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RESUMEN 

Morales Salinas Elizabetb: Diagnóstico inmunológico y epidemiología de la Neosporosis bovina 

en el Altiplano Mexicano. (Bajo la dirección de: MVZ, MSc., PbD, Francisco J. Trigo Tavera; 

MVZ, DMV, Froylán Ibarra Velarde; MVZ. MSc, PbD, Francisco Suárez Güemes; MVZ, Dr. 

Jorge Tórtora Pérez; MVZ, PbD, Alfredo Sahagun Ruiz; MVZ, PhD, Roberto Cervantes Olivares y 

MVZ, Dr. Gilberto Chávez Gris). 

Debido a la alta prevalencia de la Neosporosis bovina que se ha presentado en otros países 

ocasionándoles pérdidas económicas substanciales y a que existe. escasa información de la 

enfermedad en México, se consideró necesario realizar investigaciones epidemiológicas para conocer 

con mayor profundidad el impacto que tiene esta enfermedad, por lo que el objetivo general del 

presente trabajo fue conocer la frecuencia aproximada de la enfermedad en México, por medio de la 

identificación del parásito y lesiones asociadas mediante estudios histopatológico e 

inmunohstoquímico y a través del aislamiento del agente en cultivos celulares a partir de tejidos 

fetales, así como a través de una encuesta serológica en vacas lecheras utilizando la técnica de 

ELISA. Para la histopatología se revisaron secciones de miocardio, encéfalo, pulmón, higado, 

músculo esquelético, riñón y bazo de 211 fetos, los que fueron procesados por la técnica histológica 

de rutina. En 73 fetos (35%), se encontraron lesiones características de Neosporosis. y 53 de estos. se 

emplearon para el estudio inmunohistoquímico utilizando un Complejo-Avidina-Biotina-Peroxidasa. 

el cual se aplicó en el encéfalo, miocardio e hígado, ya que fueron los órganos más afectados. Para el 

aislamiento del agente se trabajaron 28 encéfalos de fetos y 2 encéfalos de neonatos utilizando 

cultivos celulares. Para la encuesta serológica se muestrearon 50 hatos lecheros mexicanos con un 

total de 1003 sueros, 43 hatos presentaban alta incidencia de abortos. los 7 restantes no presentaban 

problemas reproductivos aparentes. por lo que fueron utilizados como testigo. Para el análisis de 

éstos resultados, se determinó el número y porcentaje de animales seropositivos y seronegativos tanto 

de los hatos problema como de los hatos testigo, se calculó el índice de probabilidad (OR) para 

establecer la interacción entre la respuesta serológica y el aborto. Las lesiones más constantes 

asociadas a Neosporosis se apreciaron en el miocardio. encéfalo. higado y músculo esquclético. 5X 

fetos (80%), presentaron miocarditis no supurativa. 39 fetos (54%). presentaron gliosis y necrosis 

multifocal, en 6 de éstos se apreciaron quistes parasitarios. 39 fetos (54%). presentaron hcpatitis 

periportal no supurativa y 19 fetos (26%) presentaron miositis no supurativa. En la 



inmunohistoquímica, se pudieron identificar antígenos parasitarios en 41 fetos (7&%), de los cuales 

en 19 (46%) se localizaron en 1 órgano, en 15 (37%) en dos órganos yen 7 (17%) en los tres órganos 

estudiados, En cuanto al aislamiento, de los 30 cerebros trabajados sólo se logró el crecimiento de 

taquizoitos en un sólo caso a los 23 días posteriores a la inoculación del cultivo celular, Los 

resultados de la encuesta serológica fueron los siguientes: En los hatos problema, 404 sueros (72%) 

resultaron positivos y 159 sueros (28%) resultaron negativos, mientras que en los hatos control, 157 

sueros (36%) resultaron positivos y 283 sueros (64%) resultaron negativos, El índíce de probabilidad 

fue de 45 (3.49. 5.47) con 95% de intervalo de confianza lo cual indicó que b probabilidad dc 

abortar en los hatos problema fue de 4.5 veces más que en los hatos testigo, por lo que se observó 

que existe una fuerte asociación entre la seropositividad hacia anticuerpos anti-Neospora caninum y 

el aborto. De acuerdo a los resultados de este trabajo se puede concluir en forma general que la 

Neosporosis bovina se encuentra dífundida ampliamente al menos en las principales cuencas lecheras 

del pais, hecho sustentado al encontrar estructuras parasitarias y lesiones características de la 

enfermedad en los fetos, así como la identificación del parásito a través de la inmunohistoquímica y el 

aislamiento del agente en cultivo celular a partir de tejido encefálico de un feto, además de encontrar 

evidencia serológica positiva en un alto porcentaje en hatos con alta incidencia de abortos. 
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SUMMARY 

Morales Salinas Elizabeth: Immunological and epidemiological diagnosis of bovine Neosporosis 

in Mexico. (Under tbe supervision of: MVZ, MSc., PhD, Francisco J. Trigo Tavera; MVZ, DMV, 

Froylán Ibarra Velarde; . MVZ, MSc, PhD, Francisco Suárez Güemes: MVZ. Dr. Jorge Tórtora 

Pérez; MVZ, PhD, Alfredo Sahagun Ruiz; MVZ, PhD, Roberto Cervantes Olivares y MVZ, Dr. 

Gilberto Chávez Gris). 

Bovine Neosporosis is a highly prevalent disease in many countrics, where it causes importan! 

economic loses. There is not enough infonnation about tbis disease in México, so it was necessary to 

conduct epidemiological studies for a better understanding of tbis disease. The main objetive of this 

research was to estímate tbe frecuency of tbis disease in México, through identification of tbe 

etiologic agent and lesions associated, using histopatbological and irnmunohistochemical tests and 

also by agent isolation in cell culture from fetal tissues and tbrough ELISA test in dairy cows. 

Sections ofheart, brain, lung, liver, skeletal muscle, kidney and spleen from 211 fetuses were studied 

by routine histological technique. 73 fetuses (35%), had typical lesions of Neosporosis. The brain, 

heart and liver from 53 of tbem were used for inununoperoxidasc staining (ABPe). For agcnt 

isolation, 28' brains ,from fetuses and 2 brains from seropositive newbom calves were worked out b~ 

cell culture. For tbe serological survey, 50 dairy herds were studied using sera samples from 1003 

cows. 43 herds had a high incidence of abortion and tbe other 7 which did not have apparent 

reproductive failure, were used as herd controls. From tbe analysis of these results, tbc number ::Uld 

percentage of seropositives and seronegatives animals from botll problem and control hcrds \\as 

detenninated. Odds Ratio (OR) was estimated to establish tbe interaction between tbe serological 

response and abortion. The most important lesions associated to Neosporosis were found in the 

heart, brain, liver and skeletal muscle. 58 fetuses (80%), had nonsuppurative myocardltis. 39 fetuses 

(54%), had glial proliferation and multifocal necrosis and 6 of tbem showcd parasite cysts, 39 

fetuses (54%), had nonsuppurative periportaI hepatitis alld 19 fctusos (26%) had nOl1ssupurati\c 

myositis. By tbe inununohistochemieal tests, it was posible to identify parasite antigens from 41 

fetuses (78%). From tbese, 19 (46%) were found in 1 organ, 15 (37%). in 2 organs and 7 (17%). in 3 

organs. 30 brains were cultured, isolating tachyzoites from only one of them. Tachyzoitcs \Vere 

identified 23 days after cell inoculation. The results of tbe serological survey were the foIlowing: 

From problem herds, 404 sera (72%) were positive and 159 sera (28%) were negativc. ",hilc in 

control herds, 157 sera (36%) were positive and 283 sera (64%) were negative. The OR was 4.:i 



(3.49,5.47) with a 95% confidence interval, indicating a 4.5 times higher probability of abortion in 

problem herds. It was observed there was a strong association between the seropositivity and abortion 

. According with the results from this research, ít is possible to conclude that bovine Neosporosis is 

widely found at least in the main dairy herds of Mexico. These data are supported by the faet that 

parasite structures and eharacteristic lesions of the disease were found. and also by the 

irnmunohistochemical identification of the parasite and its isolation from a fetal brain. Also there 

was a high seropositivity in herds with an elevated incidence of abortion. 
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DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO y EPIDEMIOLOGIA ,DE LA NEOSPOROSIS 
BOVINA EN EL ALTIPLANO MEXICANO 

INTRODUCCIÓN: 

Neospora caninum es un protozoario perteneciente al phylum Apicomplexa, estructuralmente 

similar a Toxoplasma gondii, pero diferente a este ultraestructura! y antigénicamente (1,2,3,4,5,6). 

Se ha encontrado afectando en forma natura! en perros (4,7,8,9,10), bovinos productores de leche 

(11,12,13,14,15,16), bovinos productores de carne (17,18,19), ovinos (20,21), caprinos, (22,23), 

equinos (24,25,26) Y venados (27,28). En primates no humanos (29), gatos (30), zorros, coyotes, 

mapaches (19), ratas (31), ratones (32,33,34,35) y gerbos (36), la infección por el parásitose ha 

producido experimentalmente ocasionando el cuadro clínico en estos animales. Neospora caninum 

causa enfermedad fata! en perros de todas las edades; sin embargo, se ha descrito con mayor 

frecuencia en perros jóvenes en los cuales la enfermedad se caracteriza por parálisis severa y 

progresiva (2,4,7,10). La Neosporosis en el ganado se caracteriza por aborto entre el tercer y noveno 

mes de gestación ocurriendo con mayor frecuencia entre el quinto y sexto mes de gestación, parálisis 

neonata! o el nacimiento de becerros portadores asintomáticos, por lo que en algunos países ha 

determinado pérdidas económicas sustanciales (1,11,37,38). 

