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RESUMEN

La neosporosis bovina es una enfermedad parasitaria abortigénica emergente causada por Neospora caninum.
Ha sido descripta en regiones ganaderas de todo el mundo incluido nuestro pais. Su ciclo es parcialmente
conocido aunque recientemente se ha informado que el perro se comporta como hospedador definitivo. En las
Ultimas dos décadas se han desarrollado técnicas inmunodiagndsticas, moleculares y de aislamiento para
comprender su patogenia, signos clinicos y epidemiologia. Sin embargo, existen numerosos interrogantes
inherentes a la prevencion y control. En este trabajo se pretende recopilar la informacién disponible en la
actualidad para brindar elementos de juicio que amplien los conocimientos en tal sentido.

1. DEFINICION

La neosporosis es una enfermedad parasitaria que afecta caninos, bovinos, ovinos, caprinos, equinos y ciervos
causada por el protozoo Neospora caninum (NC) (49). En la década del 80 fue identificada en perros como
causante de encefalomielitis y miositis (21). En bovinos, el primer reporte de abortos asociados a NC fue en
Nueva México a fines de la misma década (111).

Recientemente se ha descripto otra especie denominada Neospora hughesi causante de meningoencefalitis en
equinos (76).

2. ETIOLOGIA

NC es un protozoo del philum Apicomplexa, familia Sarcocystidae cuyo hospedador definitivo es el perro (79)
aunque esta especie puede comportarse también como hospedador intermediario (21, 49). NC es
morfol6gicamente similar a Toxoplasma gondii y esté relacionado a otros protozoos formadores de quistes como
Hammondia o Besnoitia, sin embargo fue descripto como una especie distinta en 1988 (42). Los estadios
parasitarios reconocidos son: taquizoito, quiste tisular y ooquiste. Mientras los taquizoitos y quistes tisulares se
encuentran en hospedadores intermediarios, los ooquistes se eliminan en las heces del perro. Los taquizoitos
tienen forma de media luna o globular, miden 3 a 7 um de largo por 1 a 5 um de ancho. Los quistes tisulares son
redondos u ovales, miden hasta 107 um, tienen una gruesa pared y contienen estadios parasitarios de lenta
replicacion denominados bradizoitos (49). Ambos, taquizoitos y quistes tisulares son intracelulares.

Los taquizoitos han sido descriptos en neuronas, macrdfagos, fibroblastos, células endoteliales, miositos,
células renales y hepatocitos (22, 42, 48, 108). Los quistes tisulares, solamente han sido observados en el tejido
nervioso (42, 46) sin embargo, se ha descripto el hallazgo de este estadio en el masculo ocular de un potrillo (68).
Mediante microscopia electronica de los taquizoitos se reconocen organelas capaces de favorecer la invasion e
interaccién con el huésped. Asi mismo es posible reconocer en los taquizoitos micronemas, roptrias y granulos
densos, siendo su funcion, el reconocimiento de las células hospedadoras e interaccion metabolica,
respectivamente (49).

Por ultimo, los ooquistes eliminados en las heces del hospedador definitivo son esféricos o subesféricos, miden
10 a 11 umy contienen dos esporocistos con cuatro esporozoitos cada uno (Mc Allister, et al., 1998).

3. ANTECEDENTES DE LA ENFERMEDAD EN ARGENTINA

Los primeros trabajos en el pais referidos a esta enfermedad abortigénica permitieron identificar vacas con
pérdidas reproductivas serorreactoras a Neospora caninum (NC) (123). Posteriormente, se detectaron anticuerpos
y lesiones histopatolégicas compatibles con las causadas por NC en fetos bovinos abortados (29, 30),
confirméandose su presencia mediante inmunohistoquimica en tejidos fetales (IHQ), (31) y por inoculacion en
ratones (8).

Recientes relevamientos seroepidemioldgicos en las provincias de Santa Fe y Cordoba detectaron una
prevalencia del 15 al 27,5% en 320 bovinos lecheros, siendo positivos los 8 rodeos en estudio (54). Otro trabajo
de similares caracteristicas, revel6 una seroprevalencia del 16.1% en 416 vacas lecheras de 22 tambos sin datos
previos referidos a NC ubicados en la cuenca Mar y Sierras (83). Este mismo estudio detecté animales
seropositivos en 21/22 (95.4%) rodeos lecheros. En fetos provenientes de frigorificos, se encontré que 20/82
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(24%) y 1/22 (4,5%) especimenes de rodeos para leche y para carne respectivamente, tenian anticuerpos a NC
(124).

Aunque nuestro pais sufre importantes pérdidas por enfermedades que afectan la reproduccion de los bovinos,
solo se conocen el 33% de las causas abortigénicas (32). Estudios tendientes a caracterizar esta enfermedad han
revelado que NC es un agente frecuentemente identificado por IHQ en fetos bovinos abortados (33).

