagnóstico diferencial con Toxoplasma gondii, utilizando la técnica de nested PCR, (nPCR) según (Collantes-Fernández et al., 2002). De los 666 fetos analizados, 70 presentaron lesiones compatibles con protozoarios. Con respecto a N. caninum, el 70 % (49/70) resultó positivo mediante IHQ y en el 56,4 % de los líquidos fetales se detectaron anticuerpos específicos. La extracción de ADN se realizó a partir de tejido fijado con formol (53/70) y tejido fresco (17/70). La totalidad de las muestras frescas positivas a IHQ también resultaron positivas a N. caninum mediante nPCR, mientras que de las muestras formoladas positivas a IHQ, solo la mitad fue positiva mediante nPCR. Este trabajo aporta hallazgos relevantes respecto al uso combinado de las técnicas diagnósticas serológicas, histopatológicas y moleculares, ya que sólo un 10 % de los fetos analizados resultaron positivos a las tres pruebas diagnósticas. Si bien se ponen en evidencia las ventajas de la implementación de técnicas de biología molecular para el diagnóstico del aborto por N. caninum, se advierte que la fijación con formol afecta sustantivamente la sensibilidad de estas técnicas (Dubey et al., 2017; Ellis et al., 1999; Sánchez et al., 2009), por lo que es recomendable el procesamiento de material fresco congelado. No se detectó ADN de T. gondii en las muestras analizadas, descartando así su implicancia como posible agente causal de abortos en bovinos en Argentina. 

  Calandra et al. (2014) caracterizaron abortos con sospecha de neosporosis en una explotación de bovinos de cría en Balcarce, Buenos Aires. Un 19 % (11/57) de las vaquillonas abortaron en un periodo de 45 días, y se recuperaron dos fetos. De modo complementario, se realizó la serología de las vaquillonas preñadas no abortadas y se analizó la asociación entre aborto y seropositividad. Los fetos presentaron lesiones compatibles con N. caninum, sin embargo, la IHQ resultó negativa. Se detectaron anticuerpos específicos (título 1:25 mediante IFI) para N. caninum en los fluidos fetales y las vaquillonas seropositivas presentaron cinco veces más probabilidad de abortar. Estos resultados describen un aborto epidémico en un rodeo para carne similar al descripto por Moore et al. (2003). Debe tenerse en cuenta que la presentación de la enfermedad puede ser esporádica siendo posible diagnosticarla en casos individuales, sin ser un problema poblacional (Calandra et al. 2014). 

  Si bien el aborto es el signo clínico más evidente de la neosporosis, hay algunos trabajos que describen casos de terneros nacidos con lesiones del sistema nervioso central (Dubey et al., 2017). Micheloud et al. (2015) citaron dos casos clínicos de neosporosis congénita, un ternero Holando Argentino prematuro (8 meses de gestación) débil y de bajo peso (15,5 kg), sin sentido de propiocepción y que fue sacrificado y un ternero Holando Argentino x Hereford que presentó ataxia y disfunción de los miembros posteriores. En ambos casos se detectaron anticuerpos específicos, lesiones histopatológicas en el cerebro compatibles neosporosis, quistes tisulares en el cerebro identificados a través de IHQ y secuencias específicas amplificadas con la técnica de PCR. Esta es la primera descripción de neosporosis congénita con signología clínica en el país, siendo lo más frecuente el nacimiento de terneros infectados asintomáticos (Campero et al., 2015b; Lagomarsino et al., 2016).




2.4. Pruebas serológicas de diseño local (in-house)

  La IFI ha sido la prueba serológica más utilizada y difundida en el país. La primera detección de anticuerpos para N. caninum en bovinos se realizó aplicando dicha técnica (Venturini et al., 1995), siendo la más frecuentemente utilizada en los estudios iniciales de la neosporosis a nivel global (Dubey et al., 2017). Sin embargo, en la actualidad existe una marcada tendencia del uso de enzimoinmunoensayos (ELISA), dado que ofrecen la capacidad de evaluar una mayor cantidad de muestras en menor tiempo y con mayor objetividad en la lectura de los resultados (Campero et al., 2015a). 

