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RESUMEN

Neospora caninum es agente causal de aborto en bovinos de regiones ganaderas de todo el mundo. Su ciclo de vida
es heteroxeno siendo el perro (Canis familiaris) y el coyote (Canis latrans) los hospedadores definitivos reconocidos
hasta el presente. La infeccion transplacentaria es un eficiente mecanismo de transmision de la enfermedad pero
existe evidencia que demuestra la transmision postnatal en los bovinos. Debido a las pérdidas econémicas que
causa la neosporosis, diversas técnicas diagnosticas han sido desarrolladas. La fisiopatologia del aborto causado
por N. caninum no ha sido completamente esclarecida. La modulacion del sistema inmune por efecto de la prefiez
ocasiona un periodo de susceptibilidad al aborto por N. caninum. Aunque la resistencia al parasito ha sido asociada
con una respuesta de linfocitos T tipo 1, dicha respuesta inmune es incompatible con una prefiez exitosa. Sin
embargo, los mecanismos inmunes presentes en animales cronicamente infectados protegen del aborto ante una
segunda exposicion al protozoo. La comprensién de esa respuesta inmune adquirida constituye un desafio para el
desarrollo de inmunégenos. Este trabajo menciona conceptos generales de la neosporosis bovina haciendo énfasis
en los mecanismos inmunes y las perspectivas para la vacunacion.
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SUMMARY

Bovine neosporosis: general concepts, immunity and perspectives for vaccination. Neospora caninum causes
abortions in cattle worldwide. The Neospora-cycle of life is heteroxenous. Dogs (Canis familiaris) and coyotes (Canis
latrans) are the definitive hosts known at present. Although, transplacental infection is an efficiently mode of trans-
mission in cattle; there are also experimental and field data that prove horizontal transmission. Several techniques
are available for diagnosis since neosporosis is recognized as a disease that causes economic losses in cattle. The
mechanisms that produce the abortion are not completely understood. The immunomodulation observed during the
pregnancy, is associated with a susceptible period where Neospora-abortion can occur. Resistance to the parasite is
dependent on T helper cell 1 cytokine responses. This has important repercussions for pregnant female bovine
because strong T helper cell 1 cytokine responses are incompatible with successful pregnancy. However, it was
demonstrated that chronically infected cows develop immune mechanisms against the abortion caused by a second
Neospora-exposure. The comprehension of those mechanisms is needed for the formulation of Neospora-vaccines
that prevent bovine neosporosis. General concepts about neosporosis with emphasis in the immune response and
perspectives for vaccination are mentioned in the present review.
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INTRODUCCION

Antecedentes de la neosporosis

La neosporosis fue descrita por primera vez en cani-
nos como un sindrome neuromuscular causado por un
protozoo intracelular denominado Neospora caninum (19,
44). Dicho agente fue posteriormente relacionado no sélo
con la produccién de abortos en bovinos (103) sino tam-
bién con disminucién de la produccion de carne y leche
(42). Aunque el perro fue descrito como hospedador de-
finitivo de la enfermedad en forma experimental (78) y
natural (16); también el coyote (Canis latrans) puede
comportarse como hospedador definitivo (51). Actualmen-
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te la neosporosis es definida como una enfermedad pa-
rasitaria que afecta caninos, bovinos, ovinos, caprinos,
bufalos, ciervos y equinos, causada por N. caninum (42,
43). Equinos, caprinos, ovinos, ciervos, bafalos e inclusi-
ve el perro pueden comportarse como hospedadores in-
termediarios (41, 42, 43). En equinos, se ha descrito otra
especie causante de meningoencefalitis denominada N.
hughesi (74).

Aunque la enfermedad es causante de pérdidas
reproductivas, productivas y econémicas en areas gana-
deras de todo el mundo, hasta el presente no existe tra-
tamiento o inmunégeno capaz de prevenir la infeccion
en los bovinos (42). Mayor informacion acerca de los
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antecedentes de la neosporosis puede encontrarse en
otras revisiones bibliograficas (40, 41, 42, 43).

El agente etiologico y taxonomia

N. caninum es un protozoo intracelular obligado, per-
teneciente al phylum Apicomplexa y a la familia
Sarcocystidae. Mediante microscopia electrénica se re-
conocen organelas caracteristicas de ese phylum como
por ejemplo, micronemas, roptrias y granulos densos (43,
46). N. caninum es morfolégicamente similar a Toxoplas-
ma gondii, y esta relacionado taxon6micamente a otros
protozoos formadores de quistes como Hammondia
heydorni e Isospora bigemina (43, 46).

Los estadios parasitarios reconocidos en su ciclo son:
taquizoito, bradizoito y esporozoito. Los taquizoitos y
bradizoitos se encuentran en hospedadores intermedia-
rios, mientras que los esporozoitos se eliminan en las
heces del perro (43, 78).

Los taquizoitos tienen forma de media luna o globu-
lar, miden 3 a 7 um de largo por 1 a 5 um de ancho. Los
bradizoitos tiene una replicacion mas lenta que los
taquizoitos y estan contenidos en quistes tisulares de
forma redonda u oval. Asimismo, los bradizoitos miden
hasta 107 umy tienen una pared de 4 um. Los taquizoitos
y quistes tisulares son intracelulares. Los taquizoitos han
sido detectados en neuronas, macrofagos, fibroblastos,
células endoteliales, miositos, células renales y hepa-
tocitos (43). Los quistes tisulares, han sido observados
en el tejido nervioso y muscular (46). Por ultimo, los
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ooquistes eliminados en las heces del hospedador defi-
nitivo son esféricos o subesféricos, miden 10 a 11 um,
no tienen color y contienen dos esporocistos con cuatro
esporozoitos cada uno (78). Los estados entero-
epiteliales en el perro no han sido descriptos hasta el
presente. Mayor informacion acerca del agente etiolégico
y su taxonomia puede encontrarse en otro trabajo (46).