4. SITUACION EN EL MUNDO

La enfermedad esta ampliamente distribuida informandose su presencia en Africa, América, Eurasia y
Oceania. Aunque la neosporosis fue descripta hace dos décadas atras, los avances en el conocimiento han sido
satisfactorios quedando por investigarse numerosos aspectos relacionados a la prevencion y control (52, 53).
También es motivo de investigacion la frecuencia natural de la transmisidn postnatal en el bovino o existencia de
otras especies de habitos carnivoros que pudiesen comportarse como hospedadores definitivos de la enfermedad
(80).

5. SIGNOS CLINICOS

En vacas adultas, NC ocasiona abortos entre el tercer mes hasta el final de la gestacion, aunque mas
frecuentemente ocurre entre el quinto y sexto mes (2). Se desconoce si NC ocasiona pérdidas tempranas de
prefiez, sin embargo, se ha descripto que mientras vacas seronegativas a la enfermedad, reciben 1.7 dosis
inseminantes para quedar prefiadas, las vacas seropositivas necesitaron 2.2 dosis de semen (110). Asi mismo,
existen evidencias que vacas serorreactoras a NC son eliminadas anticipadamente por presentar una bajo
desempefio reproductivo (114).

Recientemente se describid que tras la presentacion de abortos a NC en un rodeo de cria, el 22.2% de las vacas
seropositivas y el 13.5% de sus hijas no se prefiaron en el servicio natural siguiente (129). Estos hallazgos
sugieren que vacas seropositivas a NC podrian resultar subfértiles.

El aborto puede producirse en pocas vacas o involucrar hasta el 30% de los animales en un rodeo (53). Las
vacas con anticuerpos a NC tienen mayor riesgo de abortar que aquellas seronegativas al parasito (115, 133, 135).
El feto muerto en el Utero puede ser reabsorbido, momificarse, o expulsarse con avanzado grado de autélisis. Méas
comunmente acontece el nacimiento del ternero clinicamente normal pero crénicamente infectado. Aunque no es
patognoménico, la momificacion es un hallazgo frecuente habiéndose descripto en casos naturales (133) y
experimentales (14). Los terneros infectados en el Utero pueden tener signos neurol6gicos y bajo peso al
nacimiento (12, 49). El examen clinico puede revelar ataxia, disminucion del reflejo patelar o falta de sensibilidad
propioceptiva (52), sin embargo son escasos los trabajos que describan esta presentacion de la enfermedad en
neonatos. Eventualmente pueden presentarse anormalidades congénitas como exoftalmia o asimetria ocular (31).
Aunque estos signos van en perjuicio de la salud en los primeros dias de vida del ternero, en un estudio, se cita
mayor tasa de supervivencia hasta los 90 dias de vida en terneros congénitamente infectados debido a la
inmunidad cruzada con otros protozoos patdgenos que actUan durante este periodo (95). En vaquillonas
seropositivas a NC se ha observado menor produccion lactea (1kg/dia) durante su primera lactancia (116).

6. EPIDEMIOLOGIA Y CICLO DE VIDA

La enfermedad ha sido informada en Europa, Africa, Australia, Nueva Zelanda y América (52). En bovinos, la
neosporosis afecta tanto razas para leche como para carne resultando expuestos el 100% de los rodeos (49, 51, 57,
60, 101, 104, 127). Sin embargo, son escasos los informes de abortos por NC en rodeos para carne (80, 128).

La principal via de contagio en bovinos es transplacentaria de madre a hijo (3, 47, 59, 95). Experimentalmente
esta via ha sido probada en ovinos (45), caprinos (67), ratones (34), caninos (43) felinos (44), porcinos (63) y
primates (13). En los bovinos, un bajo porcentaje puede sufrir seroconversion debido probablemente a una
exposicion postnatal (59, 96). Uggla et al. (122) demostraron la infeccion de terneros adicionando taquizoitos a la
leche, sin embargo no se ha comprobado la eliminacion de estas formas parasitarias a través de la glandula
mamaria bovina. En el postparto o tras el aborto, la placenta con presencia de taquizoitos (Shivaprassad et al.,
1989) podria servir como fuente de infeccion para otra vaca que la ingiera.

Recientemente un ensayo experimental demostrd que dos terneros y dos vacas libres de NC mantuvieron dicha
condicion luego de consumir placentas naturalmente infectadas (39).

El rol epidemioldgico de los toros en la neosporosis bovina es desconocido. En nuestro pais, existe
informacion acerca de toros seropositivos congénitamente infectados (Campero et al., datos no publicados), sin
embargo, no se ha establecido la probabilidad de que un toro transmita la enfermedad horizontalmente a una vaca.
La inoculacion experimental por via endovenosa de taquizoitos vivos de NC a tres toros ocasiond el desarrollo de
titulos serolégicos sin signos clinicos ni lesiones genitales a la palpacién luego de dos meses de observacion
(Campero et al., datos no publicados). En dicho trabajo, no se encontraron anticuerpos a NC en el plasma seminal
aunque no se evalué la presencia de NC en el semen.
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Aunque los ooquistes presentes en las heces de perros infectados pueden ser infectivos a las 24 hs de ser
eliminados (70), la infeccion oral en terneros sélo se ha descripto en forma experimental (40). Suponiendo que los
ooquistes pueden contaminar el agua y comida de los hospedadores intermediarios (53, 97), es aln desconocida la
frecuencia con que ocurre este hecho en la naturaleza.