Historia: Una enfermedad parecida a la Neosporosis fue reconocida en 6 perros Boxer por Bjerkas el 

al. en Noruega en 1984 (7,8,9,39). Cinco de estos perros desarrollaron alteracioncs ncurológicas dc 2 

a 6 meses después del nacimiento. En el estudio histopatológico se encontraron estructuras 

parasitarias parecidas a Toxoplasma gondii en cerebro y músculos. sin embargo no se encontraron 

anticuerpos anti Toxoplasma gondii en el suero de los perros. Dubey el al. en 1988 (4) encontraron 

un parásito similar en 10 perros de los Estados Unidos de Norteamérica, distinguiéndolo de 

Toxoplasma gondii y llamándolo Neospora caninum. En el mismo año. Dubey el al. (32). aislaron a 

1 



Neospora caninum de perros con infección natural y lo cultivaron en ratones y en cultivo de células y 

con ello indujeron Neosporosis en perros experimentalmente. Lindsay y Dubey en 1989 (5). 

desarrollaron una prueba inmunohistoquímica para identificar antígenos de Neospora caninum en 

tejidos fijados en formalina amortiguada, usando anticuerpos anti Neospora caninum provenientes de 

un conejo inoculado con el parásito, permitiendo el diagnóstico seguro de Ncosporosis en los 

animales. Bjerkas y Dubey en 1991 (40), compararon estructuralmente y antigénicamente los 

parásitos encontrados en tejidos fijados en formalina de los perros de Noruega y Estados Unidos y 

llegaron a la conclusión de que la parasitosis originalmente encontrada en perros de Noruega era 

Neospora caninum. Sin embargo, la Neosporosis no es una enfermedad nueva, ya que Dubey el al. 

en 1988 Y en 1990 (41,42,43), realizaron un estudio retrospectivo inmunohistoquimico de tejidos 

fijados en forrnalina e incluídos en parafina de los casos diagnosticados como infección por 

Toxoplasma gondii en tejidos de perros, e identificaron a Neospora caninum en animales que habían 

muerto en los Estados Unidos en 1957 y 1958. Esto indica que muchos casos que previamente se 

habían dignosticado como Toxoplasmosis, eran en realidad infecciones por Neospora caninum ya 

que ambos parásitos son muy semejantes morfológicamente en cortes histológicos y no se 

sospecharon parásitos diferentes. 

En California Estados Unidos, la Neosporosis bovina se ha reconocido recientemente como la 

principal causa de aborto en esta región. Dcsde 1985, el1 el Laboratorio de Diagnóstico Vctcrinano 

en California se había observado un patrón de lesiones histológicas nuevo en fetos provenientes de 

vacas lecheras. Las lesiones fetales consistían CI1 encefalitis 110 supurativa focal y nccrosis. 

miocarditis y miositis no supurativa e inflanlación no supurativa en otros órganos. Estas lesiones 

eran similares a las encontradas por Toxoplasmosis en el ganado ovino. sil1 cmbargo. no hubo 
, 

evidencia serológica de infección por Toxoplasma gondii en el ganado que había abortado 

(11,12,14). En 1990, en el Labotatorio de Diagnóstico Veterinario de California se realizó un estudio 
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extenso en un periodo de 2 afios de los casos de abortos remitidos. Las lesiones histológicas 

compatibles con infección por protozoarios en cerebro y corazón se observaron en el 18 % de todos 

los fetos provenientes de California (12,14). En otro estudio realizado en El Valle de San Joaquín en 

California, principalmente en ganado lechero, se observó una alta incidencia de infección por 

protozoarios. En este estudio se examinaron un total de 468 fetos de los cuales 95 (20.3%) tenían 

lesiones características de infección por protozoarios y en 15 (3.2%) se encontraron estructuras 

parasitarias en el cerebro (15). La confirmación de Neosporosis bovina en California se logró a 

través de un estudio retrospectivo con la técnica de inmunoperoxidasa utilizando suero específico anti 

Neosporo coninum producido en conejo por Lindsay y Dubey (5), indicando que b cnfcrnlcdad ha 

sido endémica desde al menos 1985 (38). Este suero se seleccionó después de la primera asociación 

de aborto por un protozoarío parecido a Neosporo coninum cn ganado lechero cn Nuevo México en 

1987 (37), yen un neonato Shorthorn proveniente de Maryland, Estados Unidos (44). En 1991 se 

realizó el primer aislamiento de Neosporo coninum en Estados Unidos, a partir de fetos abortados ~ 

desde entonces se ha mantenido en cultivos de células endoteliales de arteria cardiopulmonar y 

monocitos de bovino entre otros (45) y se ha podido inducir la enfernledad en el ganado a partir de 

este aislamiento (46). La infección por Neosporo coninum se considera como la principal causa de 

aborto en el ganado lechero identificada en California. En comparación con otras causas de aborto 

infeccioso, el aborto por protozoarios es 3.5 veces más frecuente que la infección bacteriana más 

común (Actinomyces pyogenes) y 5 veces más frecuente que la infección viral más común (RIB) 

(11,16) Y desde 1985, Neosporo coninum se ha identificado en más de 600 fetos abortados 

provenientes de más de 250 hatos (47). 

En un estudio reciente realizado por Anderson el 01.. en Estados Unidos en 1995 (47). con el 

propósito de estinlar la tasa mínima de aborto atribuible a infección por Neosporo coninum en hatos 

lecheros seleccionados en California, encontraron que de 26 hatos eon 19,708 vacas, ocurrieron 266 
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abortos en un periodo de I año, de los cuales 113 (42.5%) se asociaron a infección por Neospora 

caninum como causa identificada. Catorce de estos batos tenían antecedentes de abortos atribuibles a 

Neosporosis y en los 12 hatos restantes no se babía identificado al agente como causa de aborto. 

Doscientos treinta y dos de los 266 fetos provenían de los hatos con antecedentes de Neosporosis y de 

estos en 101 (43.5%) se identifieó a Neospora caninllm como causa de los abortos. Los 34 fetos 

restantes provenían de los hatos sin antecedentes de Neosporosis y de estos, en 12 fetos (35.3%) se 

identificó a Neospora caninum como causa de los abortos. Este estudio indica que se ha elevado 

considerablemente el porcentaje de abortos atribuíbles a Neosporosis .con respecto a informes de 

abortos publicados previamente en California. 

La Neosporosis bovina se ba reconocido también como la principal causa de aborto en Holanda, 

diagnosticándose entre el 16 y 21 % de los fetos suministrados para diagnóstico (48), así como la 

principal causa de aborto en Nueva Zelanda (49); además se ha asociado como causa de aborto cn 

varios países del mundo tales como, Gran Bretaña (50.51), Bélgica (52), Australia (53). Japón (54). 

Sudáfrica (55), Israel (56), Irlanda (57), Suecia (58), Canadá (59,60,61) y Argentina (62). 

Estructura y ciclo de vida: El ciclo de vida y como el protozoario induce al aborto en el ganado no 

se conoce, sin embargo. recientemente se sabe que una vía de transmisión es a través dc la placenta y 

que esta puede ocurrir repetidamente en el mismo animal (63,64,65). En un estudio realizado por 

Paré, el al. (65), determinaron seropositividad en becerros sanos de 2 hatos, 30.6% (85/278) Y 

53.55% (68/127) respectivamente, previo a la ingestión de calostro, demostrando que la infección 

congénita, no necesariamente tiene un efecto detrimental en la salud de los becerros o dctcrmina el 

aborto, por lo que se considera que esta es la principal forma de conservación de la enfermedad en los 

hatos. La transmisión congénita se ha inducido experimentalmente en perros (66), gatos (67), ovinos 

(68), bovinos (69) y ratones (70). Se piensa que el parásito puede tener un ciclo de vida similar al dc 
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Toxoplasma gondii, transmitiéndose a un huésped susceptible a través de la ingestión de ooquistes 

presentes en las heces de algún huésped carnívoro definitivo como el perro. Los quistes con múltiples 

bradizoitos en el sistema nervioso central (SNC) y grupos de taquizoitos en los tejidos, son las únicas 

fases del ciclo que se han reconocido. En estudios experimentales realizados en gatos. perros. 

coyotes, mapaches y algunas aves inoculados con taquizoitos por las vías subcutánea, intraperitoneal, 

intramuscular, intravenosa y oral, no se han podido detectar ooquistes de Neospora camnum en las 

heces. (9,19). 

En un estudio ultraestructural de los bradizoitos de los quistes de Neospora caninum realizado por 

Jardine en 1996 (71), indica que no existe diferencia morfológica entre Neospora caninum de los 

perros y la Neospora encontrada en el ganado. 

Los taquizoitos son ovalados o en forma de media luna y miden de 3 a 7 por 1 a 5 fLITI. dependiendo 

del estadio se dividen en 2 zooitos por endodiogenia. En animales infectados los taquizoitos se 

encuentran en macrófagos; polimorfonucleares; células nerviosas tales como células de Schwann, 

neuronas, células ependimales, células de la retina y astrocitos; fibroblastos; células cndotclialcs. 

miocitos; células epiteliales tubulares. del riñón; hepatocitos y otras células del cuerpo. La célula 

infectada puede contener hasta 100 taquizoitos. Los taquizoitos se encuentran dentro del citoplasma 

de la célula húesped con o sin vacuola parasitófora (VP). Los taquizoitos de Neospora caninum 

tienen organitos semejantes a los de Toxoplasma gondil, sin embargo existen algunas diferencias. los 

taquizoitos de Neospora caninum tienen una membrana citoplásmica con 3 capas, 22 microtúbulos. 