Ciclo de vida

El ciclo de vida parasitario conocido hasta el presente
se encuentra ilustrado en la figura 1. Los hospedadores
definitivos adquieren la infeccion al ingerir tejidos de
hospedadores intermediarios conteniendo quistes. La
pared del quiste es degradada por los jugos gastricos
liberando las formas parasitarias que iniciaran los esta-
dos entero-epiteliales (43). Luego de realizar una fase
de reproduccion asexual y sexual en el intestino, los
ooquistes son eliminados en las heces del hospedador
definitivo. Los perros que consumen tejidos infectados
pueden eliminar ooquistes manteniendo su condicion de
seronegativos (46). Por otro lado, un canino que se com-
porte como hospedador intermediario puede ser
seropositivo y transmitir la infeccion verticalmente a sus
cachorros o presentar miositis, paralisis y dermatitis (41).
La frecuencia con la cual los perros pueden adquirir la
infeccion en la naturaleza es motivo de debate, sin em-
bargo, la exposicion postnatal de los caninos esta de-
mostrada por el incremento de la seroprevalencia en
perros de mayor edad (17).

Adaptado de McAllister (documento electrénico disponible en internet)

Figura 1. Ciclo de vida parasitario de N. caninum.
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Siendo infectivos a las 24 hs. después de su elimina-
cion en las heces, los ooquistes ingresan a los hos-
pedadores intermediarios por la via oral (46, 78, 108).
Los esporozoitos liberados en el aparato gestrointestinal
del hospedador intermediario son capaces de alcanzar
las vias sanguinea y linfatica accediendo a todos los te-
jidos, no obstante sdlo se ha informado la presencia de
quistes en el sistema nervioso central (SNC) y el tejido
muscular (41, 42). Aunque el bovino puede infectarse
por la via oral siendo el ciclo de vida heteroxeno (37, 42,
76, 106), la principal via de transmision es la congénita
(4, 56, 87). Esta via ha sido también demostrada experi-
mentalmente en ovinos, caprinos, ratones, caninos,
felinos, porcinos y primates (5, 41, 42, 43). Por otro lado,
si bien la transmisién vertical es la forma de infeccion
mas frecuente en bovinos, ello no explicaria debidamen-
te el elevado nimero de hatos infectados. El hecho de
haberse determinado que los bovinos pueden tener
seroconversion por una exposicion postnatal (56, 78, 106)
avala la importancia de la transmision horizontal (106),
motivando intensa investigacion el descubrimiento de
otras vias de infeccién postnatal. Ademas, la transmi-
sion vertical no seria un mecanismo suficiente para man-
tener la infeccién en una poblacién bovina debido a que
su eficiencia es inferior al 100% (5).

En una hembra bovina, luego de una infeccién oral (in-
feccién exdgena) o por reactivacion de quistes tisulares
en estado de latencia adquiridos congénitamente (infec-
cién enddgena), el parasito alcanza la via sanguineay es
capaz de atravesar la placenta accediendo al feto. Luego
de invadir el feto, puede ocasionarse el aborto o la trans-
mision vertical con nacimiento de un ternero clinicamente
normal pero congénitamente infectado (42, 43).

El protozoo puede ser eliminado a través del semen
en toros (85) y su &cido desoxirribonucleico (ADN) ha
sido ocasionalmente detectado en muestras de semen
congelado (26). Aunque los toros se comportan como
hospedadores intermediarios (82) seria poco probable
la ocurrencia de transmision venérea; sin embargo, esta
posibilidad atun no ha sido investigada.

Considerando que los taquizoitos adicionados
artificialmente a la leche resultaron infectivos para terne-
ros (109), la eliminacién del protozoo a través de la
glandula mamaria deberia ser motivo de investigacion.
En el posparto o tras el aborto, la placenta con presencia
de taquizoitos (99) podria servir como fuente de infec-
cién para otra vaca que la ingiera. Sin embargo, dos ter-
neros y dos vacas libres de N. caninum mantuvieron di-
cha condicién luego de consumir placentas naturalmen-
te infectadas (35).

El hecho de haberse informado que el coyote puede
comportarse como hospedador definitivo (51) y que otras
especies, como por ejemplo los ciervos, pueden servir
como hospedadores intermediarios (43), avalan la exis-
tencia de ciclos de vida silvestre de N. caninum (Figura
1). Si bien existen evidencias de exposicion natural y
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experimental a N. caninum en otros canidos salvajes y
aves (46), el riesgo epidemiolégico de estas especies es
aun desconocido.

Patogénesis de la neosporosis

Aungue la patogénesis de la neosporosis en el bovi-
no es parcialmente conocida, se han logrado importan-
tes avances para comprender los mecanismos
involucrados en la muerte fetal o la transmision vertical
(42, 62, 114, 115). Los bradizoitos alojados en los quis-
tes tisulares del SNC en una hembra bovina gestante
pueden reactivarse bajo ciertas influencias hormonales
e inmunoldgicas originando parasitemia (25, 62, 90, 96,
101). Al producirse parasitemia, ya sea por reactivacion
de quistes latentes o como resultado de una infeccién
oral, los taquizoitos no sélo atraviesan la placenta pro-
duciendo necrosis e inflamaciéon sino que acceden a
los tejidos fetales por via sanguinea (40, 42). En las
células infectadas del feto, se inician procesos de mul-
tiplicacion mediante endodiogenia que ocasionan dafio
celular con necrosis e inflamacion (para caracteristicas
de las lesiones histopatoldgicas ver Diagnostico), o se
forman quistes tisulares capaces de persistir durante
toda la vida del animal (43). Mecanismos hormonales e
inmunes maternos ocurridos durante la gestacion, su-
mado al desarrollo del sistema inmune fetal (ver sec-
cion de inmunidad y gestacién) actuarian determinan-
do si la infeccibn desencadena la muerte del feto, el
nacimiento de un ternero congénitamente infectado o
el nacimiento de un ternero libre de infeccion (114).
Aunque se ha estimado que transcurren 3—4 semanas
entre la infeccion fetal y el aborto (12, 45), la gestacion
puede concluir con el nacimiento de un ternero infecta-
do, que en caso de ser hembra, transmitira la enferme-
dad a su descendencia, teniendo también alto riesgo
de abortar (106, 116).