Recientes trabajos han demostrado que la proporcion de bovinos seropositivos aumenta cuando existen perros
en los establecimientos (134). En caninos se ha encontrando un incremento de la seroprevalencia relacionada con
la edad (16) siendo ineficiente la transmisidn vertical en esta especie (10). Asi mismo, la seroprevalencia a NC es
mayor en caninos pertenecientes a zonas rurales que aquella descripta para perros de areas urbanas (9, 16, 105)
probablemente debido a la estrecha relacion epidemioldgica existente entre esta especie y los bovinos (97, 134).

Un reciente trabajo experimental cuestiona la frecuencia con la cual los perros pueden adquirir la infeccion en
la naturaleza (20). En dicho trabajo, nueve perros de 2 a 4 afios de edad fueron alimentados con fetos bovinos
naturalmente infectados con NC, sin embargo los céanidos no eliminaron ooquistes en la materia fecal resultando
nula la evidencia clinica, serolégica, o histopatoldgica a NC.

Evaluando la existencia de taquizoitos de NC en placentas de vacas seropositivas que parieron terneros
clinicamente normales, se encontré por la técnica de reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) que 2/16
especimenes resultaron positivos. Este hecho demostraria que la infeccion de perros a partir de placentas
procedentes de vacas infectadas es muy baja (19).

Aungue permanece aun sin conocerse el rol epidemiol6gico de canidos salvajes u otros hospedadores,
incluidas las aves, existen evidencias de exposicion a NC natural y experimentalmente en estas especies (28, 69,
72, 81).

El comportamiento epizodtico o enzodtico que tiene la enfermedad podria reflejar la transmision postnatal en
bovinos de un rodeo libre (82, 112, 115, 135) o la persistencia de NC a través de sucesivas generaciones en forma
vertical, respectivamente (133). La manifestacion epizootica de la enfermedad esta asociada a la presentacién de
tormentas de abortos (78, 82). Sin embargo, se ha sugerido que la infeccidén simultanea con el virus de la diarrea
viral bovina (BVD) o la inmunosupresion por la ingestion prolongada de micotoxinas, podrian actuar como
factores desencadenantes del aborto a NC en un rodeo enzdoticamente infectado (3, 25, 89, 133).

En Argentina, el comportamiento epidemioldgico de la enfermedad podria tener algunas diferencias en
nuestros rodeos para carne y leche debido al diferente tipo de manejo existente. En otras regiones del mundo,
recientemente se han descripto ciertos factores de riesgo asociados a la intensificacion de los sistemas de
produccién (80, 104). Con las condiciones actuales de explotacion de nuestro pais, dichos factores podrian
determinar un comportamiento disimil de la enfermedad en los rodeos locales existiendo mayor cantidad de
animales seropositivos en rodeos para leche. Un reciente trabajo de Moore et al., (87) reveld que 25/134 (18.6%)
vacas vacias o0 abortadas pertenecientes a 26 rodeos para carne y 251/566 (44.3%) vacas para leche de 47 tambos
con similares antecedentes reproductivos, resultaron seropositivas a NC.

Un estudio seroepidemioldgico en 1001 terneros de 6 a 12 meses de edad pertenecientes a 120
establecimientos para carne ubicados en 7 partidos de Corrientes evidencid que la prevalencia a NC fue 16.8% y
86 (67.5%) de los rodeos resultaron expuestos (86).

Otros trabajos, realizados sobre 55 rodeos para cria pertenecientes a 5 estados ubicados al noroeste de
E.E.U.U. revelaron una seroprevalencia del 24% en los 2585 sueros analizados mediante una prueba ELISA de
inhibicion competitiva presentando todos los rodeos animales seropositivos (104). Waldner et al., (127) describe
en Canada una seroprevalencia a NC que varid del 16 a 27% en 8 rodeos para carne. Quintanilla-Gozalo et al.,
(101) en Espafia, hallaron una seroprevalencia a NC del 18% en los 1712 sueros evaluados. Resultando positivos
119/ 216 (55.1%) rodeos para carne. El cuadro 1 resume el nimero de rodeos para carne expuestos a NC y la
técnica seroldgica empleada segln pais y autor.

Cuadro 1: Prevalencia de Neospora caninum en rodeos para carne

Rodeos % Rodeos
FaisRegion  Pos/Tolal Pasilivas Caleg Aulor y tecnica
USA B5Es 100%: Vaca  Sanderson st &, 2000, ELISAC
Espafia 119216 55.1% Vaca  Quintanilla of &l 1999, ELISA
Canada B8 100% Wacas Waldner sf al. 1998, ELISA
arge :,l.'-r,'i. BE120 TI7%  Temers Moore st al. 2000c, IFI
.f-:rgrf*nl!-!a W17 52.9% Vaca  Moors st al, IFl {no publicade)
[B= As)
Ar:f_zllndl 23 16.1% Wacas Moore st al, IF] {no publicado)
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7. PERDIDAS ECONOMICAS

NC es reconocida como agente causal de importantes pérdidas econémicas en la industria de la carne y leche
(80, 120). En Inglaterra se considera que se producen 6000 abortos anuales debido a NC y asignadole un a pérdida
de $800 por cada aborto, se pierden aproximadamente 4.8 millones de délares. En California, EEUU las pérdidas
anuales serian de 35 millones de ddlares y en Australia 85 millones de ddlares en la industria lechera y 25
millones de dolares para la produccién de carne (26). En rodeos para leche de nuestro pais, Campero y Ode6n han
estimado las pérdidas en unos $80 millones por afio considerando el costo por abortos a NC, la reposicion por
eliminacion de vientres seropositivos a NC, el intervalo parto-concepcion y la menor produccion lactea de la
vaquillona en su primera lactancia (datos no publicados).