2 anillos apicales, l conoide, un anillo polar de l a 3 mitocondrias, menos de 150 micronemas. 8 a 12 

"rhoptries" anteriores al núcleo y de 4 a 6 "rhoptries" posteriores al núcleo. que son organitos 

apicales con forma de pera. que se cree están involucrados en la invasión de la célula del húspcd por 

parte del parásito, un complejo de Golgi, un reticulo endoplásmico liso y un rugoso, un núcleo y un 

nucleolo. Los "rhoptries" contienen un material sólido electrodenso y son 2 a 4 veces más gruesos 
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que el diámetro de los micronemas (6,8,9,43,72,73). La discrepancia entre los organitos encontrados 

en los parásitos de los perros en Noruega y los de los Estados Unidos en cuanto a el número de 

"rhoptries" fue de más de 30 por Bjerkas y Presthus en 1989 (41) Y más de 18, por Speer y Dubey en 

1989 (74). Esta diferencia se puede atribuir a la dificultad de distinguir "rhoptries" de los gránulos 

densos. Los microporos no se han visto en taquizoitos de animales, pero si se han encontrado en 

taquizoitos obtenidos de cultivos celulares (39,41). 

Los quistes con Bradizoitos en los tejidos, son con frecuencia de redondos a ovales, hasta de 107 

¡.un de diámetro y se encuentran sólo en el teJido nervioso (cerebro, médula espmal y retina). La pared 

del quiste es lisa y mide hasta 4 ¡.un de espesor, dependiendo del tiempo de infección. En muchos 

quistes tisulares la pared es de 1 a 2 flm de espesor. La pared del quiste contiene estructuras 

parecidas a túbulos, no hay septos y no existe pared quística secundaria (2,6,8,9,43,72,73). 

Los bradizoitos son delgados de 6 a 8 por 1 a 1.8 ¡.un Y contienen los mismos organitos que se 

encuentran en los taquizoitos con excepción de que existen menos "rhoptries" y estos son más P AS

positivos. La pared de los quistes se tiñe en forma variable con PASo Entre los bradizoitos existen 

estructuras tubulares y vesiculares y pueden contener microporos (2.6. 8.9.43.72.73). 

Con la ayuda del microscopio electrónico de transmisión se pudieron detectar las diferencias 

ultraestructurales entre los taquizoitos de Toxoplasma gondii y los de Neospora caninum. Dentro de 

las principales diferencias se incluyen la estructura y el número de "rophtries". Los "rophtries" son 

más numerosos en Neospora caninum que en Toxoplasma gondii, y el contenido de los "rophtrics" 

es electrodenso en Neospora caninum y electrotransparente en 1'oxoplasma gondli. La principal 

diferencia entre Neospora caninum y Toxoplasma gondii en cuanto a los quistes es el espesor de la 

pared: la pared de los quistes de Neospora caninum mide de l u 4 1-'111 )' la de Tuxopla.\/1w gO/l"1i 

mide hasta 0.5 ¡.un (1,38,43,74). 
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Biología molecular: La posición taxonómica de Neospora canmurn es incierta debido a que el ciclo 

de vida se desconoce. El análisis de la secuencia de pequeñas subunidades de ribosomas del RNA 

(ssrRNA) de Neospora caninurn y Toxoplasrna gondii mostraron cuatro nucleótidos diferentes entre 

estos dos parásitos, mientras que comparaciones similares entre los aislamientos de Neospora de 

bovinos y canideos, no mostraron diferencias en cuanto a los nucleótidos (75). En comparaciones 

recientes usando una amplificación polimórfica al azar del ONA (RAPO) peR, Gua y Johnson en 

1995 (76), encontraron un polimorfismo significativo entre los géneros Neospora. "toxoplasma y 

Sarcocystis, concluyendo que Neospora caninurn es una especie independiente. La información 

derivada del ONA del agente, ha sido importante para el diagnóstico al utilizar diferentes genes y 

técnicas de PCR para el diagnóstico (77). 

Patología y signos clínicos: El aborto es el único signo clínico observado en la vaca infectada. 

Vacas de cualquier edad pueden abortar entre el tercer y noveno mes de gestación, ocurriendo con 

mayor frecuencia entre el quinto y sexto mes. Los fetos pueden morir en útero. ser reabsorbidos. 

momificados, autolizados, pueden llegar a término pero nacer con problemas neurológicos debido a 

encefalomielítis o nacer clínicamente normales pero infectados crónicamente. No se encuentran 

lesiones macroscópicas características en fetos, placenta, ni en neonatos y generalmente no existe 

retención placentaria. OToole y Jeffrey en 1987 (19,78), infonllaron que un becerro de 5 días de 

nacido presentó incapacidad para ponerse de pie y a la necropsia se encontró despigmentacióll, 

especialmente de la sustancia gris del cerebro. La momificación de fetos ha sido un hallazgo clínico 

patológico importante, sin embargo ha sido dificil determinar la causa de esta momificación ya que' 

los tejidos se encuentran muy autolizados en el estudio histopatológico (9,16). El parásito afecta 

principalmente al encéfalo y médula espinal, miocardio, músculo esquelético e hígado. Los órganos 
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afectados con menor frecuencia son el pulmón, el riñón, la piel, nódulos linfáticos, bazo, ojos y 

glándulas adrenales. Siendo Neospora un patógeno intracelular, puede matar rápidamente las células 

del húesped por multiplicación activa de taquizoitos produciendo necrosis, inflamación no supurativa 

y reacción granulomatosa en los tejidos afectados. Los quistes con bradizoitos suelen ser escasos y 

con frecuencia no se rodean de reacción inflamatoria. La reacción granulomatosa alrededor de los 

quistes degenerados en SNC, sugiere su ruptura y la subsecuente reacción inflamatoria por parte del 

húsped. El tiempo en el que permanecen los quistes en el SNC no se conoce (1,8,9,13,14,38,63.79). 

Lo común es que no hayan malformaciones en los fetos, sin embargo ha habido un informe de 

hidrocefalia asociada a Neosporosis (80). 

Aislamiento y cultivo: Neospora caninum se puede aislar a partir de tejidos de fetos abortados en 

cultivos celulares, sin embargo el aislamiento es poco exitoso debido a que los tejidos fetales se 

autolizan rápidamente y probablemente con esto también mueran los parásitos. El aislamiento del 

parásito también dependerá del número de microorganismos presentes (19,45). Neospora caninum se 

aisló sólamente en 2 de 100 fetos de bovino con Neosporosis histológicamente confirmada (45). 

Además de en los perros, el parásito sólo se ha podido aislar a partir de fetos abortados en Estados 

Unidos (19,45), Japón (81) y Suecia (82). Neospora caninum se cultivó inicialmente in vitro en 

monocitos de bovino (BM) y en células endoteliales de arteria cardiopulmonar de bovino (PCA) (83). 

Desde entonces, Neospora caninum se ha mantenido en cultivos celulares de riñón de bovino, cerebro 

de feto de ratón, fibroblastos de piel de humano, células Vero y algunos otros cultivos celulares bien 

establecidos. La selección del cultivo celular aparentemente no es critica, sin embargo es Importante 

observar los cultivos celulares hasta por 2 meses, debido a que pueden haber muy pocos parásitos o 

que estos tarden en adaptarse al cultivo celular (19). Aparentemente es más fácil obtener un cultivo 

exitoso a partir de tejido nervioso de un feto a término o de un neonato, ya que los quistes con 

8 



bradizoitos son más resistentes que los taquizoitos (19) Sólo los taquizoitos se han identificado en 

cultivos celulares. Neospora caninum no produce una infección consistente en ratones y ratas 

normales inmunocompetentes. La única manera de infectar experimentalmente a estos roedores es 

administrándoles 2 inyecciones con 2 a 4 mg de acetato de metilprednisolona durante 7 días antes de 

la inoculación vía subcutánea con !O o más taquizoitos. La neumonía y la encefalomielitis son las 

lesiones predominantes en ratones mientras que las ratas desarrollan hepatitis en forma primaria. El 

número de quistes con bradizoitos en los tejidos de estos animales es variable e impredecible. Los 

quistes tisulares en los ratones son mucho más pequeños (l0-25 ¡¡m) en los casos cxperimentales que 

los encontrados en las infecciones naturales (32,83). 

Diagnóstico: La confirmación de abortos o problemas neurológicos en becerros, compatibles con' 

Neosporosis, requiere de un diagnóstico integral en donde se utilicen diferentes técnicas ya sea en el 

feto abortado o en el neonato y en la madre. Las técnicas diagnósticas que se han utilizado en los 

tejidos fetales y que son más confiables, son la histopatología y la inmunohistoquímica. así como la 

inmunofluoresencia de los líquidos fetales, mientras que en la madre se han utilizado técnicas 

serológicas para la detección de anticuerpos como la ELISA e inmunofluoresencia (19). 

Métodos de diagnóstico en los fetos .v neonatos: 

Anatomopatológico.- No existen lesiones macroscópicas características en la placenta. Puede ocurrir 

autólisis y momificación, y en general no existen hallazgos macroscópicos contundentes. Puedcn 

haber pequeños focos blanquecinos en el miocardio y músculos esqueléticos que corresponden a 

zonas de necrosis e inflamación. Las lesiones más significativas y características son microscópicas y 

se encuentran en encéfalo y médula espinal abarcando principalmente la sustancia gris, ocasionando 

encefalomielitis no supurativa con infiltración linfocitaria perivascular con necrosis y gliosis 



rnultifocal. No existen informes de una localización específica de lesiones en el cerebro. Además se 

encuentra miocarditis y miositis no supurativa rnultifucal y hepatitis· periportaJ no supurativa con 

fucos de necrosis. Ocasionalmente puede haber inflamación y necrosis en otros órganos. En los cortes 

histológicos es posible observar quistes de redondos a ovales con numerosos bradizoitos únicamente 

en SNC o grupos de taquizoitos en SNC, así como en otros tejidos principalmente en tejido 

muscular; sin embargo, estas lesiones y estructuras similares se pueden observar también en casos de 

infección por Toxoplasma gondii y Sarcocystis sp. por lo que es recomendable realizar pruebas de 

inmunohistoquímica para demostrar antígenos específicos de Neospora caninum. Cabe señalar que 

en casos de Toxoplasmosis se pueden encontrar abundantes quistes con bradizoitos en SNC v en 

otros órganos como el hígado, riñón, pulmón o tejido muscular, mientras que en los casos de 

Neosporosis los quistes con bradizoitos son escasos y sólo se encuentran en SNC. Por otro lado 

Sarcocystis sp es de mayor tamaño y tiene un especial tropismo por células cndotclialcs del SNC y 

tejido muscular (1.13.17.44.55.60.63,78.79.84.85.86.87). 

