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La neosporosis de los bovinos es una enfermedad parasitaria caracterizada por provocar abortos y lesiones
neuromusculares en los temeros menores a 30 dias. Aungue también puede afectar en forma natural a caninos,
caprinos, ciervos, equinos y ovinos, la enfermedad en estas especies es econémicamente poco relevante. También
se han encontrado evidencias de infeccion en humanos, pero aln se desconoce si en ellos puede provocar
enfermedad.

La enfermedad se descubrié en Noruega en 1984 en perros. En 1988 el parésito fue aislado en la misma
especie en EE.UU., y se lo denomind Neospora caninum. También en EE.UU., en 1989 se identificd en un feto
abortado de bovino y en 1993 se lo aislé en cultivos in vitro. En Argentina la primera observacién de casos de
abortos con serologia positiva se produjo en 1995.

Prevalencia de la enfermedad

A partir del afio 1991 la neosporosis es reconocida entre las causas importantes de aborto en bovinos en
distintos paises. En regiones de Australia, EE.UU., Gran Bretafia, Holanda y Nueva Zelanda, el 21, 24, 34, 25 y
28 % respectivamente de los abortos analizados, fueron causados por esta enfermedad. En ciertas regiones de
California, EE.UU., se le atribuye responsabilidad de hasta el 42% de los abortos analizados.

En algunas regiones las estimaciones del porcentaje de rodeos lecheros infectados y la prevalencia observada
fueron: en Normandia, Francia, 64%, y 6%; en Asturias, Espafia, 91% y 31%; en otras provincias del Noroeste
Espafia, 83,2% y 35,9% y en Bahia, Brasil, 93% y 14%, respectivamente. En Holanda se encontré que el 78% de
los rodeos tenia reactores positivos y en Nueva Zelanda la prevalencia nacional fue del 30%. En la cuenca lechera
central de Argentina, el 97% de los rodeos tuvo reactores a N. caninum y la prevalencia fue del 34%.

Importancia econémica

El analisis de las pérdidas que provoca la neosporosis son incompletos y se han basado principalmente en los
abortos, su efecto patoldgico directo. Las estimaciones realizadas en Australia y en Suiza, indican que la
neosporosis provocaria a la industria lactea pérdidas de A$ 85 millones y US$ 55 millones anuales
respectivamente. En California las pérdidas alcanzarian a los US$ 35 millones por afio, segun una estimacion
reciente cada aborto de 5-6 meses le costaria a un productor entre US$ 600-1.000.

En la evaluacion de los costos producidos por efecto de esta enfermedad se debera considerar ademas de los
abortos, las muertes perinatales, las muertes embrionarias, la venta de vacas infectadas y con alteraciones
reproductivas, la disminucion de la produccion lactea, la reduccion del valor de los vientres y los costos para
diagnostico.

Ciclo biologico

El conocimiento del ciclo bioldgico de N. caninum se ha completado a partir de la confirmacion del perro
como hospedador definitivo en 1998. Sin embargo aun persisten interrogantes para cada una de sus etapas.
Neospora tiene formas invasivas de division rapida, los taquizoito, formas de multiplicacion lenta capaces de
persistir durante afios dentro de los quistes tisulares, los bradizoitos, y formas de resistencia productos de la
multiplicacion sexual, los esporozoitos, contenidos en los ooquistes esporulados. En el perro los bradizoitos
ingeridos dentro de los quistes tisulares (ejemplo, SNC de fetos) invaden células del intestino, y se convierten
rapidamente en taquizoitos. Estos se multiplican asexualmente en forma repetida mediante endodiogenia. Esta es
una forma especializada de reproduccion mediante la cual dos células hijas se forman dentro del parésito
progenitor. Después de algunos ciclos de division asexual, se produce en los enterocitos la multiplicacion sexual
gue finaliza con formacién de ooquistes que descarga con la materia fecal. La infeccion en los bovinos se inicia
por la ingestion de alimentos y agua contaminados por ooquistes. En el intestino del bovino, los esporozoitos
abandonan los ooquistes, invaden los enterocitos y se diseminan para invadir y multiplicarse en células de distinto
origen embrionario, formando acimulos de taquizoitos, que las destruyen. Estos zoitos libres invaden células
cercanas y reinician su multiplicacién. Sdélo en el SNC, los taquizoitos se reconvierten en bradizoitos y forman
los quistes tisulares. En las vacas gestantes, los taquizoitos se localizan en el Gtero y la placenta e infectan al feto
(infeccién congénita). El perro se infectaria cuando ingiere tejidos fetales, placentas u 6rganos de bovinos y de
otras especies infectadas con N. caninum.
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Taxonomia