Los eventos que pueden originar tales pérdidas son:

1) Muerte fetal temprana con repeticion de celo, incremento del intervalo parto concepcion o infertilidad.

2) Aborto en el tercio medio de la gestacion.

3) Muerte perinatal o neonatal.

4) Incremento en el descarte de vacas. Las vacas infectadas tienen mas probabilidad de ser eliminadas por su

bajo desempefio reproductivo (114).

5) Reducida produccion de leche. Aunque el impacto del aborto en la produccién lechera es dificil de estudiar
y cuantificar, el incremento del intervalo entre partos puede reducir el nimero de lactancias si se considera
un periodo de afios. Asi mismo, las vacas infectadas a NC no abortadas han mostrado una reduccion del
4% de su produccidn en su primera lactancia (116).

6) Reducido valor econémico de la vaca para servicio. Las evidencias del mantenimiento de la infeccion a

través de las generaciones hacen permanecer la infeccion en el rodeo reduciendo el valor de dichas
hembras (3).

8. PATOGENIA

Aunque la patogenia de NC en el bovino es parcialmente conocida, se cree que posterior a la ingestion de
ooquistes, los esporozoitos liberados en la luz intestinal son capaces de atravesar la barrera intestinal y acceder a
los tejidos via el sistema linfatico y sanguineo. En las células huésped infectadas, se inicia el proceso de
multiplicacion mediante endodiogenia pudiendo el parasito ocasionar dafio celular con necrosis e inflamacion, o
formar quistes tisulares capaces de persistir durante toda la vida del animal. Los bradizoitos alojados en los quistes
tisulares del SNC de una hembra bovina gestante pueden reactivarse bajo ciertas influencias hormonales e
inmunoldgicas originando parasitemia (106, 110).

Luego de esta difusion hemat6gena, los taquizoitos atraviesan la placenta ocasionando, de acuerdo a la edad de
gestacion, la muerte del feto o el nacimiento de un ternero congénitamente infectado (131). Aunque se ha
estimado que transcurren 3 - 4 semanas entre la infeccion y el aborto (11, 47), la finalizacién de la gestacion
puede concluir con el nacimiento de un ternero que en caso de ser hembra, transmitird la enfermedad a su
descendencia o tendra riesgo de abortar (115, 133).

9. RESPUESTA INMUNE

En hembras bovinas congénitamente infectadas decrece el riesgo de aborto en prefieces subsiguientes,
sugieriendo cierto grado de proteccién fetal debido a presencia de una inmunorespuesta materna (115). La
inmunidad mediada por células (IMC) desempefia un papel importante en infecciones a NC por ser este un
organismo endocelular. Innes et al. , (62) demostraron que el tratamiento de fibroblastos con interferon g (IFNQ)
recombinante causa una significativa inhibicion de la multiplicacion intracelular de NC.

Otro estudio comprobd un aumento del IFNg después de la infeccion experimental en bovinos (130). Asi
mismo, trabajos experimentales realizados con NC en ratones indicarian que las citoquinas tipo 1 pueden regular
la carga parasitaria y el tipo de lesion (73). Marks et al., (77) describen que antigenos de 30kDa obtenidos a partir
de taquizoitos de NC separados mediante SDS PAGE estimularon la proliferacién in vitro de linfocitos T CD4
pertenecientes a 4 terneros infectados experimentalmente con NC.

Ante la estimulacion con antigeno de NC lisado, las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de
bovinos infectados proliferaron y produjeron IFN g (74). Sin embargo, las correlaciones entre la respuesta inmune
con la resistencia a la infeccidn, la prevencion de la transmision congénita y el aborto en el bovino, no han sido
determinadas. La IMC que involucra a los linfocitos T ayudantes con la produccion de IFNg, IL - 12 e IL - 2 esta
asociada a la resistencia a T. gondii (56), describiéndose asi mismo, el hallazgo de una respuesta linfoproliferativa
in vitro y produccion de IFN g en CMSP obtenidos de vaquillonas vacias inoculadas con taquizoitos de NC
inactivados o vivos (5). Similarmente, tras la infeccidn oral de terneros con ooquistes de NC obtenidos a partir de
la materia fecal de perros, se observo una significativa respuesta IMC (40).