  En Argentina se han desarrollado y evaluado diversas pruebas para diagnóstico (Tabla 4). A continuación, se resumen los principales aportes realizados. 

  Wilkowsky et al. (2011) desarrollaron una prueba inmunoenzimática en línea (applied printing immunoassay -APIA-) para la detección de anticuerpos anti-N. caninum en bovinos, con la proteína recombinante Nc-SAG1 como antígeno. Los autores propusieron su uso como prueba de screening, dada su especificidad diagnóstica (DSp) y facilidad en su lectura cualitativa dicotómica, que podría ser aplicable a estudios de prevalencia. Si bien los autores validaron la prueba respecto a una única prueba de referencia, la OIE (2019) recomienda validar una nueva prueba diagnóstica en ausencia de un gold standard, calculando la performance diagnóstica respecto a un panel de sueros con resultados concordantes de, al menos, a dos pruebas serológicas.




Tabla 4




Pruebas serológicas desarrolladas en
Argentina utilizando la cepa de referencia NC-1 de N. caninum para el diagnóstico de la neosporosis bovina. Exp.:
sueros de ensayos experimentales, NE: sueros de bovinos naturalmente expuestos
(sueros a campo), DSe: sensibilidad diagnóstica, DSp: especificidad
diagnóstica
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* Baszler et al., 1996; **origen
no mencionado.











 Campero et al. (2015a) y Campero (2016) evaluaron localmente una prueba de ELISA indirecto (ELISAi), basada en el antígeno de superficie NcSRS2 (antígeno proteico de peso molecular de 38 kDa) de N. caninum en su estado nativo, es decir, sin alterar la conformación proteica. Se conformó un Estándar Relativo de Comparación (ERC) con sueros con resultados serológicos concordantes con las pruebas de IFI e inmunoblot. El uso de un antígeno nativo aumenta la DSe respecto a antígenos recombinantes que pueden sufrir modificaciones post-traduccionales (Schares et al., 2000). Esta ventaja diagnóstica, sin embargo, tiene una limitante en su producción y rendimiento, siendo inferior y más costosa, respectivamente, comparada con la producción de proteínas recombinantes.  

  Mansilla et al. (2019) validaron un ELISA indirecto basado en la fracción soluble de un lisado de taquizoítos de N. caninum. En dicho trabajo, los autores no consignan la inclusión de sueros experimentales para la validación y la misma se basa en resultados obtenidos únicamente a partir de IFI con un título de corte 1:25.  

  Echaide et al. (2002) desarrollaron y evaluaron un ELISAi basado en antígenos nativos solubles de un lisado de taquizoítos de N. caninum purificado. La validación se realizó utilizando sueros de animales naturalmente expuestos y con resultados serológicos concordantes mediante IFI en dos a cinco muestreos consecutivos de los mismos bovinos en un período de tres años (testeo múltiple). Mediante análisis ROC se determinó una Dse de 97 % y una Des de 96 %. Este ELISAi mostró buen desempeño en un análisis interlaboratorios iberoamericanos realizado en conjunto con otras pruebas (Campero et al., 2018b).  

  Un ELISA de competición (ELISAc), utilizando un antígeno nativo similar al descripto anteriormente y un anticuerpo monoclonal (RafNeo5), fue desarrollado y validado utilizando también un testeo múltiple (Valentini et al., 2016). Para su validación se utilizó como gold standard el resultado serológico obtenido mediante la mayoría de las pruebas evaluadas (criterio de mayoría o majority criterium). La aplicación de este criterio para las validaciones es pertinente, ya que combina múltiples pruebas para definir el estatus serológico de un animal y, por lo tanto, le otorga un mayor soporte a la validación respecto a pruebas evaluadas exclusivamente a partir de una única prueba diagnóstica.  