Se pueden realizar también estudios ultraestructurales de tejidos de los fetos con la ayuda de la 

microscopía electrónica, para la identificación de organitos característicos del microorganIsmo, sin 

embargo, este estudio requiere fijadores especiales, materiales y equipo sofisticado, los cuales se 

encuentran en pocos laboratorios, además de que el diagnóstico se dificulta debido a los escasos 

quistes parasitarios encontrados en el SNC. Por otro lado, corno método diagnóstico resulta ser 

definitivo y es más aplicable en casos de confirntación de aislamientos en cultivos celulares (1,2,6). 

Inmunológico. - Estudios previos han demostrado que no existe antigenicidad cruzada o es mínima 

por IFA entre Neospora caninum y otros protozoarios como T()xoplosmo gondii y S,¡reocysri.\· sp. 

por lo que las pruebas serológicas suelen ser de gran utilidad para el diagnóstico de Neosporosis 

utilizando anticuerpos ahti- Neospora caninum (88). 
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La inmunohistoquímica utilizando técnicas de inmunoperoxidasa con anticuerpos primarios anti 

Neospora caninum, es un método diagnóstico muy confiable y específico, realizado en los tejIdos 

fetales incluídos en parafina para identificar antígenos específicos del parásito, permitiendo 

diferenciarlo de otros protozoarios con estructura y lesiones semejante (1,5,38,89), lo que se refleja 

en el estudio realizado por Wouda el al. (90), quienes encontraron en 80 fetos con Ncosporosis, 

taquizoitos en el 85% de los cerebros, 14 % de los corazones y en el 26% de los hígados, además de 

identificar quistes parasitarios en el 21 % de los cerebros. 

Recientemente Cole el al. (3,91), han desarrollado la técnica de aJ1ticuerpos mOlloclonales para la o 

detección de Neospora caninum en fetos abortados. Un anticuerpo murjno monoclonal (MAB) 6G7 

dirigido a los taquizoitos de Neospora caninum es capaz de reconocer 8 antígenos mayores y algunos 

antígenos menores, lo cual se puede observar a través del análisis de Westem blol. La migración 

relativa de los 8 antígenos mayores fluctúa de 31 a 97.4 kd. Adicionalmente el MAB 6G7 reconoce 

antígenos de los taquizoitos de Toxoplasma gondii con migración de 107 kd. La técnica utilizada en 

los taquizoitos de Neospora caninum cultivados en fibroblastos de piel de humano indica que el 

MAB 6G7 se une a los micronemas, gránulos densos, "rhoptries" de la porción basal y túbulos 

intravacuolares dentro de la vacuola parasitófora. El MAB 6G7 también sc unc a los microncmas y 

la porción basal de los "rhoptries" de los taquizoitos de Toxoplasma gondii. 

También se ha utilizado la técnica indirecta de anticuerpos fluorescentes (IF A), la cual ha 

demostrado ser efectiva para detectar altos niveles de anticucrpos anti-Neospora cn el suero de 

becerros infectados en forma congénita, a través de la placenta, tomando la muestra antes de la 

ingestión de calostro. Además esta técnica puede ser útil para establecer el diagnóstico cn fetos 

abortados desde los 5 meses de gestación en adelante. encontrando elevados niveles de anticucrpos cn 

los fluídos fetales (92,93). 
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Métodos de diagnóstico en las llacas: 

La detección de anticuerpos específicos anti-Neospora caninum en el suero de las vacas, ha sido 

de gran ayuda para realizar estudios seroepidemiológicos y para ello se han utilizado la 

inmunofluoresencia indirecta (IF A) Y el ensayo inmunoenzimático (ELISA). 

El diagnóstico de Neosporosis bovina a través de EUSA ha revelado una sensibilidad del 88% Y 

una especificidad del 97%: La técnica de ELISA se puede utilizar para determinar la 

seroprevalencia del hato a través del muestreo de sueros al azar de un mínimo de 30 vacas 

adultas, con más de 30 dias posparto (en lactación). La prevalencia se puede calcular basándose 

en el total del número de vacas en producción. El Sistema de Laboratorios de Diagnóstico 

Veterinario en California (CVDLS) sugiere que se realice el muestreo 2 veces, tanto de las vacas 

que no han abortado como de las vacas que si han abortado y que la colección del suero provenga 

de un grupo de vacas que estén en el mismo periodo de gestación o posparto y que tengan una 

edad similar. Recientemente se ha reconocido que la técnica de ELISA resulta ser consistente, 

objetiva, rápida y precisa además de sensible y específica, ya que por el momento no se pueden 

detectar anticuerpos vacunales y a que existe limitada reactividad cruzada con respecto a otros 

protozoarios (19,94,95,96) 

Aunque la técnica de IF A ha sido útil para el diagnóstico serológico en casos de infección 

congénita y para determinar el estado inmunológico del hato, es dificil su interpretación en casos 

individuales. ya que puede dar resultados falsos negativos debido a que 2 a 5 meses después del 

aborto, los niveles de anticuerpos que eran elevados pueden disminuir a niveles muy parecidos a los 

de animales no infectados (19,94,95). 
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Prevención y Control: Hasta la fecha no se han podido establecer métodos de prevención y 

control satisfactorios de la Neosporosis bovina, debido a que se tiene insuficiente información de 

la biología del parásito sobre todo de su ciclo y forma de transmisión, aún sabiéndose que la 

transmisión congénita puede ser la más común si no es que la única en algunos hatos, sin embargo 

Thurmond y Hietala (96), sugieren las siguientes estrategias: 

Estrategias de control con respecto a la infecci6n congénita: 

Para reducir el riesgo de transmisión congénita, lo recomendable sería la eliminación de la 

paulatina de las vacas infectadas que pudieran parir becerros infectados y con ello garantizar la 

persistencia de la enfermedad por largo tiempo. Esto es posible si la prevalencia de la enfermedad 

en el hato es baja. La infección congénita también se puede reducir reemplazando poco a poco el 

hato solamente con vacas seronegativas .• Esta medida puede resultar menos costosa que la 

eliminación de animales (97). 

Estrategias de control en la transmisi6n posnatal: 

Para poder minimizar la transmisión posnatal vía posible huésped carnívoro definitivo, como cn 

los casos de Toxoplasmosis, lo recomendable sería romper con su ciclo de transmisión, evitando 

el contacto directo y la ingestión de la placenta, tejidos y fluídos fetales por parte del posible 

huésped definitivo, así como evitando la posible ingestión de heces por parte del ganado en el agua 

o en el alimento. Los huéspedes definitivos podrían ser aves, perros, gatos, ratas, ratones o 

coyotes. Las medidas de control deben incluir la eliminación de fetos abortados, becerros muertos 

y placentas, así como minimizar el número de gatos, perros o cualquier fauna nociva en la 

explotación. Para minimizar la posible transmisión a partir de la ingestión de tejidos o flllÍdos 

provenientes de abortos o partos de vacas infectadas. por vacas no infectadas. lo recomendable es 

tener parideros individuales, o separar a los animales positivos de los negativos durante los partos 

o quizás incluso durante la preiléz (38,96). 
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Recientemente se está trabajando experimentalmente con diferentes formulaciones de una 

vacuna inactivada para la prevención de la Neosporosis bovina, se ha encontrado que los títulos 

de anticuerpos contra Neospora varían de < 40 a 80 antes de la vacunación, y de 320 a 5120 dos 

semanas después de la vacunación, sin embargo todavía no se tienen resultados defInitivos (98). 

Tratamiento: Los fármacos que se han utilizado para inhibir el desarrollo de Toxoplasma gondzi 

en cultivos celulares también son efectivos para inhibir el desarrollo de Neospora canmum 

cuando se usan en concentraciones similares. EspecífIcamente, lasalocid sódico a 0.05 mglmL 

monensina sódica a 0.05 mglml, piritrexina a 0.01 mglml, pirimetamina a 0.05 mglml y 

trimetropin a 5 mglml son efectivos para prevenir el desarrollo de taquizoitos intracelulares dc 

Neospora caninum en cultivo de tejidos de monocitos de bovino, mientras que el amprolium 

ludroclorado a 10 mglml, sulfadiazina a 200 mglml y sulfamctoxalina a 200 rnglrnl no han sido 

efectivos. Experimentalmente se ha visto que la sulfadiazina en el agua de bebida previene la 

Neosporosis clínica en ratones experimentalmente infectados, no obstante no es efectivo cuando 

ya existen manifestaciones clínicas (8.9.43.83.99.100.101.102). 