Considerando que el feto bovino puede reaccionar inmunolégicamente a los 120-160 dias (118), recientes
trabajos de investigacion tienden a caracterizar la respuesta fetal en los casos de neosporosis. Estudios realizados
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por Andrianarivo et al., (4) en fetos bovinos infectados experimentalmente con NC a los 159 y 169 dias de
gestacion, evidenciaron el desarrollo de una respuesta humoral a NC detectados por IFI aunque la IMC
determinada por pruebas de linfoproliferacion y produccién de IFNg fue variable entre los fetos. En dicho trabajo,
ambas respuestas, humoral y celular, no fueron suficientes para impedir la infeccion fetal en ninguno de los
animales, ni tampoco existid correlacion entre la respuesta celular y la severidad de las lesiones fetales.

El tipo de respuesta inmune celular generada determina la produccion de Igs. Una respuesta celular tipol
estimula la produccion de 1gG2 mientras que una respuesta celular tipo 2 regula, mediante la secrecién de IL4, la
produccién de 1gG1 (118). Andrianarivo et al., (4) encontraron que la produccién de citoquinas e IFN g estuvo
asociada a una respuesta celular tipo 1 en 4 de los 5 fetos en estudio. Sin embargo, una respuesta
predominantemente tipo 2 fue indicada por la presencia de 1gG1 especifica a NC. Se sugiere que un desbalance
entre las respuestas celulares 1y 2, a favor de la tipo 2, con produccion de IL4, ocurrid en los fetos abortados, lo
cual pudo haber afectado su capacidad de sobreponerse y resolver la infeccion (4).

10. DIAGNOSTICO

10.1. PRUEBAS SEROLOGICAS

La identificacion de anticuerpos a NC en un animal es indicativa de exposicion al protozoo (53). Diversas
pruebas seroldgicas tales como: inmunofluorescencia indirecta (IFI), el enzima inmuno ensayo (ELISA) y la
microaglutinacion (MA) han sido utilizadas para demostrar anticuerpos en el suero o en el fluido corporal de
fetos.

10.1.1. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

La IFI preserva la morfologia del parasito y detecta antigenos de membrana no existiendo reaccion cruzada
con Sarcocystis spp. (50). Para diluciones séricas de 1:25 a 1:640, la sensibilidad y especificidad de la prueba
varia de 82.4 a 97 % y 85.7 a 90 % respectivamente (7). Sin embargo, se ha sugerido utilizar una dilucion de
1:200 para maximizar la sensibilidad (102). Un reciente trabajo realizado por Venturini et al. (124) describe la
dificultad de encontrar sueros verdaderamente negativos mediante pruebas serolégicas de IFI, MA y ELISA,
proponiéndose una dilucion sérica de 1:25 para demostrar la exposicion a NC. En Nueva Zelanda, se utiliz6 un
titulo de 1:400 para asociar la infeccion por NC y el aborto (99). En Escocia se encontrd que 21/280 (7,5%) de
fetos abortados seropositivos provenian de madres con titulos menores a 1:512 por IFI (92). Estudios realizados
en California determinaron un titulo seroldgico de 1:640 como indicativo de aborto por NC (94) mientras otros
investigadores sugirieron un titulo de 1:1280 (119). La interpretacion de un resultado serolégico es dificil por la
variacién que los niveles de anticuerpos poseen en hembras bovinas gestantes congénitamente infectadas
tendiendo a incrementarse en el Gltimo trimestre de la gestacion y decreciendo después del parto o aborto (37). En
Inglaterra, otros investigadores aseguran que es dificultoso el diagnostico de aborto por NC basado en un
resultado serolégico individual ya que encontraron altos titulos por IFI en 9/10 vacas abortadas pero también en
45/85 vacas que no tuvieron problemas reproductivos (36). Una vaca gestante seropositiva tiene mayor riesgo de
abortar (82) aunque también altos titulos podrian indicar proteccion fetal (96) y que otros agentes estuviesen
involucrados como causa de un eventual aborto.

El hallazgo de anticuerpos en el suero de un ternero sin mamar calostro, o en el liquido de cavidades de un feto
abortado, indica infeccién con NC (15). En este mismo estudio, se encontr6 que el 50% (37/74) de los fetos
abortados confirmados o presuntivos de ser causados por NC, tenian un titulo de 1:80 por IFI y s6lo un feto fue
positivo de 64 abortados por otras causas (15). ElI 65% (31/48) de los fetos positivos por IHQ resultaron
seropositivos por IFI cuando se utilizé una dilucion de 1:25 siendo seronegativos los abortados por otras causas
(132).

Sin embargo, en otro estudio, un 7% (7/100) de los fetos sin lesiones compatibles con neosporosis, resultaron
positivos a la prueba de IFI (92). La presencia de anticuerpos a NC en fluidos fetales no prueba que el aborto fue
ocasionado por NC ya que muchos terneros clinicamente normales tienen anticuerpos congénitos (95).

10.1.2. ENZIMOINMUNOENSAYO

El ELISA ha sido ampliamente utilizado en el serodiagndstico de la neosporosis. La facilidad para procesar un
gran numero de muestras, la obtencion de una sensibilidad y especificidad superiores a las obtenidas con la IFlI,
sumado a la falta de subjetividad cuando se debe emitir un resultado, hacen confiable a esta prueba (96).