Neospora caninum pertenece al phylum Apicomplexa, caracterizado por las estructuras y organelos dispuestos
en el polo anterior de estos parésitos. Las estructuras estan constituidas por los anillos polares, microtdbulos
internos y conoide. Los organelos por los rhoptries, y micronemas. Este complejo apical es vital para el proceso
de invasidn de estos parasitos intracelulares. Los ultimos analisis filogenéticos ubican a Neospora en la familia
Toxoplasmatinae, que incluye otros coccidios formadores de quistes como Toxoplasma gondii, Hammondia spp y
Besnoitia sp.

Antigenos gue caracterizan N. caninum

La identificacion, localizacion y caracterizacion de moléculas de N caninum involucradas en su interaccion
con los hospedadores, son necesarias para descifrar su biologia, desarrollar nuevos métodos para el
inmunodiagnostico y producir inmundgenos para controlar la neosporosis. Actualmente se han descripto varias
proteinas mediante el uso de diferentes técnicas. Debido a la cercania filogenética entre N. caninumy T gondii y
la similitud observada entre algunas de sus moléculas, se ha iniciado el uso de una denominacion comin para
ambos parésitos. Esto facilita la investigacion con moléculas conservadas entre especies. T gondii posee una
familia de al menos 8 antigenos denominados SAG (antigenos superficiales) y SRS (secuencias relacionadas a
SAG1). Neospora expresa antigenos inmunodominantes, semejantes a ellos. ElI SAG1 de N. caninum, NcSAG1,
es una proteina de 29/36 kDa, localizada s6lo en la superficie de los taquizoitos, y estaria involucrada en la
adherencia pre-invasion. Otra proteina, NcSRS2, de 35/43 kDa se ubica en la superficie de bradizoitos y
taquizoitos y tendria una funcion similar. Si bien las proteinas de estos parasitos muestran secuencias muy
conservadas, localizacion similar, y probablemente similar funcién, éstas son antigénicamente diferentes (no hay
reactividad cruzada entre epitopes). Un segundo grupo de proteinas localizadas en los granulos densos de ambos
géneros, se los denomina en forma genérica GRA y su funcion, seria la de establecer la adecuada funcién de la
vacuola parasitéfora (VP). La VP se forma durante la invasion y es derivada del parasito y de la célula
hospedadora. Para N. caninum se han identificado NcGRA7 (33 kDa) y NcGRA®G (37 kDa), ambas asociadas a la
membrana de la VP y a la red vacuolar. En granulos densos de N. caninum también se aislé una potente
hidrolasa (NTPasa) que posee su homéloga en los granulos densos de T gondii. Su funcién no ha sido
determinada.

Una molécula relevante identificada en la superficie de los taquizoitos de Neospora, es una glicoproteina de 65
kDa. Se aislé mediante un anticuerpo monoclonal (mAb) que se une a un epitope hidrocarbonado ausente en T
gondii y Sarcocystis spp. La especificidad de este mAb permitio desarrollar un ELISA de competicion eficiente
para el diagnostico.