Impacto económico: Las pérdidas económicas además de las directas por los abortos y muertes 

neonatales, se deben también al desecho prematuro de animales infectados y a la reducción en la 

producción de leche de las vacas abortadas e infectadas. En los Estados Unidos. las pérdidas 

asociadas a los abortos y a las muertes neonatales se estiman en 200 millones de dólares anuales 

aproximadamente (103). En un estudio realizado por Thurmond y Hietala (104), encontraron que la 

producción semanal de leche de liS vacas seropositivas fue significativamentc mcnor (2.:; 

libras/vaca/día) que el de las 254 vacas seronegativas estudiadas. 
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Neosporosis bovina en México: En México existe escasa infonnación sobre esta enfennedad entre 

los médicos veterinarios y productores pecuarios; además no se han realizado estudIOS 

epidemiológicos en vacas m en los fetos de bovinos abortados sospechosos de infección por 

Neospora debido a que el parásito no se conocía y no se dirigía el diagnóstico de aborto por 

Neospora a los diferentes laboratorios de diagnóstico veterinario en la República Mexicana. Existe 

un primer infonne de la enfennedad en el Noreste de México detectada por las lesiones encontradas 

en 6 fetos provenientes de un hato de 800 vacas, cuyos abortos se habían incrementado desde 1981. 

el diagnóstico fue realizado en los Estados Unidos (l05), Por otra parte en un estudio patológico de 

aborto en bovinos Holstein realizado por Delgado el al. (106) en la Comarca Lagunera, Torreón, 

Coahuila, encontraron de manera inesperada en un total de 30 fetos, que 22 (73,3%) de estos 

presentaban miocarditis no supurativa, como la lesión más evidente y asociada en 6 ocasiones a 

encefalitis no supurativa y se cree que se trataba de infección por Neospora sp,: sin embargo no se 

practicó la prueba de imnunoperoxidasa, Morales. el, al. (107), describieron el pnmer caso 

confinnado de aborto bovino asociado a Neosporosis realizado en México. diagnosticado a través de 

histopatología e irununohistoquímica, 

Justificación: Debido a la escasa infonnación de la Neosporosis bovina que se tiene en México, es 

necesario realizar investigaciones epidemiológicas para conocer con mayor profundidad el impacto 

que tiene esta enfennedad y para ello se deberán establecer técnicas diagnósticas rápidas )' 

conclusivas como son la inmunoperoxidasa en los fetos y la ELISA en las vacas y asi poder 

establecer medidas de prevención y control confiables y finalmente una posible tcrapeútica. 
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OBJETIVOS: 

OBJETIVO GENERAL: Generar información epidemiológica de la Neosporosis bovi"a en el 

Altiplano mexicano, mediante la identificación de Neospora caninum y sus lesiones características. 

así como por el aislamiento de éste agente a partir de tejidos fetales y mediante encuesta serológica 

en vacas, utilizando técnicas de diagnóstico validadas internacionalmente. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS: 

1. -Identificar a Neospora caninum y las lesiones asociadas al parásito en los tejidos de los fetos 

abortados mediante estudio histopatológico e inmunohistoquímico. 

2.- Realizar una encuesta serológica en vacas utilizando la técnica indirecta de ELlSA. 

3.- Establecer una técnica de aislamiento del parásito a partir de tejidos de fetos abortados cn cultivos 

celulares en Mé~ico. 

HIPOTESIS: 

Neospora caninum se encuentra difundida en el Altiplano mexicano representando una causa 

importante de aborto en bovinos. 
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MATERIAL Y METODOS: 

Criterio para la selección de fetos 

Se muestrearon 211 fetos de bovinos productores de leche procedentes del Altiplano mexicano. 

abortados entre el tercer y octavo mes de gestación, en las mejores condiciones, evitando en lo posible 

el estado de autólisis. Se inspeccionó la placenta y fluídos fetales, y se practicó la necropsia. En lo 

posible se obtuvieron las historias clínicas e historia reproductiva de las vacas en cuestión. 

Estudio Histopatológíco 

De las necropsias practicadas se tomaron muestras de cerebro y cerebelo, miocardio, músculo 

esquelético, hígado, pulmón. riñón y bazo. las cuales fueron fijadas en fommlina amortigll~d~ al 10% 

a pH 7.4 Y fueron procesadas por la técnica histológica de rutina para su inclusión en parafina. y 

tinción con hematoxilina y eosina (H.E.). Además se realizaron tinciones especiales complementarias 

de P AS Y Gram cuando se consideró necesario (108). Se estudiaron detenidamente al microscopio de 

luz las muestras de los órganos anteriormente mencionados buscando lesiones características y 

estructuras compatibles con el parásito. 

Estudio inmunohistoquímico 

Para el estudio inmunohistoquímico. se emplearon las secciones de cerebro. miocardio e hígado de 

53 de 73 fetos (73%) que presentaron lesiones características de Neosporosis, por ser los órganos 

más frecuentemente afectados, tomando en cuenta también a los tejidos más completos y mejor 

conservados. A estos tejidos se les practicó la técnica de inmunohistoquímica usando un Complejo 

Avidina-Biotina-Peroxidasa. siguiendo el método recomendado por el fabricante' como se describe ~ 

, VMRD, Inc. P.O. Box 502 NW 115 Slale SI. Pullman. WA 99163 
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continuación con el fin de identificar antígenos propios del parásito y poder diferenciarlo de 

parásitos que producen lesiones similares y son semejantes morfológicamente. 

Técnica de inmunoperoxidasa utilizada en tejidos fijados con formalina al 10% 

En esta técnica se utilizaron 3 reactivos, un anticuerpo primario. un anticuerpo secundario que estaba 

quimicamente ligado a la vitamina biotina, y un complejo de la glicoproteina avid.ma !Jgada a la 

biotina y peroxídasa. 

En este caso se utilizó un anticuerpo primario anti-Neospora caninum de origen caprino' un 

anticuerpo secundario biotinilado y un complejo avidina-blOtina pcroxidasa (ABPC); pam tu 

identificación de taquizoitos en el miocardio e lúgado y quistes de Neospora caninum o taquizoitos 

en el cerebro o cerebelo incluidos en paraíina. Se realizaron cortes de 3 fl111 de grosor de estos tejidos 

y fueron adheridos en laminillas preparadas con la solución adhesiva Polt-L-Lysina' para evitar el 

desprendimiento de los tejidos. 

Metodología 

Los tejidos se desparafinaron a una temperatura de 600 e durante 10 minutos y con xilol durante 10 

minutos. Para completar la desparafinación, las laminillas se lavaron con alcohol absoluto 3 veces. 

Para inhibir la actividad de peroxidasa endógena, las muestras se trataron con 3% de peróxido de 

hidrógeno en metanol durante 10 minutos. 

Para la rehidratación de los tejidos, las laminillas se sumergieron en alcoholes a diferentes 

concentraciones (95%, 80%, 70%) Y finalmente en agua desionizada. 

Se procedió a realizar digestión enzimática de los tejidos utilizando una solución de protcasa' diluída 

con solución de Tris al 0.1 % con pH de 7.6. durante 10 minutos a temperatura de 370 C. Esta 

'VMRD. Ine. P.O. Bo, 502 NW 115 Statc SI. Pullman. WA 99163 
, Dako CorporalÍoll. Carpintería. CA 930 13 USA 
4 Sigma Chemícal Company. P.O. Bo, 14508. SI. Louis. Míssouri 63178-0016 
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digestión se utilizó con el fin de exponer antígenos parasitarios intracelulares y se recomienda en 

tejidos que han permanecido en formalina por un tiempo prolongado. Después de la digestión, los 

tejidos se lavaron con agua.desionizadadurante 5 minutos y con una solución con pH de 7.6 (TTBS

HSlTx). 

Con el propósito de bloquear uniones de anticuerpos ¡nespecíficas, se utilizó un suero normal de 

conejo al 5%' diluido con solución de Tris pH 7.6. Este suero debe ser de la misma especie en la cual 

el anticuerpo puente o secundario fue hecho. Se procedió a aplicar el anticuerpo primario. en este 

caso anti- Neospora caninum producido en cabra diluido con solución de Tris pH 7.6 a una 

concentración de 1: 3000, durante 30 minutos a temperatura de 37° C, después de la incubación se 

realizó un lavado de las muestras con solución de TTBS-HSlTx. 

Posteriormente se aplicó el anticuerpo puente o secundario biotinilado producido en conejo diluido a 

una concentración de 1: 600, y se incubó durante 20 minutos a temperatura de 37° C. Después de la 

incubación, se realizó un lavado con solución de TTBS-HSlTx. 

Se procedió a aplicar el Complejo Avidia-Biotina-Peroxidasa diluido con solución de Tris pH 7.6. 

durante 20 minutos a temperatura de 37° C. La glicoproteína avidina tiene la habilidad de ligarse a 

cuatro moléculas de biotína, en forma no inmunogénica. Esta fuerte afinidad pcnnitió magnificar la 

reacción. Después de la incubación se realizó un lavado con solución de TTBS-HSITx. 

Después del lavado, se aplicó la enzima o cromógeno que permite revelar la reacción inmunológica. 

En este caso se utilizó una solución de Diaminobencidina (DAB); con peróxido de hidrógeno durante 

5 minutos a temperatura ambiente. Después de la aplicación de la enzima, se realizó un lavado con 

agua desionizada. 

, Zymed Laboratories, Ine. 458 Carllon Court. So. San Francisco. CA 94080 
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Finahnente los tejidos se lavaron con agua destilada, se contrastaron con Hematoxilina de Mayer, se 

deshidrataron con diferentes concentraciones de alcoholes y las laminillas se prepararon para la 

observación con el microscopio de luz. 

Las muestras se consideraron positivas cuando la totalidad de los microorganismos se tiñieron de 

color café ocre caractenstíco. 

Utilización de Testigos 

Para evaluar el proceso inmunológico y de teñido se utilizaron testigos positivos y negativos. Para los 

testigos negativos, no se aplicó el anticuerpo anti-Neospora caninum durante el proceso y este fue 

sustituido por suero normal de origen caprino. Los testigos positivos fueron secciones de cerebro de 

canideo que contenían grupos de taquizoitos de Neospora canmum, que demostraron una fuerte 

reacción positiva al aplicar el anticuerpo primario. Los testigos positivos fueron donados por la 

Universidad de Saskatoon. La siguiente tabla muestra las laminillas que fueron teñidas, la solUCIón 

usada JI los resultados obtenidos de una prueba válida. 

LAMINA SOLUCION 

Tejido problema anti- N. caninum 

Tejido problema sin anti- N. caninum 

Positivo comprobado anti- N. caninum 

Preparación del Buffer TTBS-HSIT x: 

Tizma-HCL 15.15 gro 6 

Tizma base 3.47 gro , 
Agua desionizada 1000 mI 
NaCI 20.29 gro 
10% Triton-X 2.5 mi ' 

RESULTADO 

? 