La reactivacion de una infeccion latente estaria aso-
ciada a un eficiente mecanismo de transmision vertical
mas que a un proceso que desencadene el aborto, al
menos en rodeos endémicamente infectados (4, 34, 88,
101). Como contraparte, la manifestacion epizodtica
de la enfermedad esta asociada a la presentacion de
tormentas de abortos en animales infectados horizontal-
mente (76, 79, 89).

Aspectos inmunes durante la gestacion

La madre gestante adapta su metabolismo y sistema
inmune proporcionando un medio homeostatico y
nutrientes al “concepto” (placenta, feto y fluidos). Asimis-
mo, la prefiez esta condicionada por mecanismos de to-
lerancia o rechazo. Factores ambientales externos (in-
fecciones o estrés) pueden desequilibrar el balance ma-
dre-concepto ocasionando el aborto. Los mencionados
mecanismos de tolerancia (locales y sistémicos) y los
mecanismos de rechazo durante la prefiez fueron recien-
temente revisados (104).
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Favorecida por los altos niveles de progesterona, la
respuesta inmune Th2 (mediada por linfocitos helper tipo
2) mantiene la prefiez mediante la produccion de IL4
(interleuquina 4), IL5, IL6, IL9 e IL10 y reduccion de la
producciéon de moléculas pro-inflamatorias como IL12 e
(interferén gamma) IFN-y, las cuales son perjudiciales
para la vida fetal (32, 91). Uno de los mecanismos mas
importantes de rechazo del feto involucra un desbalance
entre la respuesta Th1/Th2 a favor de la respuesta Thly
produccién de IFN-y y otras citocinas asociadas a este
tipo de respuesta (57, 91). Las interleucinas IL-2, IL-3,y
IL-12 promueven actividades citoliticas en macréfagos y
NK (del término en inglés: natural killer), activan la
protrombina facilitando la coagulacion y la trombosis y
estimulan la produccién de inmunoglobulinas que acti-
van la cascada del complemento. Las infecciones que
promueven una respuesta Thl alteran el sincitio-
trofoblasto. Mas aun, el IFN-y es capaz de actuar direc-
tamente sobre este tejido induciendo abortos esponta-
neos (31, 32).

Aspectos inmunes en las infecciones por N. caninum

La respuesta inmune generada en las infecciones
parasitarias varia segun el tipo de parasito. Mientras que
los parasitos multicelulares que viven en el espacio
extracelular inducen una respuesta Th2 con produccién
de IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IgG, e Ig E, los
protozoos intracelulares como N. caninum, estimulan una
respuesta inmune Thl dominada por la produccion de
IL-12, IFN-y, FNT e IgG, (107). Estas Ultimas citocinas
activan vias que generan radicales libres y ON, los cua-
les son letales para dichos parasitos (58).

En la neosporosis bovina, se desconoce si el tipo de
respuesta inmune generada por la ingestion de ooquistes
(36) es similar a la lograda por inoculacion de taquizoitos,
ya sean inactivados (6, 7) o vivos (8, 60, 115). Mas aun,
existirian diferencias entre la respuesta inmune genera-
da por infeccion prenatal o postnatal (80, 115). Ademas,
existen evidencias acerca de la variacion de antigenos
existente entre los estadios de taquizoitos o bradizoitos
(50, 77, 97). El conocimiento de estas diferencias resulta
de importancia para el desarrollo de las medidas de con-
trol (73).

Inmunidad mediada por anticuerpos

Las infecciones naturales y experimentales de anima-
les logradas a partir de taquizoitos u ooquistes de N.
caninum han permitido la caracterizacion de la IMA (in-
munidad mediada por anticuerpos) (36, 53). En anima-
les experimental y naturalmente infectados, la avidez de
la IgG tiende a incrementarse con el curso de la infec-
cion, permitiendo la identificacion de animales crénica o
recientemente infectados (18).

Se ha postulado que el desarrollo de anticuerpos es-
pecificos probablemente limita la parasitemia o facilita la
lisis de los taquizoitos extracelulares (54). Ratones defi-
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cientes de células B y de anticuerpos, murieron presen-
tando lesiones de encefalitis necrotizante multifocal cuan-
do fueron inoculados con N. caninum (49). En otro estu-
dio donde se investigo el rol de las células T utilizando
ratones BALB/c, se concluy6 que células CD4* promo-
vieron la produccion de anticuerpos especificos, los cua-
les resultaron de importancia en la proteccién durante
estadios avanzados de la enfermedad (102).

Diferentes estudios realizados en ratones han
descripto que luego de la infeccién por N. caninum, los
anticuerpos predominantes son del isotipo IgG, siendo
bajos o nulos los niveles de IgG, (49, 69). Se observé un
aumento de mortalidad en ratones con elevada propor-
cion 1gG,: 1gG, (18). Estos hallazgos son coincidentes
con lo informado en bovinos experimentalmente infecta-
dos, en los cuales existio una respuesta dependiente de
células cooperadoras Thl asociada a la produccion de
19G, (114). Sin embargo, similares niveles de IgG, e IgG,
fueron encontrados luego del desafio experimental con
taquizoitos vivos (7).

Inmunidad mediada por células

Los mecanismos dependientes de la IMC (inmunidad
mediada por células) son relevantes para controlar un
parasito intracelular obligado como N. caninum, espe-
cialmente por su habilidad para evadir la respuesta in-
mune (54).