Respuesta inmune para N.caninum

La inmunidad contra los protozoos intracelulares es en general mediada por células y dominada por respuesta
linfocitaria tipo 1. Tanto las respuestas tipo 1 y Il son mediadas por distintas citoquinas de cuyo balance depende
el predominio de uno u otro tipo de respuesta celular y humoral. Durante la infeccion intracelular inicial, el
desarrollo de los linfocitos T-ayudantes 1 (Thl), especificos para ciertos antigenos, es mediado por interleukina
12 (IL-12) e interferon gamma (INFy). Las Th secretan IL-2, INFy y factor necrético para tumores P (TNFB). La
activacion de los linfocitos Thl, promueven la respuesta citolitica y la inmunidad celular mediada por anticuerpos.
En parasitos intracelulares como T gondii y Leishmania spp, las citoquinas generadas por una respuesta tipo 1
(Th1), es asociada a la resistencia. Recientes investigaciones realizadas en lauchas inoculadas con N. caninum,
mostraron (1) un aumento de la morbilidad y la mortalidad cuando se neutralizaba INFy in vivo, (2) que la
inoculacion de IL-12 recombinante disminuy6 la severidad de los signos clinicos tempranos y (3) que el efecto de
la IL-12 era mediado por INFy. Estos resultados coincidentes con otros estudios, mostraron que INFy es un
mediador importante para la sobrevivencia y la resistencia a la infeccion aguda por N. caninum. Otro trabajo
mostré que células mononucleadas de sangre periférico de temeros inoculados con N. caninum, fueron
fuertemente estimuladas in vitro con antigeno crudo de taquizoitos, e indujeron la produccién de INFy en
abundancia. Las investigaciones actuales buscan identificar antigenos de Neospora capaces de inducir una
produccién sostenida de INFy y que permitan iniciar sefiales coestimulatorias que generen una inmunidad
prolongada. Estos antigenos son los candidatos para producir vacunas.

Aspectos clinicos y epidemioldgicos

La infeccion congénita de los terneros por N. caninum, es considerada la forma mas eficiente de transmisién y
persistencia de la neosporosis en los rodeos. La infeccion transplacentaria ha sido confirmada en fetos y terneros
sacrificados a través de la identificacion de quistes en el sistema nervioso central mediante inmunohistoquimica, y
por aislamientos en cultivos in vitro. La presencia de anticuerpos en el suero fetal o suero precalostro de terneros,
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también es indicio de infeccidn congénita. Los terneros de vacas infectadas pueden ser normales no infectados (5-
10%), o nacer infectados muertos, enfermos o clinicamente sanos. Este Ultimo caso ocurre con elevada frecuencia
en los rodeos donde esta enfermedad es cronica, sin embargo los terneros no muestran diferencias en el desarrollo
cuando se los compara con los normales. Durante las primeras semanas de vida los terneros enfermos pueden
mostrar signos de lesiones neuromusculares e incluso morir. Estos casos clinicos son poco frecuentes.

La infeccion por N. caninum no es suficiente para que se produzcan los abortos. La etiologia de la neosporosis
debe considerarse multicausal. De otro modo no podria explicarse que el 80% de las vacas infectadas no aborta
en un ciclo reproductivo. Estas causas, ain no definidas, dependerian de la interaccion de factores ambientales o
atributos de la madre y del feto o ambos, con N. caninum. Se han sugerido distintas causas predisponentes para
que se desencadenen los abortos. Algunas observaciones indican que estos serian méas frecuentes entre vacas
mantenidas y alimentadas a corral. También se ha observado que la incidencia de abortos aumenta con la edad, lo
que puede estar relacionado al nivel de produccion. Algunos autores han encontrado influencias estacionases, con
un aumento de la prevalencia durante el verano y el otofio temprano, lo que no puede ser explicado por pariciones
estacionadas. La inmunosupresion causaria la activacion y liberacion de bradizoitos desde los quistes tisulares.
Entre los factores capaces de producir inmunosupresion deben mencionarse, ciertas micotoxinas en los forrajes
mal conservados, y las enfermedades inmunosupresoras como la diarrea viral bovina. Ha sido demostrado que la
micotoxina T-2 y la aflatoxina B1 son capaces de reactivar quistes tisulares de T gondii en lauchas.

Los abortos por Neospora, pueden ocurrir desde los 3 meses de gestacion hasta su término. También es
posible que ocurran muertes embrionarias, 10 que no ha sido demostrado apropiadamente. Otra manifestacion de
la neosporosis es la momificacion de los fetos que mueren durante etapas tempranas. La fertilidad no es afectada
después del aborto dado que generalmente no deja secuelas. El 3-5 % de las vacas puede abortar a causa de
neosporosis durante dos gestaciones consecutivas. Los abortos pueden ser esporadicos (abortos enzodticos) o
pueden ocurrir en forma de "tormenta" en grupos de vacas (abortos epizo6ticos).