Negativo 

Positivo 

Preparación del Buffer Tris 0.05 M. pH 7.6: 

Trizma-HCL 
Trizma base 
Agua desionizada 

3.03 gm ' 
0.69 gm' 
500 mi 

6 Sigma Chemical Company. P.O.13ox 14508. SI. Louis. Missouri 63178-0016 
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Encuesta serológica 

Con el propósito de detectar vacas afectadas por Neosporosis, se realizó una encuesta serológica para 

la detección de anticuerpos. anti-Neospora caninum a través de la técnica indirecta de ELISA, para lo 

cual se muestrearon 1003 sueros de 50 hatos lecheros del Altiplano mexicano comprendiendo los 

estados de Hidalgo, Coahuila, Estado de México, Puebla, Chihuahua, Aguascalientes, Querétaro, 

Zacatecas, Jalisco, Durango y Guanajuato. 43 hatos, presentaban alta incidencia de abortos y los 7 

hatos restantes no presentaban problemas reproductivos aparentes o se encontraban en los rangos 

normales, por lo que fueron utilizados como testigo. Para ello se emplearon los reactivos y se siguió 

el método recomendado por el fabricante' que a continuación se describe: 

Metodologia 

1.- Anticuerpo: 

Se colocaron 50 microlitros de anticuerpo (suero) de cada vaca en microplacas de 96 pozos 

previamente sensibilizada con antígeno de Neospora caninum, utilizando una dilución 1 :50 con la 

solución de dilución. 

Las muestras se incubaron a temperatura ambiente por 20 minutos. 

Las mícroplacas se lavaron 3 veces con solución de lavado, usando el método tradiCional. 

asegurándose de evitar contaminación cruzada entre los pozos. 

2.- Conjugado: 

Se colocaron 50 microlitros por pozo de conjugado de cabra anti-IgGl,2 de bovino, peroxidasa de 

rábano picante (HRPO) diluído 1: 100 en solución de dilución. 

Las muestras se incubaron a temperatura ambiente por 20 minutos. 

Las microplacas se lavaron nuevamente 3 veces con solución de lavado. 

, VMRD. Inc. P.O. Box 502 NW 115 State SI. Pullman. WA 99163 
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3.- Substrato: 

Se colocaron 50 microlitros por pozo de substrato de peroxidasaTMB8 

Las microplacas se incubaron cubriendo con papel de estaño a temperatura ambiente durante 20 

minutos. Finalmente se añadieron 50 microlitros de solución para detener la reacción a cada pozo, 

mezclando suavemente el substrato y la solución. 

Para la interpretación, se utilizó un lector de EUSA, con un filtro de A. 620 nm. El pozo A 1 se 

consideró como blanco, los pozos A2 y A3 como testigos positivos y los pozos A4 y AS como 

testigos negati vos. 

4. - Interpretación de resultados : 

Se calculó el promedio de los valores de Oensidad Optica (0.0.) de los 2 testigos positivos I ( 0.0. 1 

+ 0.0.2)/2], Y éste valor se multiplicó por 0.35 para determinar el 35% de los testigos positivos. 

Si las muestras tenían valores > ó = a 35% de positividad se consideron como positivas para 

anticuerpos anti- Neospora caninum. 

Si las muestras tenían valores < a 35% de positividad, se consideraron negativas para anticuerpos 

anti- Neospora caninum. 

Para el análisis de los resultados, se determinó el número y porcentaje de animales seropositivos y 

seronegativos tanto de los hatos problema como de los hatos control y se obtuvo el indice de 

probabilidad (Odds Ratio = OR) para establecer la interacción entrc la respuesta serológica y d 

aborto. Para ello, los datos se colocaron en una tabla de contingencia de 2 x 2 y sc utilizó la siguiente 

fórmula: or = a/c : bId. Un índice de probabilidad de 1 indica un riesgo igual con respecto al aborto 

entre los dos grupos evaluados, índices mayores indican una relación más fuerte entre la 

seropositividad y el aborto (96, 103, 109). 

8 Kirkegaard Perry Laboratories. 2 Cessno Court. Gaithersburg, Maryland 20879-4174 USA 
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Aislamiento y cultivo del parásito 

Para el aislamiento del parásito, se siguió el protocolo de aislamiento de Comad el. al. (45). Se 

practicaron las necropsias de 28 fetos abortados y 2 neonatos sospechosos de la enfermedad. Los 

encéfalos fueron extraídos en forma aséptica, y la mitad del encéfalo se sometió a estudio 

histopatológico . e inmunohistoquímico para la confirmación de lesiones, taqUiZOltos o quistes 

parasitarios. La otra mitad del encéfalo se guardó en solución saturada de fosfatos (PBS), 

conteniendo 1000 U/mi de penicilina G y 100 mg/ml de estreptomicina" y se refrigeraron a 4 o C. Las 

muestras refrigeradas se mantuvieron por no más dc 15 días hasta que la infección por Nell.\f'o/'U 

camnum se confirmó a través de la histopatología e inmunohistoquímica. Sólo los casos positivos se 

procesaron pana inóculo en cultivo celular. Las muestras de conazón, músculo esquelético, hígado, 

pulmón, riñón y bazo sólo fueron procesadas para estudio histopatológico. 

Protocolo de aislamiento in vitro de Neospora caninum 

1.- La mitad de los cerebros afectados se maceraron con un mortero utilizando 25 mi de PBS esténl 

con antibióticos 10 y se filtró a través de una gaza estéril. 

2.- Alicuotas de 2 mi de cerebro homogeneizado se pusieron en lO mi de tripsina al 0.05%' )' se 

incubaron a 37 0 C durante 1 hora. 

3.- Después de la tripsinización, se centrifugó a 600 g durante 10 minutos para obtener la pastilla. el 

sobrenadante se decantó y la pastilla se resuspendió en 3 mi de medio RPMl1640, supkmcntado con 

L-glutamina y 10% de suero fetal de bovino'. Se realizaron 2 lavados más, según lo recomendado en 

el protocolo del primer aislamiento europeo de Neospora caninum (110). 

9 GlBCO BRL Products. Grand Island, NY USA 
lO GIBCO BRL Products. Grand 1S1and, NY USA 
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4.- Un mi de suspensión de cerebro se colocó en una botella de cultivo de 25 cm', con una monocapa 

de células Vero (células renales) y otro mi de suspensión de cerebro se colocó en una botella de 

cultivo de 25 cm 2, con una monocapa de células L929 (fibroblastos de ratón). 

5.- El inóculo se incubó toda la noche a 37°C con 5% de C02. La suspensión del cerebro se removió 

de la botella de cultivo, y la monocapa se lavó 3 veces con PBS estéril antes de adicionar 5 mI de 

medio de cultivo fresco'. 

6.- Los cultivos se examinaron todos los días con un microscopio de luz invertida para observar el 

posible crecimiento del parásito. El medío de cultivo se cambió de 2 a 3 veces por semana y no se 

realizaron pases de células. 

Para la confirmación de un posible aislamiento se utilizó el siguiente método: 

Las células del cultivo positivo se removieron con una solución de tripsina al 0.05%', se 

centrifugaron a 600 g durante 10 minutos, se lavaron con PBS' estéril y se centrifugaron 2 veces 

más. La pastilla obtenida, se distribuyó en varias laminillas, de las cuales la mitad se fijaron en 

alcohol para estudio inmunohistoquímico previamente descrito y la otra mitad se fijaron en acetona 

para estudio de inmunofluoresencia utilizando un antisuero policlonal anti-Neospora canmum 

conjugado con isotiocianato de fluoresceína y siguiendo el método recomendado por el fabricante" 

que a continuación se describe: 

1. - después de la fijación en acetona, las laminillas se secaron por 10 minutos a 37 oC. 

2.- Se aplicó de 50 a 75 pi de conjugado durante 30 minutos a 37 0 C en cámara húmeda. 

3.- Las laminillas se lavaron delicadamcnte con solución con p.H. 9.0 Y pemlQnecieron en esta 

solución durante 10 minutos. 

4.- Las laminillas se secaron. se montaron con glicerol y se observaron con un microscopio de luz 

ultravioleta. 

11 VMRD,lnc. P.O. Box 502 NW llS State Sr. Pullman. WA 99163 
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Análisis de resultados 

De los 211 fetos muestreados en los diferentes estados del Altiplano mexicano para estudio 

histopatológico, se obtuvo la frecuencia con la que se detectó la presencia de Neospora caninun y/o 

lesiones características asociadas a él, considerando el tipo, número y porcentaje de lesiones 

características de Neosporosis presentes en los diversos órganos e intensidad o grado de la lesión, 

clasificándose en discreta cuando la presencia de células inflamatorias o focos gliales en encéfalo 

eran escasas con o sin necrosis, severa, cuando la presencia de células inflamatoras o focos gliales 

eran abundantes con o sin necrosis y moderada, cuando la cantidad de células inflamatorías o focos 

gliales era intermedia entre el grado discreto y severo con el objetivo 10 X (lOO aumentos). También 

se determinó el número y porcentaje de fetos con lesiones compatibles con infección bacteriana, 

basándose en el tipo de lesiones que las bacterias ocasionan comúnmente en los fetos tales como 

bronconeumonías e infiltrados supurativos en diversos órganos, así como el número y porcentaje de 

fetos con lesiones compatibles con infección viral, basándose en el tipo de lesiones que los virus 

ocasionan comúnmente en los fetos tales como necrosis hepática multifocal, inclusiones virales. y 

meninmgitis no supurativa entre otras. Para el estudio inmunohistoquímico se obtuvo el número y 

porcentaje de 53 de 73 (73%) casos con lesiones características de Neosporosis, basándose en la 

reacción positiva para la identificación de taquizoitos o quistes en el encéfalo y la presencia de 

taquizoitos en el miocardio e hígado. Para la encuesta serológica, se determinó el número de sueros 

positivos y negativos por estado de los 50 hatos, así como el número y porcentaje de animales 

seropositivos y seronegativos tanto de los hatos problema como de los hatos testigo y se analizaron 

utilizando el indice de probabilidad (OR). Para el aislamiento del parásito, de los 30 casos 

trabajados, sólo 13 (43%) fueron procesados para aislamiento ya que fueron los que presentaron 

lesiones características de Neosporosis en encéfalo. 
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RESULTADOS: 