El titulo de corte o el valor de absorbancia asignado a una prueba es motivo de controversia ya que depende de
factores tales como composicion del antigeno, anticuerpos identificados y de los conjugados utilizados (51). Un
determinado titulo o valor de corte deberia ajustarse a cada circunstancia o situacion epidemioldgica (53).
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La utilizacién de antigenos solubles obtenidos por destruccion del parasito al sonicar o congelar y descongelar,
disminuye la especificidad de la prueba, resultando seropositivos a NC terneros experimentalmente inoculados
con Sarcocystis spp. (50). También, se ha detectado reaccién cruzada entre NC y Toxoplasma gondii (121).

Empleando extractos de proteinas a partir de taquizoitos que fueron incluidos en complejos
inmunoestimuladores, se incrementd la especificidad del ELISA, lograndose asi, disminuir el nimero de proteinas
intracelulares causantes de uniones inespecificas o reacciones cruzadas (23). La especificidad de la prueba fue
también incrementada por la utilizacion de un ELISA de competicion que caracterizd anticuerpos monoclonales
reaccionantes con antigenos inmunodominantes de 65kDa (17).

Otros autores han descripto esta prueba a partir de taquizoitos formolados que preservan los antigenos de
membrana impidiéndose la exposicion de antigenos internos responsables de la reaccion cruzada con otros
Apicomplexa. En este mismo trabajo, al compararse el ELISA con la IFI, se logré un 95% de correlacion, 96% de
especificidad y 95% de sensibilidad (130). En animales experimental y naturalmente infectados, la avidez de la
IgG tiende a incrementarse con el curso de la infeccién, describiéndose un ELISA con inmunoestimuladores e
incubacion con urea que permite identificar animales cronica o recientemente infectados sobre la base de esta
determinacién (24). Se obtuvo una buena correlacion para diversos ELISA efectuados sobre sueros negativos y
positivos, sin embargo hubo diferencias a bajos niveles de anticuerpos (51). Mediante ELISA en leche, fue
demostrada la presencia de anticuerpos anti-NC lograndose un 95% de correlacion al compararla con las muestras
de suero (23).

10.1.3. MICROAGLUTINACION

La microaglutinacion es una prueba seroldgica relevante en el diagnostico de la neosporosis. No requiere
conjugados de dificil adquisicion y permite analizar sueros de varias especies simultdneamente. Tiene alta
repetibilidad entre operarios, es barata, de facil lectura, utiliza poco equipamiento y materiales (103).

Aunque la técnica descripta por Romand destruye la Ig M por utilizacién del 2 — mercaptoetanol, la temprana
aparicion de la Ig G en la neosporosis bovina (50) permite la utilizacién de esta prueba en el diagnéstico
serolégico. Sobre 67 sueros con titulos menores a 1:25 por IFI, 56 fueron negativos y 11 resultaron positivos a la
microaglutinacion utilizando una dilucién de 1:40 (124).

Comparandose la técnica de microaglutinacion e IFI, la sensibilidad y la especificidad que se obtuvo fue
100% vs. 98% y 97% vs. 99% respectivamente (93).

10.2. MICROSCOPIA OPTICA

La histopatologia sobre tejidos bovinos fetales resulta una técnica diagnoéstica relevante en las infecciones a
NC (52). Aunque son citados en la literatura casos esporadicos de abortos en bovinos por protozoos con hallazgos
histopatoldgicos de meningoencefalitis necrotizante multifocal (MENM), miocarditis, miositis, nefritis, hepatitis,
neumonia, adrenalitis y placentitis no supurativas (41, 46, 55, 61, 64, 65, 88, 98, 91, 107) en la descripcién de
abortos bovinos asociados a NC, (111) el diagndstico presuntivo de aborto por NC puede emitirse ante la
presencia de este tipo de lesiones (4).

Sin embargo, existen reportes de fetos experimentalmente infectados con lesiones compatibles que no
abortaron, (14) y nacieron sin signos de neosporosis (11, 27, 48, 97). Asi mismo, opiniones emitidas por
epidemiologos tendieron a minimizar la importancia de las lesiones histopatoldgicas a nivel del SNC ocasionadas
por NC en bovinos (117), aunque este criterio no es compartido por los patdlogos (Anderson and Barr,
comunicacién personal).

En casos naturales de aborto a NC en bovinos, la ubicacion de las lesiones histopatolégicas fue caracterizada
por Helman et al. (58) describiéndose que la corteza cerebral y el cerebelo fetal resultaron las regiones méas
comunmente afectadas. Sin embargo, realizado en nuestro pais, un trabajo de similares caracteristicas revelé que
las lesiones histopatoldgicas mas frecuentes ocasionadas por NC se presentaron en el area basal del SNC (bulbo,
protuberancia y pedunculos cerebrales (85). Este aspecto es relevante a los fines de adecuar el muestreo del
encéfalo fetal para los analisis histopatolégicos e inmunohistoquimicos.