La IMC que involucra a los linfocitos T cooperadora
con la produccion de IFN-y, IL-12 e IL-2 esta asociada a
resistencia al protozoo. Experiencias “in vitro” demostra-
ron que el tratamiento de células con IFN-yrecombinante
inhibi6 la multiplicacion intracelular de N. caninum (59).
Ante la estimulacién con antigeno de N. caninum lisado,
las células mononucleares de sangre periférica (CMSP)
de bovinos infectados proliferaron y produjeron IFN-y
entre los 4 y 8 dias post inoculacién (71). Aunque el cul-
tivo primario de células de cerebro bovino es altamente
susceptible a la infeccién por N. caninum, la infeccion
puede ser inhibida por adicién de IFN-yy FNT (Factor de
Necrosis Tumoral) (117). También ha sido informado que
un grupo de antigenos de bajo peso molecular de
taquizoitos de N. caninum (30 kDa) estimularon la proli-
feracion in vitro de linfocitos T CD4* obtenidos a partir de
terneros experimentalmente infectados (73). En ese mis-
mo trabajo, la proliferacion celular fue acompafiada por
incremento en la concentracion de IFN-y (73). Mas aun,
tratando células con el sobrenadante de células CD4*
gue respondieron a antigenos de N. caninum se logré
inhibir la multiplicacion del parasito (49). Cuando se in-
fectaron terneros por la via oral, las CMSP cultivadas in
vitro respondieron al antigeno de N. caninum a los 7 dias
después del desafio. Este tipo de respuesta resulto evi-
dente en CMSP, células de bazo y células de los ganglios
mesentéricos, inguinales y bronquiales hasta 2,5 meses
después de la infeccion (36). Recientemente, se ha pos-
tulado que los mecanismos dependientes de linfocitos
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citotdxicos serian posibles candidatos para impedir la
transmision vertical en bovinos (100). Sin embargo, los
linfocitos T CD4* predominaron sobre los linfocitos T CD8*
(células citotoxicas) en linfonddulos maternos y fetales
de bovinos inoculados experimentalmente a los 140 dias
de gestacion (15).

Experimentos realizados con ratones han permitido
caracterizar no sélo la IMC sino también la dinamica de
las citocinas durante las infecciones por N. caninum. La
susceptibilidad de estas especies puede ser aumentada
mediante la neutralizacion de IL-12 e IFN-y (65). La pro-
duccion de IL-12 y luego IFN-y, resulta un hallazgo cons-
tante luego de las infecciones experimentales (49, 64).
Sin embargo, la IL-12 no fue capaz de impedir el progre-
so de la enfermedad (18). Por otro lado, se ha mencio-
nado que la neutralizacién de la IL-4 sumado a la inocu-
lacion de una cepa no virulenta de N. caninum y poste-
rior desafio con una cepa virulenta, logré reducir la trans-
mision vertical en ratones (69, 70). La IL-10, también
involucrada en la respuesta Th2, ha sido asociada a la
deplecién de IFN-y presente en ratones susceptibles a
N. caninum (65).

La informacion acerca del rol de las citocinas en res-
puesta a las infecciones por N. caninum en bovinos es
escasa. No obstante, algunos estudios (1, 6, 7, 8, 114)
indican que los mecanismos asociados a la respuesta
Thl con produccién de IFN-y e IgG, seria la adecuada
para controlar la infeccién. Es necesario establecer si
este tipo de respuesta resulta negativa durante la pre-
flez. La modulacion de las citocinas podria ser un meca-
nismo estratégico para la prevencion de la transmision
vertical y el aborto.

Finalmente, resulta de interés el rol del 6xido nitrico
(ON); este metabolito, originado a partir de nitrégeno y
producido por macrofagos activados, tiene diversas fun-
ciones entre las cuales se mencionan la inmunosupresion
y la destruccién de parasitos intracelulares (107). La adi-
cién de un inhibidor del ON a células del bazo de ratones
infectados estimuld la respuesta IMC especifica e
inespecifica (65). En contraste, ratones deficientes en
oxido nitrico sintetasa, enzima que produce ON, son sus-
ceptibles a N. caninum (102).

Inmunidad, gestacién e infeccién por N. caninum
Las infecciones con parasitos Apicomplexa tienen
efectos nocivos para la prefiez (21). Sin embargo, exis-
ten dos posturas controversiales que explican la fi-
siopatologia de aborto causado por protozoos intrace-
lulares. Primero, la prefiez favorecida por una respuesta
Th2 compromete la resistencia al parasito ocasionandose
parasitemia e infeccion transplacentaria. Segundo, una
eficiente respuesta Th1l hacia el parasito podria compro-
meter la prefiez (90). Un reciente trabajo que caracterizd
la expresion génica de citoquinas en fetos y vaquillonas
inoculadas a los 110 dias de gestacion describe que exis-
tié un balance entre las respuestas Th1/Th2 (1). En di-
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cho estudio se sugiere que la infeccion del huésped po-
dria ser favorecida por la expresion de IL-4 e IL-10 (res-
puesta Th2).

Los posibles mecanismos por los cuales Leishmania
major o Plasmodium falciparum causan abortos estan
sustentados en los desbalances entre la respuesta in-
mune Thly Th2 a favor de la primera (90). T. gondii tie-
ne un efecto adverso sobre la prefiez, sin embargo la
infeccién esta relacionada al momento de la gestacion.
Este parasito no es transmitido congénitamente en mu-
jeres y ovejas cronicamente infectadas (93); sin embar-
go, especies de roedores como Mus musculus y
Apodemus sylvaticus transmiten el protozoo en forma
vertical cuando poseen quistes tisulares (86). Roberts y
col. (93) proponen que la madre puede controlar la infec-
cion durante el 1° trimestre debido a que tiene una res-
puesta Thl bien establecida, siendo bajos los niveles de
progesterona y la respuesta Th2. Por otro lado, la trans-
mision vertical ocurre durante el 3° trimestre cuando los
altos niveles de progesterona asociada a la respuesta
Th2 son incapaces de controlar el protozoo. En contras-
te, un reciente trabajo menciona que la reactivacion pa-
rasitaria seria expontanea e independiente de la respues-
ta inmune (92). Sin embargo, ese mismo trabajo sugiere
gue el ambiente presente en la interfase materno-fetal
favoreceria el pasaje de N. caninum a través de la
placenta.