En un rodeo donde la neosporosis es enzoobtica, el riesgo relativo de aborto de las vacas infectadas duplica al
de las vacas no infectadas. Es frecuente observar elevadas prevalencias (80-90%) de neosporosis en rodeos con
infeccion enzodtica. Sin embargo un 20-25% de las vacas infectadas pueden abortar en un ciclo reproductivo. N.
caninum tiene una eficiencia de hasta 95% para transmitiese por via congénita, lo que se repite con frecuencia en
los sucesivos partos de una vaca infectada.

Los niveles elevados de anticuerpos en vacas, durante el Gltimo tercio de la gestacion, evitarian el aborto pero
no la infeccidn congénita. Las vacas con infeccidn cronica pueden tener sucesivos partos de crias con infeccién
congénita 0 mas de un aborto. No se ha definido si los abortos ocurren a causa de reactivaciones de quistes
tisulares o por nuevas reinfecciones.

La transmisidn horizontal en rodeos con abortos enzodticos parece en general poco relevante, aungue esta
forma de transmision mantendria la infeccién en rodeos donde la eliminacion aleatoria de las vacas infectadas,
permitiria que la neosporosis desapareciera. Mediante la transmision vertical, la enfermedad puede mantenerse en
un rodeo durante afios, ain en ausencia de los perros. Existen en los rodeos con infeccidn enzodtica, familias de
vacas que mantienen la enfermedad.

La forma epizodtica de la neosporosis, puede generar 10-15% de abortos en un periodo de pocas semanas. La
causa de los abortos epizoo6ticos estudiados no se determind con certeza. Podrian originarse en una fuente de
infeccion comdn. Por ejemplo el consumo de alimentos contaminados por ooquistes. Sin embargo también
deberia considerarse, que en grupos de vacas infectadas, una causa predisponente comin podria producir la
reactivacion de los quistes tisulares.

Las vaquillonas con infeccion congénita tienen un riesgo de aborto 3-7 mayor que las vacas seronegativas. Las
curvas de sobrevivencia de fetos de las primerizas muestran que los abortos relacionados a N. caninum ocurrieron
predominantemente entre los 90 y 180 dias de gestacion.

Diagndstico

Para el diagndstico de la neosporosis bovina se deben analizar el feto, y los sueros del feto y de la madre.
Frecuentemente, los resultados que sugieren la neosporosis como causa de aborto, cobran solidez cuando no hay
indicios de la accion de otra enfermedad abortigénica.

La identificacion de N. caninum en los tejidos de fetos o temeros perinatales, mediante técnicas directas,
ofrecen mayor certeza diagnostico. Las técnicas directas usadas son la histopatologia, inmunohistoguimica, PCR,
y los aislamientos in vitro.

El analisis histopatolégico de los tejidos del fetales es uno de los méas relevantes para el diagnéstico de la
neosporosis. Los drganos adecuados en orden de importancia son el cerebro, corazén e higado. Las lesiones mas
caracteristicas de esos tejidos son las inflamaciones no supurativas. En el cerebro es caracteristica la encefalitis
necrotizante no supurativa multifocal. Es importante analizar la extension de las lesiones y su incompatibilidad
con la vida del feto. Ello se debe al elevado porcentaje de infecciones congénitas en temeros clinicamente
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normales. Otras protozoarios que pueden causar lesiones semejantes son T gondii y Sarcocystis spp. Sin
embargo estos son de hallazgo poco frecuente, y el primero no es considerado abortigénico en bovinos.

La inmunohistoquimica permite identificar los paréasitos en los tejidos y debe sumarse a los resultados
obtenidos mediante histopatologia. Esta es una prueba muy laboriosa y su sensibilidad es relativa. Se deben
examinar cortes de 3-5 areas del cerebro y de otros tejidos. El hallazgo de algln quiste o acumulo de taquizoitos,
define una infeccién congénita, pero no la causa del aborto.