  Novoa et al. (2020b) desarrollaron una novedosa versión de ELISA de competición con el antígeno recombinante SAG1 de N. caninum truncado para la porción C-terminal (tSAG1), utilizando el mismo anticuerpo monoclonal (RafNeo5) y sueros de la misma seroteca descripta por Valentini et al. (2016). Este diseño posee una gran versatilidad, pudiendo ser aplicable al diagnóstico de neosporosis en otras especies animales, ya que no requiere del uso de conjugados anti-especie. Así lo demostraron Novoa et al. (2020a) al validar dicha prueba para el diagnóstico de neosporosis en ovinos y caprinos. Por otro lado, la elección de un único antígeno recombinante truncado en su porción hidrofóbica hace del mismo un excelente candidato de fácil producción y cuyas características elevan la especificidad de la prueba. Si bien Valentini et al. (2016) obtuvieron similares valores de DSe en su ELISA de competición, el reemplazo de una mezcla antigénica por un único epitope elevaron los valores de DSp. 

  La serología a partir de leche de tanque es una alternativa diagnóstica muy difundida en Europa, sobre todo para estimar la prevalencia en los rodeos (Bartels et al., 2005; Björkman et al., 1997; Dubey & Schares, 2006) En Argentina, un relevamiento realizado en 200 tambos de la Cuenca Lechera Mar y Sierras evaluó la determinación de N. caninum a partir de leche con un kit de ELISA comercial (Cirone et al., 2019). De esta forma, el productor puede estimar si la prevalencia en su rodeo es mayor al 10 % (límite de detección del kit) a partir del análisis de una única muestra de leche de tanque. A partir de allí es posible profundizar con estudios serológicos complementarios para determinar la seroprevalencia real y las posibles vías de transmisión.




2.5.
Validación, puntos de corte y consideraciones en la elección de una prueba
serológica

 Si bien los avances locales en el desarrollo de pruebas diagnósticas son alentadores y serían múltiples las ventajas de su aplicación (Tabla 4), aún no se dispone de un kit comercial de producción nacional para el diagnóstico de la neosporosis bovina. En Argentina, los laboratorios de diagnóstico utilizan kits de ELISA comerciales importados, de elevado costo (precio dólar/euro) e inconvenientes de logística. Además, se utilizan los puntos de corte sugeridos, los cuales fueron obtenidos para situaciones epidemiológicas de otras regiones y, por lo tanto, no refleja las de Argentina.  

  Campero et al. (2018b) evaluaron múltiples pruebas para diagnóstico utilizadas de rutina en laboratorios de referencia nacional e internacional a partir de una seroteca bovina bien caracterizada. Se evaluaron IFIs y ELISAs in-house y se incluyó un kit comercial de amplia distribución en el país. Los resultados sugieren realizar un reajuste del punto de corte de las pruebas evaluadas con el fin de maximizar los valores de DSe y DSp. 

  Son muy pocos los trabajos de evaluación comparativa interlaboratorial para el diagnóstico serológico de neosporosis bovina y la mayoría se realizaron en Europa y EE.UU. (Campero et al., 2018b; von Blumröder et al., 2004; Wapenaar et al., 2007). Dichas evaluaciones fueron realizadas por un único laboratorio (Alvarez-García et al., 2003; Alvarez-García et al., 2013; Björkman et al., 2006; da Silva Silveira et al., 2020; Frössling et al., 2003; Hall et al., 2006; Roelandt et al., 2015; Waldner et al., 2004; Wu et al., 2002). No obstante, los resultados sugieren la necesidad de evaluar los puntos de corte utilizados según los propósitos de las pruebas y las zonas geográficas donde se utilizarán. Esta observación también es válida para desarrollos in-house. De hecho, en un estudio de estandarización de pruebas serológicas realizado entre varios países europeos (von Blumröder et al., 2004) se determinó un punto de corte con un índice de ≥0,04 para la prueba in-house de ELISA-p38, obteniendo valores de DSe y DSp de 99 %. Sin embargo, una prueba similar desarrollada y evaluada en Argentina con sueros locales mostró un punto de corte y un rendimiento diferente. La aplicación del punto de corte sugerido en los trabajos europeos hubiera resultado en un descenso de la DSp relativa de ELISA-p38 a 92,6 % (Campero, 2016). Por ello, resulta clave evaluar si la población estudiada para las validaciones originales es representativa de la población destino (Greiner & Gardner, 2000; Jacobson, 1998; OIE, 2019).  