10.3. INMUNOHISTOQUIMICA

La inmunohistoquimica (IHQ) realizada sobre tejidos fetales formolados con lesiones histopatolégicas
compatibles, permite la identificacion de NC con alta especificidad, adquiriendo valor diagnostico relevante (4,
31, 33, 53). Aunque su sensibilidad es baja, probablemente debido a los escasos parasitos presentes en tejidos
autolizados, resulta una técnica diagndstica vigente (4). Esta baja sensibilidad es avalada por la descripcidn de un
caso donde se necesitaron 19 cortes para que uno de ellos resultara positivo por IHQ (90).

Algunos investigadores han cuestionado el valor diagnéstico de la técnica IHQ describiéndose resultados
positivos en fetos no abortados y terneros nacidos vivos (11, 27, 48, 97). Thurmond et al. (117) proponen que el
valor diagndstico de la IHQ es mayor en rodeos con brotes de abortos por NC por disminuir la proporcion de
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falsos positivos. La utilizacion de anticuerpos policlonales en la técnica de IHQ puede ocasionar reaccion cruzada
con Toxoplasma gondii (49). Sin embargo, al no estar comprobado que T. gondii es causa importante de abortos
en bovinos, esta limitante no seria significativa para dichos especimenes. Se han desarrollado anticuerpos
monoclonales contra taquizoitos de NC, pero su utilizacion para IHQ aln no ha sido evaluada (53)

10.4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La técnica PCR ha permitido un gran avance en el diagnéstico de las enfermedades infecciosas por ser
extremadamente sensible y especifica. En el diagnéstico de la neosporosis bovina, su impacto ha sido notable
permitiendo esclarecer ciertos aspectos epidemiolégicos. En un estudio realizado sobre 83 fetos bovinos
abortados, se encontré 24 (29%) cerebros positivos a NC por PCR. El examen histopatoldgico de estos casos
positivos a NC por PCR revel6 que 18 de los fetos presentaron lesiones compatibles con infeccién por protozoo.
Sélo 6/24 (25%) casos positivos a NC-PCR tuvieron anticuerpos demostrados por IFI y ELISA. Este hallazgo
sugiere que las pruebas seroldgicas a partir de fluidos fetales son de relativo valor y probablemente el resultado
seroldgico de la madre aporte mas informacién referente a la posibilidad de infeccion en el feto (57). Otro estudio
donde se correlacionaron diferentes pruebas diagndsticas, se encontré que en 6/8 fetos bovinos con lesiones
histopatol6gicas compatibles a NC y negativos a la IHQ, se amplificé su ADN (18).

10.5. AISLAMIENTO

El primer aislamiento de NC fue logrado a partir de material del SNC obtenido de un perro infectado (42).
Posteriormente se reporta en California por primera vez un aislamiento a partir de un feto bovino abortado (35).
Luego se lograron otros aislamientos en California (12), Suecia (109), Japon (136) y recientemente, en el Reino
Unido e lItalia (38, 75). Asi mismo, se ha aislado NC del SNC perteneciente a una vaca adulta infectada
naturalmente que abortd por dicho protozoo (106). El aislamiento en cultivos celulares a partir de fetos bovinos es
dificultoso debido a la severa autdlisis de las células del hospedador, el bajo nimero de parasitos presentes y a la
alta probabilidad de contaminacion (35). Se propone inicialmente, inocular tejido cerebral de feto bovino a
ratones, con la finalidad de multiplicar y concentrar los taquizoitos aumentando las probabilidades de aislamiento
(137).

En nuestro pais, trabajos tendientes a lograr el aislamiento de NC, demostraron una baja sensibilidad de esta
técnica, lograndose seroconversion de ratones inoculados con homogeneizados de SNC fetal (125). Recientes
trabajos han permitido identificar quites de NC en el SNC de un merién inoculado a partir de tejido cerebral de un
feto bovino infectado, constituyendo este hecho, el primer aislamiento de NC a partir de un bovino (126).

NC ha sido cultivada in vitro con monocitos bovinos, células endoteliales de arteria cardiopulmonar bovina,
células de rifidn bovino, fibroblastos humanos, células Vero (células renales de mono verde africano) y otras
lineas celulares en donde s6lo taquizoitos han sido observados. En esta etapa de su crecimiento in vitro, el parasito
mantiene la infectividad para los animales. Se han mantenido taquizoitos activos en cultivos celulares durante 8
afios sin perder infectividad para ratones. La criopreservacion de taquizoitos en nitrdgeno liquido es una
alternativa valida sin pérdida de la infectividad para los cultivos celulares (49).

El protozoo puede mantenerse in vivo mediante inculacion de Meriones unguiculatus los cuales son altamente
susceptibles. Los taquizoitos pueden multiplicarse en las células peritoneales de los meriones y asi ser transferidos
mediante indculos sucesivos (100).

11. TRATAMIENTO Y PREVENCION

Existe informacién acerca de la sensibilidad “in vitro” de NC a ciertos antimicrobianos (66). Sin embargo, la
administracion de monensina a razén de 40-120 mg/cabeza/dia no resulté efectiva en bovinos naturalmente
infectados con NC (116). Actualmente no existe tratamiento en los bovinos que los libere de la enfermedad (4).