Durante un brote de abortos ocasionado por N. caninum,
las vacas crénicamente infectadas resultaron menos pro-
pensas a sufrir pérdidas reproductivas que vacas infecta-
das recientemente, siendo baja la avidez de la IgG en este
ultimo grupo (79). En contraste, se ha mencionado que la
baja avidez de anticuerpos no necesariamente esta aso-
ciada con una reciente infeccion por N. caninum aunque
puede ser un indicador de riesgo de aborto (95).

Investigando la dinamica de anticuerpos en vacas in-
fectadas con N. caninum a lo largo de la gestacion, Paré
y col. (88) describieron que aquellos animales con altos
titulos séricos hacia el final del periodo de gravidez parian
terneros clinicamente normales pero congénitamente
infectados. Sin embargo, cuando los titulos séricos se
incrementaban durante la mitad de la gestacion existian
altas probabilidades que se produzca el aborto (53, 88).
Adicionalmente, en otros estudios se postulé que la res-
puesta inmune de vacas prefiadas infectadas naturalmen-
te esté asociada a la parasitemia, existiendo una eleva-
cién en la concentracion de anticuerpos 4-5 meses an-
tes de la paricion (53, 101).

Se ha sugerido que los estrégenos placentarios
incrementados durante la mitad de la gestacion bovina
tendrian efectos negativos sobre la IMC favoreciendo tan-
to la reactivacion de bradizoitos como asi también la
parasitemia (90). Como contraparte, otros autores atribu-
yen un efecto inmunosupresor debido a los elevados ni-
veles de progesterona existentes desde los primeros me-
ses de la gestacion hasta semanas antes del parto (60).



Sitio Argentino de Produccién Animal

222

La transmision congénita de N. caninum o la ocurren-
cia del aborto en bovinos esta relacionada con el mo-
mento de la gestacion en que la madre es infectada (114).
En ese estudio, las vacas infectadas antes de la prefiez
no transmitieron la enfermedad a su descendencia. Las
vacas infectadas en el 7° mes de gestacion parieron ter-
neros vivos congénitamente infectados. Por ultimo, en el
grupo de vacas infectadas durante el 3° mes de gesta-
cion, murieron 5 de 6 fetos (114). Otro trabajo, en el cual
hembras bovinas gestantes fueron infectadas con N.
caninum a los 70, 140 y 210 dias de gestacioén, determi-
no una sélida respuesta IMC en los animales desafiados
tempranamente (55). Todos los terneros nacidos de es-
tas vacas resultaron seronegativos y no hubo evidencia
de respuesta IMC. Sin embargo, los terneros nacidos de
hembras desafiadas a los 140 y 210 dias de gestacion
fueron seropositivos y existié una respuesta IMC positi-
va detectada en CMSP, células del bazo y células de
ganglios hepaticos, mesentéricos y retro-faringeos. Es-
tos resultados sugieren que la IMC de vacas prefiadas
desafiadas durante el 1° tercio de la gestacion protegen
de la infeccién fetal. Como contraparte, la infeccion fetal
tendria lugar durante el 2° y 3° tercio siendo factible el
aborto y el nacimiento de terneros congénitamente in-
fectados, respectivamente (55).

Lainfeccion por N. caninum, acompafiada por incremen-
tos en los niveles de IFN-y ha sido postulada como meca-
nismo fisiopatolégico del aborto (62, 114). Otros autores
sostienen que la limitada produccién de IFN-y en respuesta
a la presencia de IL-10 secretada por las células del
trofoblasto, impediria el control de la multiplicacién de N.
caninum durante la prefiez (49). Asimismo la reactivacion
de los bradizoitos desde los lugares de latencia podria
deberse al descenso de los niveles de IFN-y (49).

Estudios realizados en fetos bovinos infectados experi-
mentalmente con N. caninum a los 159y 169 dias de gesta-
cion, evidenciaron que la IMC determinada por pruebas
de linfoproliferacion y produccién de IFN-yfue variable entre
los fetos (8). En dicho trabajo, no existié correlacion entre
la respuesta celular y la severidad de las lesiones fetales
(8). Se encontr6 que la produccién de citocinas e IFN-y
estuvo asociada a una respuesta celular tipo 1 en 4 de los
5 fetos en estudio (8). Ademas, una respuesta predomi-
nantemente tipo 2 fue indicada por la presencia de IgG,
especifica a N. caninum. Se sugiri6 que un desbalance
entre las respuestas celulares 1y 2, a favor de la tipo 2,
con produccion de IL-4, ocurrio en los fetos que tuvieron
limitada capacidad para resolver la infeccion (8).

Aunque el nimero de macréfagos presentes en la
interfase materno fetal se incrementa notablemente en
el 3° tercio de la prefiez (98), durante dicho periodo es
comun el nacimiento de terneros congénitamente infec-
tados (114). Recientemente, Maley et al., (72) han pro-
puesto que las severas lesiones observadas en la
placenta explicarian la patogénesis del aborto causado
por N. caninum.