  Por lo mencionado, sería interesante reevaluar el verdadero rendimiento de kits validados para países europeos y/o norteamericanos, importados y utilizados en nuestro medio. Si bien los kits comerciales cuentan con determinados estándares regulatorios para su aprobación, no necesariamente implica que se deba asumir incuestionablemente que la aplicación del punto de corte sugerido por el fabricante asegure similar rendimiento si las muestras utilizadas para estimar dicho valor difieren respecto de la población destino (Alvarez-García et al., 2013; Jacobson, 1998). Más aún, cada laboratorio debería optimizar las pruebas diagnósticas a las condiciones de su propio entorno. Un error común es creer que existe un título de corte universal para la prueba de IFI, extrapolable a todos los laboratorios y aplicable a cualquier situación diagnóstica y que, además, brinde el mismo resultado (Dubey & Schares, 2006). Sin embargo, factores como la calidad del microscopio y tipo de luz utilizada, el tipo de anticuerpo secundario y la dilución empleada, sumados a la experiencia del operador, son factores que, sin lugar a duda, condicionarán los resultados y, por ende, la eficiencia de la IFI (Campero et al., 2018b).

  Para ello, sería recomendable participar con periodicidad de estudios rigurosos interlaboratoriales diseñados con serotecas de referencia provenientes de laboratorios con amplia experiencia en el diagnóstico de la enfermedad.  Más aún, la constante capacitación del personal técnico responsable de la ejecución y lectura de pruebas diagnósticas resulta fundamental para asegurar un resultado confiable. 

  Según el objetivo del diagnóstico podría ser más conveniente utilizar una determinada prueba serológica. Frente a un aborto con sospecha de N. caninum como agente causal y líquido fetal como material disponible, sería conveniente utilizar la prueba de IFI con un bajo título de corte, de modo de maximizar la sensibilidad, o bien, alternativamente el inmunoblot (Söndgen et al., 2001). Si se estudiara la prevalencia de la enfermedad en un rodeo con problemas de aborto, la prueba de ELISA sería adecuada para dicha estimación. Si se considera relevante una estimación cuantitativa de la seropositividad y el análisis de la fluctuación de anticuerpos, la IFI sería apropiada. Si los resultados fuesen sospechosos, sería recomendable utilizar la prueba de inmunoblot, dado que es considerada confirmatoria por su elevada especificidad (Dubey et al., 2017; Söndgen et al., 2001). En conclusión, para la correcta elección de una prueba para diagnóstico, se debe definir con claridad su objetivo para informar correctamente un resultado.




2.6. Diagnóstico de N. caninum:
interpretación de resultados

 Independientemente de la responsabilidad y confiabilidad del laboratorio, es imprescindible realizar una correcta interpretación de los resultados, basándose en la literatura científica publicada que orientará el diagnóstico para ofrecer soluciones concretas al productor. 

  En un rodeo con problemas de aborto y con sospecha de neosporosis, la situación ideal sería analizar tanto el suero de la madre como el del feto, evaluar las lesiones histopatológicas, realizar estudios de IHQ y detectar ADN específico mediante PCR. En los casos en que estas pruebas resulten negativas para el feto y la serología maternal también sea negativa, se debería buscar otro agente causal de abortos. Si la serología de la madre y del feto resultaran positivas y también se detectara ADN específico, se podría confirmar la infección por N. caninum, aunque no necesariamente indicaría la causa del aborto (Morrell et al., 2019). En síntesis, el hallazgo de lesiones histopatológicas fetales compatibles con la enfermedad (Anderson et al., 1991; Barr et al., 1991; Campero et al., 1998; Morrell et al., 2019; Wouda et al., 1997), junto con la detección molecular y la serología positiva en el feto acompañada de la detección de anticuerpos en la madre, confirman el aborto por N. caninum.  