La reaccién en cadena para la polimerasa (PCR), es una técnica de alta sensibilidad y especificidad, aunque su
uso no esta extendido para el diagndstico como para la investigacion.

El aislamiento de Neospora en cultivos in vitro permite la caracterizacion del parasito y es especialmente (til
para los estudios epidemioldgicos regionales. No es sencillo a partir de fetos abortados, lo que aparentemente
depende del grado de autdlisis (a la que es sensible Neospora), y de la abundancia y distribucion del parasito en el
tejido seleccionado. También se utiliza para este fin los cultivos in vivo a partir de inoculaciones de tejido
sospechoso a lauchas.

El diagnostico de la infeccion por N. caninum en las vacas, se basa en el analisis del suero sanguineo para
detectar la presencia de anticuerpos especificos (técnicas indirectas). Las técnicas mas usadas son la
inmunofluorescencia indirecta (IFI) y las inmunoenzimaticas (ELISAs). Estas pruebas son valiosas para el
diagnostico de rodeo pero menos Utiles para el diagnostico individual, como en los casos de aborto. El hallazgo
de anticuerpos contra N. caninum en vacas que abortaron no confirma gue la neosporosis haya sido la causa. En
rodeos donde la neosporosis es enzodtica, vacas que paren normalmente pueden ser reactoras positivas. Es
recomendable analizar simultdneamente suero de vacas con y sin antecedentes de aborto, para comparar ademas
de la presencia de anticuerpos sino también el nivel de los mismos. En la mayoria de los casos, los titulos son
mayores en vacas que abortaron por Neospora. Esto Ultimo es mas significativo en los casos de los abortos
epizodticos. La respuesta seroldgica difiere entre rodeos con abortos enzoéticos y los rodeos con abortos
epizooticos. En estos ultimos se producen mayores titulos en IFI.

La serologia fetal puede ser util para el diagnéstico de infeccion congénita y abortos, junto a las demas
pruebas. Sin embargo por la gran frecuencia de nacimientos de temeros normales pero con infeccién congénita,
los resultados deben interpretarse con precaucion. La ausencia de anticuerpos en fetos infectados puede deberse a
la falta de inmunocompetencia (<5 meses de edad), autdlisis de inmunoglobulinas o muerte antes de producir las
mismas.

Sin embargo también importa en este caso, la abundancia de lesiones y/o parasitos. La sola presencia del
parasito en cortes de tejidos tampoco significa que haya sido la causa del aborto, porque un elevado porcentaje de
temeros con infeccién congénita desarrollan normalmente.

Situacion de la Neosporosis bovina en la cuenca lechera central de Argentina

Estudios seroldgicos realizados en 1995, en 33 vacas de diversas regiones y con antecedentes de aborto,
permitieron detectar un 21 % de reactores positivas.

En el INTA Rafaela se realiz6 en 1998 un estudio serolégico que incluy6 8 rodeos de la cuenca lechera central
(Cérdoba y Santa Fe). El 33.1 % de las 320 vacas analizadas tenia anticuerpos contra N. caninum.

Estos resultados preliminares permitieron hacer un disefio experimental para desarrollar un estudio
seroepidemioldgico que incluyd la cuenca lechera central de Argentina. Esta cuenca posee una poblacion
estimada de 1.120.000 vacas distribuidas en 11.700 establecimientos. El 89,7 % de esta poblacion (1.005.000
vacas), se encuentra en la region central de la provincia de Santa Fe y en la regién, Este y Noreste de la provincia
de Coérdoba. Los datos de prevalencia para cada provincia no mostraron diferencias significativas entre ellos, por
ello se consider6 a la cuenca central como una region homogénea.

Los rodeos incluidos tenian una poblacion entre 90 y 576 vacas de raza Holstein, nacidas en el
establecimiento. La mayoria de los rodeos poseian registros computarizados. En los restantes usaban el sistema
de fichas individuales. Los sistemas de alimentacién era extensivos suplementados con concentrados de granos.