Revista Argentina de Microbiologia (2005) 37: 217-228

Resumiendo, luego que una hembra bovina ingiere
ooquistes o sufre una reactivacion, los factores que
influencian la infeccion fetal serian el modo de infeccién
de la madre, el momento de la gestacion, la respuesta
inmune materna y la respuesta inmune del feto (62). Asi,
un balance a favor de una respuesta Thl durante el pri-
mer trimestre de la gestacion bovina controlaria la infec-
cion pero resultaria nociva en la interfase materno fetal.
Por otra parte, la modulaciéon a favor de una respuesta
inmune Th2 observada en el segundo trimestre de la ges-
tacién no permitiria controlar la infeccion y el parasito oca-
sionaria lesiones inflamatorias no sélo en la placenta sino
también en el feto (62). Durante el tercer trimestre se ob-
servaria infeccion congénita siendo menor la probabilidad
de observarse un aborto debido a la maduracion del siste-
ma inmune fetal (62). Considerando que la mayoria de los
abortos observados naturalmente ocurren entre el tercer
y sexto mes de gestacion, la fisiopatologia del aborto por
N. caninum se explicaria por la incapacidad de controlar
la infeccion debido a una respuesta inmune tipo Th2 du-
rante el segundo tercio de la gestacién. Asimismo, los
abortos durante el primer tercio asociados a una exacer-
bada respuesta inmune Thl han sido observados s6lo en
reproducciones experimentales (114) o en ratones (31)
quedando aun por demostrase que altos niveles de IFN-y
y bajos niveles de IL4 son suficientes eventos como para
causar abortos en el bovino. Al respecto, aunque los ter-
neros hijos de vaquillonas naturalmente infectadas nacie-
ron congénitamente infectados, no se observaron abortos
siendo adecuados los niveles de IFN-y durante el segun-
do trimestre de la gestacion (84).

Signos clinicos

Los abortos son observados entre el 3°y 9° mes de la
gestacién aunque con mayor frecuencia en el tercio me-
dio (2). El feto muerto en el Gtero puede ser reabsorbido,
momificado, o expulsado con avanzado grado de
autdlisis. Mds comunmente ocurre el nacimiento de ter-
neros clinicamente normales pero crénicamente infecta-
dos. Aunque no es patognoménico, la momificacién es
un hallazgo frecuente, habiéndose descripto en casos
naturales (116) y experimentales (14). Los terneros in-
fectados en el Gtero pueden tener signos neuroldgicos y
bajo peso al nacimiento (13, 43). El examen clinico pue-
de revelar ataxia, disminucion del reflejo patelar o falta
de sensibilidad propioceptiva (40); sin embargo, son es-
casos los trabajos que describen esta forma de la enfer-
medad en neonatos. Eventualmente pueden presentar-
se anormalidades congénitas como exoftalmia o asime-
tria ocular (27).

Epidemiologia e impacto econémico de la infeccion
por N. caninum

La enfermedad ha sido diagnosticada en razas de
bovinos para leche y para carne en Europa, Africa, Austra-
lia, Nueva Zelanda y América (40). En Inglaterra se consi-
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dera que se producen 6000 abortos anuales debido a N.
caninum y, asignandole una pérdida de 800 ddlares ame-
ricanos por cada aborto, se pierden aproximadamente 4,8
millones de délares (22). En California, EE.UU., las pérdi-
das anuales serian de 35 millones de ddlares y en Austra-
lia 85 millones de ddlares en la industria lechera y 25 mi-
llones de ddlares para la produccion de carne (22). Si bien
existen datos epidemiol6gicos acerca de la neosporosis
en otros paises de Latinoamérica (41, 42), no se dispone
informacién acerca de las pérdidas econdmicas causada
por N. caninum para esa region.

Situacion en la Argentina

Los primeros trabajos en el pais acerca de la
neosporosis permitieron identificar vacas serorreactoras
(110). Posteriormente, se confirmo su presencia mediante
inmunohistoquimica (IHQ) en tejidos fetales, (27) y por
inoculacién en ratones (9). Otros relevamientos
seroepidemiolégicos en las provincias de Santa Fe y
Cérdoba detectaron una prevalencia del 15 al 27,5% en
320 bovinos lecheros, siendo positivos los 8 rodeos en
estudio (47). En fetos provenientes de frigorificos, se
encontré que 20 de 82 (24%) y 1 de 22 (4,5%) especi-
menes de rodeos para leche y para carne, respectiva-
mente, tenian anticuerpos a N. caninum (111). La distri-
bucion de la enfermedad ha sido parcialmente caracteri-
zada, estableciéndose que 52,9% de 17 rodeos para car-
ney 92,3% de 52 rodeos para leche tuvieron al menos 1
animal seropositivo (81). En dicho trabajo se postulé que
la diferente situacién epidemioldgica podia tener su ex-
plicacion en los sistemas de produccion existentes. Aun-
gue puede existir asociacion entre la prevalencia de N.
caninum y el tipo de explotacion considerado; el poten-
cial de dicho agente como etiologia de importantes pér-
didas reproductivas ha sido destacado en rodeos bovi-
nos para carne (83). Investigando las causas de aborto
en Argentina se involucré a N. caninum en 7,3% de 354
casos (29).

Para una mejor caracterizacién de la situacion
epidemioldgica regional, otras técnicas seroldgicas de-
berian ser aplicadas. Utilizando sueros bovinos, los re-
sultados de un enzimo inmuno ensayo indirecto (ELISA,
del término sajon enzyme-linked immunoassay) tuvieron
buena concordancia con aquellos obtenidos mediante
inmunofluorescencia indirecta (IFI) (48).

Trabajos tendientes a lograr el aislamiento de N.
caninum a partir de homogeneizados de SNC de fetos
bovinos abortados han permitido identificar quistes de
N. caninum en el SNC de ratones (Mus musculus) y
meriones (Meriones unguiculatus) inoculados con tejido
cerebral de fetos bovinos y terneros prematuros infecta-
dos (112, 113). N. caninum ha sido aislada desde la
materia fecal de un canino infectado naturalmente, de-
mostrando el rol espontaneo de esta especie como
hospedador definitivo (16). Por otro lado, recientemente
se ha informado que 44% de 84 zorros (Dusicyon
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culpaeus y Dusicyon griseus) resultaron seropositivos N.
caninum (75) restando por demostrarse la posibilidad que
estas especies se comporten como hospedadores defi-
nitivos.