Histopatología 

Los resultados del estudio histopatológico se resÚlnen en los Cuadros 1 y 2 en donde se indica el 

número de fetos estudiados por estado y su diagnóstico, así como el tipo, número y porcentaje de 

lesiones características de Neosporosis encontradas según su grado de severidad 

respectivamente. De los 211 fetos, en 104 (49.28%), se pudo identificar la causa de aborto y en 

los otros 107 (50.71%) no se pudo determinar debido a que no presentaban ninguna lesión o los 

tejidos se encontraban autolizados, lo que dificultó la interpretación histológica. De los 104 

fetos, en 73 (70.19%), se encontraron lesiones características de Neosporosis. 2R (26.92%). 

presentaron lesiones compatibles con infección bacteriana principalmente bronconeumonías con 

o sin bacterias y en 3 (2.88%), se encontraron lesiones compatibles con infección viral, 2 con 

Diarrea Viral Bovina al encontrarse meningitis y neuritis del nervio óptico y 1 con 

Rinotraqueítis Infecciosa Bovina al encontrarse necrosis hepática multifocal con inclusiones 

intranucJeares. Las lesiones más significativas y constantes asociadas a Neosporosis se 

apreciaron en el miocardio, encéfalo, rugado y músculo esquelético. Cincuenta y ocho fetos 

(79.45%), presentaron miocarditis no supurativa multifocal o difusa de grado variable siendo el 

más frecuente el discreto, seguido por el moderado y el menos frecuente. el severo (Figura 1). En 

ningún caso se apreciaron taquizoitos en las fibras musculares con la tinción de rutina. Treinta y 

nueve fetos (53.42%), presentaron en encéfalo focos de gliosis y necrosis y en algunas 

ocasiones los focos de necrosis se rodeaban de células gliales y linfocitos con tendencia a formar 

granulomas (Figuras 2 y 3). No se encontró una localización de lesiones anatómica 

característica, sin embargo, éstas lesiones se encontraron con mayor frecuencia en la corteza 

cerebral, fueron multifocales y frecuentemente se encontraron cerca de vasos sanguíneos (Figura 
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4). En un caso, se apreció infiltrado linfocitario perivascular. Sólo en 6 fetos (8.21%) se 

apreciaron quistes parasitarios de diferentes tamaños con múltiples bradizoitos en su interior de 

forma oval a redonda intraneuronales o extraneuronales de pared gruesa, siendo PAS positivos, 

los cuales fluctuaron de 21 x 21 11m el más pequeño hasta 49.5 x 33 11m el más grande 

(Figura 5). Sólo en un caso se observó reacción inflamatoria alrededor de un quiste con cambios 

degenerativos. Con la tinción de H.E. no fue posible detectar taquizoitos libres o en grupos. El 

grado de lesión también fue variable, siendo el más frecuente el discreto, seguido por el 

moderado y el menos frecuente el severo. Cabe señalar que sólo se contó con 44 cerebros de los 

73 casos (60%) debido a que los 29 restantes no fueron remitidos al laboratorio. Treinta y nueve 

fetos (53.42%), presentaron hepatitis periportal no supurativa también de grado variable siendo 

el más común el discreto, y en algunas ocasiones se encontraron focos de necrosis distribuídos al 

azar (Figuras 6 y 7). No se identificaron estructuras parasitarias con la tinción de rutina. 

Diecinueve fetos (26.02%), presentaron miositis no supurativa multifocal por lo general de 

grado discreto y tampoco se identificaron estructuras parasitarias. Cabe señalar también que 

sólo se contó con el tejido muscular esquelético de 20 fetos (27%), ya que las 53 muestras 

restantes de éste tejido, tampoco fueron remitidas al laboratorio. Sólo en 3 casos (4.10%). sc 

apreció una reacción inflamatoria discreta en pulmón. compuesta por macrófagos alveolares y 

algunos linfocitos, que no se consideró significativa. En las secciones de riñón y bazo. no se 

encontraron alteraciones siguificativas. 

Se pudo obtener las frecuencias por edad y sexo de sólo 47 de los 73 fetos (64%)s con lesiones 

características de Neosporosis, las cuales se resumen en el Cuadro 3. 
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CUADRO 1 

CAUSAS DE ABORTO IDENTIFICADAS POR HISTOPATOLOGÍA EN DIFERENTES ESTADOS. 
DE MÉXICO 

Estado Neosporosis Bacteriano Viral Ident. % No Ident. % 

Hidalgo 38 21 O 59 53 53 47 

Coahuila 29 2 O 31 57 23 43 

Querétaro 1 3 O 4 22 14 7& 

Guanajuato I 1 O 2 29 5 71 

Durango O 1 1 2 29 5 71 

~ 2 O 1 3 50 3 SO 

Jalisco O. O I 1 SO 1 50 

Edo.deM6t 1 O O 1 50 1 50 

Tamaulipas O O O O O 1 lOO 

Tlaxcala 1 O O 1 lOO O O 

Chihuahua O O O O O 1 lOO 

TOTAL 73 28 3 104 49 l07 51 

-- -- -
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. InterlSidad 
o grado 
Discreta 

Moderada 

Severa 

TOTAL 

CUADRO 2 

TIPO DE LESIÓN Y SEVERIDAD EN DIVERSOS ÓRGANOS 
(NÚMERO DE CASOS Y PORCENTAJE) 

Gliosis/N ecrosls Miocarditis Hepatitis Miositis 

28 (72%) 26 (45%) 26 (67%) II (58%) 

9 (23%) 21 (36%) II (28%) 6 (32%) 

2 (5%) 11 (19%) 2(5%) 2 (10%) 

39 58 39 19 

CUADRO 3 

FRECUENCIAS POR EDAD Y SEXO DE 47 FETOS CON LESIONES 
CARACTERÍSTICAS DE NEOSPOROSIS 

• 
Promedio de edad 5.46 meses 

1 gestacional 
Moda 5 meses 

Mediana 5 meses 

Edad mayor 8 meses 

Edad menor 3 meses 

No. de machos 26 

No. de hembras 21 

Total 47 

29 



Inmunohistoquímica 

Los resultados de este estudio se resúmen en el Cuadro 4 en donde se indica el número y 

porcentaje de casos positivos y negativos en encéfalo, miocardio e hígado. De los 53 de los 73 

fetos (73%) con lesiones características de Neosporosis a los que se les practicó 

inmunohistoquímica en encéfalo, miocardio e hígado, se pudieron identificar antígenos 

parasitarios en 41 fetos (78%), de los cuales en 19 (46%), se localizaron en 1 órgano, en 15 

(37%), en dos órganos y en 7 (17%) en los 3 órganos estudiados. En lo que respecta a encéfalo, 

solamente en 2 casos (4%) se identificaron quistes parasitarios, los que se tiñieron 

completamente de color café ocre y en ningún caso se encontraron lesiones asociadas a ellos 

(Figura 8). Taquizoitos fueron identificados en 19 casos (36%) encontrándose aislados o 

principalmente en grupos asociados o no a focos de gliosis y necrosis (Figura 9). En miocardio 

se identificaron taquizoitos en 24 casos (45%) principalmente dentro del sarcoplasma y 

asociados a infiltrado inflamatorío y/o áreas de necrosis (Figura 10). En un caso, se identificó un 

quiste dentro de una célula nerviosa propia de la inervación del miocardio (Figura 11). Con lo 

que respecta al hígado, se identificaron grupos de taquizoitos generalmente asociados a focos de 

necrosis en 25 fetos (47%) (Figura 12). En el hígado se encontraron con mayor frecuencia 

taquizoitos, seguido por el encéfalo y menos frecuentes en el miocardio. 

En algunos casos no se practicó la irununohistoquimica en 1 o 2 órganos, debido a quc no se 

contó con ellos o a que se encontraban en mal estado de conservación. 
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CUADRO 4 

INMUNOHISTOQUlMICA PARA Neospora caninum EN ENCÉFALO, MIOCARDIO 
E HÍGADO DE 53 FETOS CON LESIONES CARACTERÍSTICAS DE 

NEOSPOROSIS 

Encéfalo Miocardio Hígado 

Taquizoitos Quistes Taquizoitos Taquizoitos 

No. % No. % No. % No. % 

Positivo 19 36 2 4 24 45 25 47 

Negativo 17 32 24 45 16 30 

No determinado 15 28 5 10 12 23 

TOTAL 53 53 53 
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Encuesta serológica 

Los resultados de la encuesta serológica se resúmen en los Cuadros 5 y 6 en donde se indica el 

número de sueros positivos y negativos estudiados por estado de los 50 hatos, así como el 

número y porcentaje de animales seropositivos y seronegativos tanto de los hatos problema como 

de los hatos testigo!. De los 1003 sueros estudiados en los 50 hatos, 561 (56%) resultaron 

positivos y 442 (44%) negativos. Los resultados de los hatos problema y testigo fueron los 

signientes: En los hatos problema, 404 sueros (72%) resultaron positivos y 159 sueros (28%) 

resultaron negativos, mientras que en los hatos testigo, 157 sueros (36%) resultaron positivos y 

283 sueros (64%) resultaron negativos. El índice de probabilidad (OR; Odds Ratio) fue de 4.5 