Para la proteccion contra algunas enfermedades abortigenas, en el 100% de los rodeos vacunaban contra
brucelosis, en el 87% lo hacian contra IBR y BDV, en el 67% contra leptospirosis, y en 59% contra
campylobacteriosis. El 89% de los establecimientos analizados estaba libre de brucelosis. Cuarenta y cinco
establecimientos mantenian uno 0 mas perros los que tenian contacto habitual con las vacas.

Se analizaron mediante C-ELISA e IFI 460 muestras de suero correspondientes a 46 establecimientos. Los
resultados obtenidos mediante C-ELISA indicaron que 97% de los rodeos analizados tenia reactores positivos.
Asimismo se encontr6 que el 87% de los rodeos tendria >20% de reactores positivos.

El 34% de los bovinos analizados mediante C-ELISA fueron reactores positivos a N. caninum. A su vez un
porcentaje similar de los sueros analizados mediante IFI reaccionaron positivamente. La prueba de C-ELISA tuvo
> 96% de concordancia con la prueba de IFI.
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El promedio de abortos encontrado para 1998 entre los 46 establecimientos fue 5,7%, considerando las vacas
activas durante ese afio. El 66% de los abortos lo sufrieron vacas reactores positivas a N caninum. Solo en 4
rodeos se observaron fetos momificados.

El andlisis de sueros de perros de estos rodeos mostré un porcentaje superior al 50% de infectados.

El andlisis de 69 muestras de sueros de fetos mayores a 5 meses de edad en la misma region, mostré un total de
18 reactores serologicos (26 %). En los cerebros de estos Ultimos, que fueron analizados por técnicas
histopatoldgicas, se observé la presencia de N. caninum.

Otro estudio realizado en el INTA Rafaela en un grupo de 26 vacas, mostré que 8 fueron reactores positivas a
N. caninum, y de éstas, 7 parieron temeros positivos. El elevado porcentaje de transmisién congénita es
coincidente con lo mencionado anteriormente.

Estos resultados sugieren que la neosporosis puede tener gran relevancia entre los rodeos lecheros de la region
central del pais, particularmente en aquellos que han controlado otras enfermedades causantes de aborto.

Control

La eliminacidn del paréasito en el bovino infectado a través de la quimioterapia o de la propia respuesta inmune
post-infeccidn, se ve dificultada por la habilidad que tiene N. caninum para formar quistes en el tejido nervioso, lo
cual le da proteccién y le permite persistir por tiempo indefinido.

Los quimioterapicos que son efectivos in vitro o parcialmente efectivos en la especie canina, no serian tiles
para bovinos con quistes y agregarian el riesgo de contaminar la leche con residuos quimicos.

El uso de vacunas permitiria disminuir la ocurrencia de abortos aunque dificilmente logre eliminar las
infecciones persistentes a causa de los quistes mencionados. Actualmente se trabaja intensamente en la
evaluacion de antigenos y adyuvantes para tener una vacuna a mediano plazo. La efectividad de estas potenciales
vacunas, debera ser evaluada antes de su uso masivo, particularmente si las cepas no son origen nacional y se
desconoce el grado de proteccion que es capaz de generar en los bovinos locales. El uso de una vacuna en forma
no planificada e irracional, podria dificultar la deteccion seroldgica de los animales infectados, lo que entorpeceria
el control en rodeos con baja prevalencia.

La ausencia de perros en el establecimiento es una de las medidas preventivas necesaria para evitar la
transmisién horizontal. La destruccién sistematica de fetos abortados, placentas o terneros muertos, evitard que
otros potenciales hospedadores sirvan de fuente para la infeccion. Asimismo seria til el aislamiento de las vacas
gue aborten, mientras tengan descargas uterinas. La importancia de la higiene post-aborto, se basa en que se han
encontrado taquizoitos en la placenta de vacas abortadas y por otro lado se ha demostrado que se pueden infectar
terneros suministrando taquizoitos por via oral.

La reposicion de vientres debe realizarse con vacas o vaquillonas no infectadas (propias o compradas),
preferentemente hijas de vacas no reactoras. A su vez, deberdn eliminarse progresivamente las vacas reactoras
positivas. Para los transplantes de embriones se deberian usar vacas dadoras y receptoras no infectadas.
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