  No obstante, una serología fetal negativa no necesariamente implica ausencia de infección, debiéndose evaluar los siguientes escenarios. Los anticuerpos fetales se pueden detectar a partir del 4to mes de gestación (Swift & Kennedy, 1972) cuando el sistema inmune fetal comienza a tener la capacidad de reaccionar frente a antígenos extraños. Si la infección por N. caninum ocurre previa a los 120 días de gestación, no sería probable encontrar niveles detectables de anticuerpos. Por otro lado, el período entre la infección y el aborto podría haber sido inferior al requerido para la producción de anticuerpos. Además, el tiempo transcurrido entre el aborto y la toma de muestra es relevante debido a que las inmunoglobulinas fetales podrían degradarse por la autólisis, reduciendo su concentración a niveles no detectables (Wouda et al., 1997). 

  Por último, si en los rodeos se registraran abortos y se sospechara de neosporosis, es recomendable el sangrado de todas o bien de una cantidad representativa de las hembras que abortaron y de una proporción similar de las hembras preñadas. Mediante análisis estadísticos como Chi2 o la prueba exacta de Fisher, es posible evaluar la asociación entre aborto y seropositividad. Disponer de muestras de suero de las vacas que abortaron y de las que tuvieron partos normales, permite fortalecer los diagnósticos presuntivos obtenidos mediante serología (Calandra et al., 2014; Dubey et al., 2017; Moore et al., 2003).




2.7. Medidas de control

  Hasta el presente, no existen vacunas ni drogas que eviten el aborto ni la transmisión transplacentaria de N. caninum en bovinos. Por ello, las estrategias de control se basan en interrumpir el ciclo parasitario en sus 2 niveles de transmisión: horizontal y/o vertical. Dicha temática ha sido ampliamente revisada por múltiples autores internacionales (Dubey et al., 2007; Reichel & Ellis, 2002; Reichel et al., 2014, 2020) y localmente (Campero, 2014; Echaide, 2000; Moore et al., 2001, 2005;Moore, 2005).  

 A continuación, se enumeran las principales medidas de control sugeridas:


Interrupción de la transmisión horizontal:

	1. 
						 1- Limitar el acceso de perros a los bebederos y sitios de almacenamiento del alimento de los bovinos.  2- No alimentar perros con material proveniente de abortos y/o con vísceras crudas. 

 3- Controlar los posibles hospedadores que actúen como reservorios (ratones, peludos, liebres).








Interrupción de la transmisión vertical:

	
La implementación de estas medidas
dependerá de la prevalencia de la enfermedad en el rodeo y su viabilidad debe considerarse
teniendo en cuenta valores productivos y económicos, evaluando la relación
costo/beneficio (Reichel et al., 2014, 2020). Se debe
determinar la principal vía de transmisión en el rodeo a los fines de
implementar cualquiera de las siguientes medidas de manejo.



	
 1- Seleccionar mediante análisis serológicos las vaquillonas de reposición seronegativas a neosporosis antes del servicio, lo que permitirá disminuir progresivamente la prevalencia de la enfermedad en el rodeo. Esta estrategia será más exitosa cuando se pueda eliminar o minimizar la transmisión horizontal generada por los cánidos. La repetición de las pruebas serológicas permite aumentar su sensibilidad.  

 2- Evitar la incorporación al ciclo reproductivo de las hijas de vacas seropositivas en rodeos lecheros. La recomendación surge por la elevada tasa de transmisión transplacentaria. La estrategia se basa en el servicio de las vacas infectadas con toros para carne, para producir terneras cruza para carne. Este manejo utilizado en un tambo comercial de la provincia de Córdoba contribuyó a la gradual reducción de la prevalencia de la neosporosis y la disminución del riesgo de aborto por N. caninum (Lagomarsino et al., 2016, 2019). 

 3- Transferir embriones de madres seropositivas de alto valor genético cuando el valor del animal supere los costos de la técnica. Campero et al. (2003a) realizaron la transferencia de embriones de madres seropositivas a neosporosis a 15 hembras receptoras seronegativas. La totalidad de las crías nacidas de las vacas receptoras resultaron seronegativas. 