En rodeos para leche de nuestro pais se han estima-
do las pérdidas en unos 80 millones de ddlares por afio
considerando el costo por abortos, la reposicion por eli-
minacion de vientres seropositivos, el intervalo parto con-
cepcion y la menor produccién lactea de la vaquillona en
su primera lactancia (Campero y Ode6n, datos no publi-
cados).

Diagnéstico

La infeccion por N. caninum puede demostrarse me-
diante la utilizacién de pruebas inmunodiagnésticas, por
técnicas histopatoldgicas, moleculares y de aislamiento
(41, 42). Las pruebas inmunodiagndsticas disponibles son
la inmunofluorescencia indirecta (IFl), ELISA, aglutina-
cién directa, inmunohistoquimica (IHQ) y electroforesis
combinada con inmunodeteccién (Western Immunblot)
(40, 41). La histopatologia y la IHQ realizadas en tejidos
bovinos fetales son técnicas diagnosticas relevantes en
las infecciones por N. caninum (5). El diagnéstico
presuntivo de aborto por N. caninum puede emitirse ante
la presencia de lesiones como meningoencefalitis
necrotizante multifocal (MENM), miocarditis, miositis,
nefritis, hepatitis, neumonia y adrenalitis focales no
supurativas caracterizadas por la presencia de células
mononucleares (5). La presencia del parasito en dichas
lesiones puede confirmarse mediante IHQ realizada so-
bre tejidos fetales formolados (5). Aunque su sensibili-
dad es baja, probablemente debido a los escasos para-
sitos presentes en tejidos autolizados, resulta una técni-
ca diagnostica vigente (5).

Por otro lado, el impacto de la técnica de PCR ha sido
notable, permitiendo esclarecer ciertos aspectos
epidemiologicos (40, 41, 42). Debido a la alta eficiencia
gue tiene N. caninum para transmitirse en forma vertical,
los resultados positivos por IHQ o PCR deberan estar
siempre asociados a problemas reproductivos y utiliza-
cién de otras técnicas diagnosticas, no solo para identifi-
car dicho protozoo sino también para descartar otras
causas de aborto. El aislamiento de N. caninum es dificil
y costoso como técnica diagnostica (33), sin embargo se
han lograron aislamientos en regiones ganaderas de todo
el mundo (42).

Tratamiento y prevencion

Existe informacion acerca de la sensibilidad in vitro
de N. caninum a ciertos antimicrobianos (67). De un total
de 43 substancias probadas, 17 ocasionaron una reduc-
cion total del nUmero de taquizoitos cultivados in vitro
(67). Dentro de las drogas mas efectivas estan la
clindamycina, diclazuril, robenidina y pyrimethamina. La
eficacia de dichas drogas en bovinos no ha sido aln es-
tudiada. Recientemente, se ha informado que utilizando



Sitio Argentino de Produccién Animal

224

toltrazuril y ponazuril, los cuales son derivados de una
droga llamada triazinona utilizada en el tratamiento de
las coccidiosis en mamiferos, se logré disminuir las le-
siones cerebrales de terneros inoculados experimental-
mente (52). Actualmente no existe tratamiento en los
bovinos que los libere de la enfermedad (5).

La transferencia embrionaria (TE) es una técnica ade-
cuada para evitar la transmision vertical de la enferme-
dad (10, 28, 66, 105). A los fines de evitar la infeccion
postnatal de los bovinos se ha recomendado impedir el
acceso de los perros a las fuentes de agua, pasturas,
galpones y silos donde se almacene alimento (5, 41). Es
importante también recolectar y eliminar fetos abortados
y placentas para evitar la infeccion de los caninos (105).

Perspectivas para la vacunacion en la
neosporosis bovina

Si bien las pérdidas reproductivas pueden presentar-
se mas de una vez en gestaciones subsiguientes, las
tasas de repeticion del aborto por neosporosis son rela-
tivamente bajas (<5%) (3, 116). Estudios no sélo experi-
mentales (115) sino también de campo (79) avalan la
presencia de mecanismos inmunes que protegen contra
el aborto en bovinos cronicamente infectados. La tasa
de infeccion vertical en ratones infectados en forma agu-
da o crénica fue menor en el segundo grupo y disminuy6
en sucesivas prefieces (92). Si bien se ha logrado indu-
cir el aborto cuando la inoculacion experimental se reali-
z6 en vacas libres de infeccion (114), dicho evento no
fue observado cuando el desafio se realiz6 a las 10 se-
manas de gestacidn en vacas naturalmente infectadas
(115). Aunque un inmunégeno capaz de inducir una res-
puesta inmune comparable a la observada en bovinos
crénicamente infectados no evitaria la infeccién y/o la
transmisién vertical, podria resultar de interés para evi-
tar el aborto. En un reciente estudio, la respuesta inmu-
ne humoral y celular generada por la inoculacién de
taquizoitos inactivados en vaquillonas Holando Argenti-
no durante el 2° tercio de la gestacion, fue comparada
con aquella observada en animales similares croni-
camente infectados (84). Las respuestas inmunes ob-
servadas en ambos grupos resultaron similares en tér-
minos de la generacién de anticuerpos especificos y
produccién de IFN-y. Sin embargo, también se obser-
varon desiguales relaciones entre 1gG, e IgG, en ani-
males inoculados con taquizoitos inactivados de N.
caninum comparados con aquellas observadas en ani-
males infectados naturalmente sugiriéndose que los
mecanismos inmunes desencadenados fueron diferen-
tes (84).

Para evitar la infeccion postnatal posiblemente sea
necesario el desarrollo de vacunas orales capaces de
generar una respuesta inmune a nivel de mucosa
gastrointestinal. Dicha respuesta podria limitar el acce-
so de los esporozoitos a los sistemas linfaticos y
gastrointestinal.

Revista Argentina de Microbiologia (2005) 37: 217-228

Diversos antigenos, tales como SAG1, SRS2, GRA2,
GRAG6 0 GRA7, NTP3/NTPASA, los cuales han sido aso-
ciados a los granulos densos, micronemas y otras pro-
teinas de superficie de los taquizoitos (Tabla 1), serian
capaces de inducir una respuesta inmune de proteccién
(63). Diversos clones de ADN pertenecientes a estos
antigenos han sido descriptos y permitiran el desarrollo
de vacunas a sub-unidades (63).