La neosporosis neonatal canina caracterizada por paresias y paralisis del tren posterior, puede ser tratada con
clindamycina oral en dosis de 12.5 a 18.5 mg/kg p.v. suministrada dos veces por dia durante 2 a 4 semanas.
También resulta eficaz la combinacién de pyrimethamina y sulfonamidas en dosis de 0.25 a 0.5 y 30 mg/kg p.v.,
respectivamente cada 12 horas en forma oral durante 4 semanas (71).

La prevencién de la enfermedad en los bovinos mediante el uso de vacunas inactivadas es motivo de
investigacion. Se han utilizado vacunas apartir de taquizoitos inactivados de NC en combinacion con diferentes
adyuvantes evaluandose la respuesta inmune lograda. Se vacunaron hembras virgenes con 3 dosis de 5 ml por via
subcutanea con 1 mes de intervalo.

En los animales vacunados observaron titulos seroldgicos muy inferiores respecto a los animales
experimentalmente infectados con taquizoitos vivos de NC. Sin embargo, un adyuvante sintético (Polygen)
ocasiond, en los animales vacunados, una adecuada respuesta IMC con produccién de IFNg. Estos niveles de
IFNg resultaron similares al observado en el grupo infectado experimentalmente y al encontrado en infecciones
naturales (5).
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Finalmente, al ser utilizada sobre animales gestantes y desafiados experimentalmente por inoculacion
endovenosa e intramuscular de taquizoitos vivos de NC, aquella preparacion resulté inadecuada para prevenir la
infeccion fetal (6).

Considerando el rol epidemioldgico del perro como huesped definitivo de NC y a los fines de evitar la
propagacion de la enfermedad, se recomienda impedir el acceso de los perros a las fuentes de agua, pasturas,
galpones y silos donde se almacene alimento para los bovinos (4, 84). Es importante también recolectar los fetos
abortados y/o placentas y eliminarlos a los fines de evitar la fuente de infeccion para los caninos (113).

Dada la amplia distribucion de esta enfermedad en los bovinos del pais, se sugieren ademas diferentes medidas
de manejo, a saber (84):

1) Reponer animales seronegativos a la enfermedad. Para esto deberia sangrarse el animal recién nacido previo al
calostrado. Si esto no fuese posible, la obtencién de sangre podria realizarse a los 5-6 meses de edad cuando no
haya interferencia de anticuerpos calostrales.

2) No dejar las hijas de vacas seropositivas para reposicion dado su alto riesgo de ser congénitamente infectadas.

3) Es aconsejable realizar al menos 2 sangrados previos al primer servicio de vaquillonas debido al alto riesgo de
aborto que tiene esta categoria por su “pobre” memoria inmunoldgica.

4) Debera sangrarse todo anima que entre al establecimiento a los fines de identificar animales seropositivos a
NC.

5) Realizar el sequimiento del desempefio reproductivo del rodeo especialmente en establecimientos lecheros con
elevada seroprevalencia a los fines de detectar perdidas de prefieces y/o fetos momificados mediante tactos
rectales seriados.

6) En establecimientos donde se realice la transferencia embrionaria (TE) deberan utilizarse receptoras
seronegativas a la enfermedad. Existen evidencias concretas del riesgo de aborto y transmisién congénita de
NC al realizar dicha técnica en receptoras seropositivas (83, Campero et al, datos no publicados). La TE podria
ser una técnica adecuada al permitir el empleo de embriones originados a partir de donantes con alto valor
genético seropositivas a NC, evitandose el riesgo de difundir la enfermedad al ser transferidos dichos
embriones a receptoras seronegativas (Campero et al., datos no publicados).

7) Colocar las vacas seropositivas y que posean al menos un aborto en una lista tentativa de refugo.

8) Identificar, aislar y realizar estudios seroldgicos de vacas abortadas.

9) Recuperar fetos y placentas abortados para enviarlos a centros de diagnéstico a los fines de establecer el agente
abortigénico.

12. CONCLUSIONES

La neosporosis bovina es una enfermedad parasitaria abortigénica emergente y de amplia distribucion en
rodeos para carne y leche de nuestro pais la cual debe ser considerada ante la presencia de pérdidas reproductivas.
Pese a ello se considerara que otros agentes infecciosos, ya sean solos o asociados a NC, pueden ser responsables
de dichas pérdidas.

Aunque la realizacion de pruebas seroldgicas resulta Util para identificar animales expuestos a NC, el
diagnostico definitivo de aborto bovino a NC debera realizarse mediante la deteccion de dicho protozoo en tejidos
fetales o placenta de la hembra abortada.

La caracterizacion de esta enfermedad como entidad causante de pérdidas econdémicas para la industria
ganadera argentina avalan la existencia de trabajos investigacion tendientes a esclarecer su importancia.

Mayores esfuerzos deberan realizarse a los fines de mejorar el control de la enfermedad evitando el ingreso de
animales en pie sin el correspondiente andlisis de seronegatividad a NC. Se espera en los proximos afios el
desarrollo de vacunas capaces de inducir inmunidad protectora a los fines de controlar la enfermedad en los
bovinos.
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