 4- Preñar vacas lecheras infectadas por N. caninum, mediante inseminación artificial, con semen de toros para carne para reducir la prevalencia de abortos. Se especula que algunas funciones placentarias, en preñeces de razas cruza, se cumplen de manera más eficiente probablemente debido al aumento en la expresión de glicoproteínas asociadas a la preñez (pregnancy associated-glycoproteins, PAG). En hembras que abortaron se detectó una disminución considerable en su expresión (López-Gatius et al., 2007; Mur-Novales et al., 2016; Serrano-Pérez et al., 2014, 2016; Wooding et al., 2005).













Consideraciones finales


 La neosporosis es una enfermedad
endémica presente en explotaciones lecheras y rodeos de cría de Argentina,
produciendo grandes pérdidas económicas (Campero et al., 2003b; Moore et al., 2013). Los avances
surgidos de los estudios llevados a cabo en los últimos 25 años contribuyeron
sustancialmente a un mayor conocimiento de la enfermedad en el país. Sin
embargo, aún existen desafíos a superar, como llevar al mercado nacional kits diagnósticos de producción local y,
al igual que en el resto del mundo, desarrollar una vacuna para controlar el
impacto de la enfermedad en el ganado bovino. Hasta entonces, debemos ofrecer
un diagnóstico confiable y transmitir la relevancia del diagnóstico serológico
como principal herramienta que contribuye al control de la enfermedad.
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Tabla 1. Historia de la neosporosis en Argentina: principales hallazgos.

Afio_Referencias Hallazgos y observaciones

1995 Venturini eral, 1995 - Primera deteccién serolégica de la enfermedad en
rodeos lecheros.

- Téenica diagnéstica: Inmunofluorescencia indirecta
(IET).

1998 Camperoetal, 1998 - Primera deteccion directa del pardsito en feto bovino
lechero.

“Técnica  diagnéstica:  Histopatologia (HP) e
Inmunchistoquimica (THQ)

1998  Camperoetal, 1998 - Primer reporte de aborto cpidémico en un rodeo
lechero.

- Téenica diagnéstica: IF1

2001 Basso et al, 2001 - Aislamiento de N caninum a partir de ooquistes de
perro naturalmente infectado.

- Denominacién: NC6- Argentina.

- Téenica diagnéstica: Aislamiento in vivo en meriones
¥ ratones interferén gamma knock-out e in vifro en
células M617.

2002 Mooreetal, 2002 - Primer estudio seroepidemiolégico comparativo en
rodeos lecheros y cérnicos.

- Evaluacién de rodeos con y sin antecedentes de
aborto.
- Téenica diagnéstica: IF1

2003 Campero et al, 2003a - Primer reporte de transferencia de embriones de vacas
lecheras seropositivas a N. caninum a hembras
seronegativas.

- Nacimiento de crias seronegativas

2003 Mooreetal, 2003 - Primer reporte de aborto epidémico en un rodeo para
came
- Téenica diagnéstica: IF1

2014 Bassoetal, 2014 - Aislamiento de N. caninum a partir de cerebro de un
ciervo moteado (dxis axis).

- Denominacién: NC-Axis

- Téenica diagnéstica: Aislamiento in vivo en meriones
¥ ratones interferén gamma knock-out e in vifro en
células MARC 145

2015 Micheloud etal, 2015 - Primer reporte de neosporosis congénita con
signologia clinica en neonatos bovinos.

- Técnica diagnéstica: IFI, PCR, HP, HQ.

2015 Campero et al, 2015b - Primer aislamiento de N\ caninum a partir del cercbro
de un temero asintomatico congénitamente infectado de
un rodeo lechero.
- Denominacién: NC-Argentina LP1
- Técnica diagnéstica: Aislamiento in vivo en ratones
interferén gamma knock-out e in viro en células
VERO.

2020 Camperoetal, 2020 - Aislamiento de N. caninum a partir de cerebro de un

feto de aza para came.

- Denominacién: NC-Argentina LP2.

- Técnica diagnéstica: Aislamiento in vivo en ratones
interferén gamma knock-out e in viro en células
VERO.
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Tabla 2. Patrén de microsatélites de aislamientos reportados de N. caninum

en Argentina.

Microsatélites (MS) ~ NC6- Ne Ne

Secuencia y peso (pb)  Argentina NC-Axis Argentina Argentina
Lp1 Lp2
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