La existencia de una vacuna viva atenuada de T. gondii
(Toxovax®) para controlar la toxoplasmosis ovina (23, 39),
alienta el desarrollo de un inmundégeno similar para la
neosporosis bovina. Sin embargo, la vacunacion de ove-
jas prefiadas con Toxovax® no protege del aborto ante el
desafio con N. caninum (61). Por otro lado, la vacunacion
con N. caninum protege a los ratones cuando el desafio
es realizado con una cepa virulenta de T. gondii (68).

Cuando se infectaron ovejas con N. caninum durante
la mitad de la gestacion, aquel grupo de animales que
habia sido desafiado antes de la prefiez tuvo un 50% de
fetos vivos (24). Asimismo, el aborto inducido experimen-
talmente con taquizoitos de N. caninum en bovinos fue
evitado inoculando dicho protozoo antes de la prefiez (60).

Habria ventajas y desventajas al usar una vacuna viva o
una vacuna inactivada en la neosporosis bovina. Al utilizar
una vacuna viva, el protozoo replicaria dentro de las célu-
las ocasionando que el antigeno parasitario sea presenta-
do con antigenos del CMH (Complejo Mayor de Histocom-
patibilidad) clase 1 quedando satisfecha la estimulacion de
linfocitos T CD8, los cuales son importantes en los meca-
nismos de proteccion (64). Al aplicar una vacuna inactivada,
por ejemplo taquizoitos de N. caninum, se estaria estimu-
lando el procesamiento de un antigeno exdgeno. Por el
contrario, en la enfermedad natural se generaria el proce-
samiento de antigenos endégenos por ser N. caninum un
parasito intracelular obligado, siendo de esta manera disi-
mil la respuesta celular generada. Sin embargo, queda por
dilucidarse si una vacuna, aun siendo inactivada, no prote-
ge contra el aborto en rodeos naturalmente expuestos. Mas
aun, existen graves desventajas al usar una vacuna viva
existiendo posibilidad de ocasionar infeccion crénicay trans-
mision vertical persistente.

Tabla 1. Antigenos de taquizoitos de N. caninum

Designacion Peso molecular (kDa) Localizacién
recomendada Estimado  Aparente celular
SAG1 28,2° 29/36° Membrana ext.
SRS2 34,1 35/43 Membrana ext.
GRA6 19,0 37 Grénulo denso
GRA7 23,0 33 Grénulo denso
NTP3/NTPasa-1 66,3 67 Gréanulo denso

aMasa molecular de la proteina basada en la secuencia de amino-acidos.
b Masa molecular de la proteina basada en la migracion sobre SDS-PAGE;
condiciones de no reduccién / reduccion.
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La seguridad e inocuidad de una vacuna inactivada
deberia compensarse con el desarrollo de un apropiado
adyuvante con adecuado sistema de liberacion que ga-
rantice una buena respuesta inmune. Choromanski y
Block (30) han descrito que un inmunégeno inactivado
genera altos titulos de anticuerpos séricos, siendo ino-
cuo y seguro. Una vacuna inactivada con Havlogen como
adyuvante (NeoGuard®) ha sido recientemente aproba-
da por el Departamento de Agricultura de los EE.UU. Un
laboratorio privado (Intervet) describe en su boletin téc-
nico que la vacuna es segura para su uso en bovinos
prefiados sanos. En uno de sus ensayos, vaquillonas
prefiadas vacunadas con 2 dosis a los 56 y 77 dias de
gestacion en forma subcutanea (SC) fueron posterior-
mente desafiadas con un inéculo intramuscular a los 95
dias de gestacion. El grupo de 18 animales sin inmuni-
zar tuvo una tasa de abortos del 22%. Las 18 vaquillonas
inmunizadas tuvieron terneros vivos y sanos. Como con-
trapartida, otro trabajo demostré que aquel inmunégeno
no previene la transmision vertical de N. caninum en bo-
vinos (62). Recientemente, los efectos de la vacunacion
fueron evaluados en novillos engordados en corrales.
Después de la vacunacion existié un aumento transitorio
del consumo y ganancia diaria de peso en el grupo trata-
do. Asimismo, no hubo diferencia en el rendimiento, peso
Vivo 0 peso y calidad de la res (11). Romero y col. (94)
describieron una significante reducccion en la tasa de
abortos utilizando una vacuna comercial (1° dosis apli-
cada entre los 75 y 90 dias de gestacion y 2° dosis con
30 dias de intervalo) en rodeos lecheros de Costa Rica.
La tasa de abortos fue 11,2% (49/438) y 20,8% (91/438)
en animales vacunados y animales que recibieron un
placebo, respectivamente (94).

Los actuales inmunégenos comerciales ocasionan la
produccién de anticuerpos anti-N. caninum los cuales no
pueden ser diferenciados de aquellos producidos en in-
fecciones naturales. Mas aun, existe controversia debi-
do a la utilizacion de la vacuna debido a que la elimina-
cion de animales seropositivos a la enfermedad ha sido
sugerido como medida de control (105). Es necesario
establecer programas nacionales de saneamiento ten-
dientes a reglamentar el uso de inmundgenos y/o medi-
das de control.

La neosporosis bovina tiene ain numerosos enigmas
debido a la excelente adaptacion del parasito a su hués-
ped. Aunque se han dilucidado numerosos aspectos de la
biologia de N. caninum, la neosporosis constituye ain un
gran desafio para parasitlogos, inmundélogos y veterina-
rios. Es necesaria la comprension de los mecanismos in-
munes desencadenados en las infecciones por N. caninum
para desarrollar inmundgenos que eviten las pérdidas
reproductivas o la transmision de la enfermedad.
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