(3.49, 5.47) con 95% de confianza, lo que índica que la probabilidad de abortar en los hatos 

problema en este caso eS de 4.5 veces más que en los hatos control, por lo que se concluye que 

existe una fuerte asociación entre la seropositividad hacia la presencia de anticuerpos anti

Neospora caninum y el aborto. 
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CUADRO 5 

DETECCIÓN DE ANTICUERPOS ANTI- Neospora caninum EN 50 HATOS DEL ALTIPLANO MEXICANO 

Estado Total de 
Hatos 

Hidalgo 23 

Coahuila 5 

Edo. de México 5 

Puebla 4 

Chihuahua 2 

Aguascalientes 4 

Querdaro 3 

Zacatecas 1 

Jalisco 1 

Durango 1 

Guanajuato I 

TOTAL 50 

No. de Hatos 
Problema 

22 

4 

4 

2 

2 

3 

3 

l 

1 

O 

1 

43 

No. de Hatos 
Control 

I 

I 

I 

2 

O 

l 

O 

O 

O 

1 

" , , 

O 

7 

No. Total de No. y%de 
Sueros Sueros 

positivos 

262 189 (72) 

191 89 (47) 

174 102 (59) 

lIS 45 (39) 

40 25 (63) 

145 58 (40) 

34 24 (71) 

20 13 (65) 

12 11 (92) 

5 I (20) 

5 4 (80) 

1003 561 (56) 

No.y%de i 

Sueros 
Negativos I 
73 (28) 

I 

.102 (53) 

72 (41) 
I 
I 

70 (61) 

15 (37) 
, 

87 (60) 

10 (29) , 

7 (35) 

1 (8) 

4 (80) 

1 (20) 

442 (44) 



CUADRO 6 

DISTRIBUCIÓN DE LA SEROPOSITIVIDAD EN HA TOS PROBLEMA Y HA TOS 
TESTIGO 

(NÚMERO Y PORCENTAJE) 

Hatos Problema Hatos Testigo TOTAL 

No. % No. % 

Seropositivos 404 (72) 157 (36) 561 

Seronegativos 159 (28) 283 (64) 442 

TOTAL 563 440 1003 

OR (95% Intervalo de Confianza) = 4.5 (3.49, 5.47) 

Como resultados complementarios, se analizaron 32 sueros de vacas incluídos en la encuesta 

serológica a cuyos fetos se les practicó histopatología, y se determinó la correlación de los 

resultados de serología e histopatología, así como la sensibilidad y especificidad de los 

resultados serológicos con respecto a los resultados de histopatología. Los resultados se resumen 

en la siguiente tabla de contingencia de 2 x 2. 

CUADRO 7 

CORRELACIÓN DE 32 CASOS POR HISTOPATOLOGÍA y SEROLOGÍA 

Seropositivos 

Seronegativos 

TOTAL 

Sensibilidad = 95% 
Especificidad = 20% 

Con lesiones 

21 

I 

22 

Sin lesiones TOTAL 

8 29 

2 
, 
.) 

ID 32 
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De los 21 casos de vacas seropositivas y cuyos fetos tenían lesiones características de 

Neosporosis, y que además se les practicó inmunohistoquímica, en 17 de· ellos (81 %) se 

identificaron antígenos parasitarios. 

Aislamiento in vitro y características de crecimiento 

De los 30 casos trabajados para aislamiento, extrayendo el encéfalo en forma aséptíca, sólo en 

13 (43%), se identificaron lesiones de Neosporosis, quistes parasitarios o ambos; y éstos fueron 

trabajados para aislamiento. Unicamente en un cultivo hubo crecimiento de taquizoitos. Este 

aislamiento exitoso se obtuvo a partir del encéfalo de un feto de 7 meses de gestación, macho, el 

cual no presentaba lesiones nticroscópicas detectables en ningún órgano, sin embargo se 

encontró un quiste parasitario de 22 x 23.1 )lm el cual se encontraba en buen estado de 

conservación al igual que el tejido nervioso por lo que se decidió trabajarlo para aislamiento. 

aunque no se detectaron antígenos parasitarios con la inmunohistoquímica. A los 15 días de 

incubación, se detectaron alteraciones tanto de las células Vera como en las L929. Estas 

alteraciones consistieron en la presencia de vacuo las citoplasmáticas de diferentes tamaños) la 

tendencia de las células de cambiar de alargadas a esféricas. A los 23 días después de la 

inoculación de las células, se apreció una moderada cantidad de taquizoitos, los cuales salían de 

algunas células y nadaban en el medio de cultivo con movimientos amiboidcos (Figura 13). En 

otras células se apreciaba movimiento dentro de vacuolas citoplasmas. Algunos taquizoitos 

extracelulares aparentemente se encontraban unidos. Después del día 23, se apreció un buen 

crecimiento de taquizoitos y solamente se agregó medio de cultivo fresco (RPMI 1640 con 5% 

de suero fetal), 3 veces por semana sin agregar células nuevas Los taquizoitos libres en los 

medios de cultivo de desecho, se utilizaron para infectar a nuevas monocapas de células y 
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aparentemente se tuvo éxito, sin embargo y desafortunadamente, alrededor de los 2 meses de la 

detección de los parásitos, se detectó un decremento en el crecimiento de estos hasta llegar a 

perderse. Para la confirmación del aislamiento, se practicó inmunohistoquímica e 

inmunofluorescencia de cultivos infectados a partir de la remoción de las células de las botellas 

de cultivo y ambas pruebas resultaron positivas. En la inmunohistoquímica se apreció una 

moderada cantidad de taquizoitos principalmente extracelulares con la clásica forma de "coma" 

y teñid~s por completo de color café ocre (Figuras 14 y 15). En la inmunofluorcsccncia se 

apreció también una moderada cantidad de taquizoitos detectados por la luz ultravioleta los 

que presentaban forma característica (Figura 16). En algunos de los inóculos en los cuales no 

hubo crecimiento, sólo se apreciaron cambios citopáticos cn las células. probablemente debido a 

envejecimiento. 
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DISCUSIÓN: 

Los resultados del estudio histopatológico, son muy semejantes a lo indicado en la literatura 

mundial y puede concluirse que los tejidos que se afectan con mayor frecuencia y que nunca 

deben faltar para un buen diagnóstico de Neosporosis son SNC, el t~ido muscular cardíaco y 
J 

esquelético, y el hígado (11,13,14,72,73). 

La miocarditis no supurativa fue la lesión más frecuente encontrálldose en 58 fctos y el grado de 

lesión más común en este tejido fue el discreto. Barr el al. (13), Dubey y Lindsay (19) y 

Wouda el al. (90), indican que en general la miocarditis tiende a ser severa. sin embargo esta se 

enmascara fácilmente por cambios autolíticos y que con frecuencia el grado de autólisis es 

mayor que en otros órganos. A diferencia de este estudio, en la mayoría de los casos la 

miocarditis fue discreta, sin embargo, en algunos casos también había autólisis avanzada. En 

ningún caso fue posible la identificación de taquizoitos en las fibras musculares con la tinción de 

rutina, lo cual demuestra una vez más la dificultad que se tiene para identificar con seguridad 

las estructuras parasitarias sin utilizar la inmunohistoquímica. En estudios previos, sólo sc 

infonna de la presencia de taquizoitos en fibras musculares del miocardio (72) Y no de la 

presencia de quistes parasitarios en células nerviosas, sin embargo, en este estudio se logró 

encontrar un quiste parasitario en una de éstas células en un feto proveniente de gestación 

gemelar de 8 meses, que fue identificado a través de la inmunohistoquímica. Este hallazgo se 

considera de importancia y se sugiere tomarle en cuenta para el diagnóstico. Aparentemente es 

más fácil identificar taquizoitos en neonatos que en fetos, con linción de rutina. 

Las lesiones en SNC por lo general fueron de discretas a moderadas y de distribución multifocal. 

Con anterioridad, en la literatura mundial no se habia informado de una localización anatómica 

específica de lesiones en SNC (19), sin embargo en este estudio, se localizaron con mayor 

frecuencia en la corteza del encéfalo, lo cual es semejante a lo recientemente encontrado por 
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Helman el al. (111), quienes realizaron un estudio histopatológico con énfasis en la distribución 

de lesiones en el encéfalo en 6 fetos, encontrando que las lesiones se localizan de mayor a menor 

frecuencia en el cerebro, médula oblongada y cerebelo. Los quistes parasitarios, concordando 

con lo informado por otros autores (8,19), fueron escasos y la mayoria exceptuando uno. no 

presentaban reacción inflamatoria por parte del húesped lo cual indica que posiblemente éstos 

estaban viables e integros antes de la muerte del feto, sin embargo frecuentemente no se 

conservan en buen estado debido a la autólisis. Posiblemente en el único quiste en el quel se 

apreció reacción inflamatoria no supurativa alrededor de él, se deba a que hubo ruptura de su 

pared, d~ando escapar antígenos que fueron reconocidos por el sistema inmunológico. lo cual 

también es propuesto por Dubey (8,9) y Dubey el al. (21). En la mayoria de los fetos, sólo se 

encontraron focos necróticos y reacciones gliales e inflamatorias asociadas o no, a la presencia 

de estructuras parasitarias, sin encontrarse una reacción inflamatoria no supurativa perivascular 

franca, lo que sugiere que el sistema inmunológico de estos fetos no detectó del todo a los 

parásitos. Sólamente en un caso, se apreció infiltrado linfocitario perivascular encontrándose en 

el feto de mayor edad, lo que puede estar asociado a la madurez del sistema inmunológico en 

este feto, explicación previamente propuesta por Ogino el. al. (54). Desafortunadamente en el 

presente estudio no se contó con muestras de médula espinal, ya que algunos investigadores 

indican que es un lugar en donde se pueden encontrar con- frecuencia quistes parasitarios y 

lesiones de Neosporosis (l9,3S). En ningún caso se encontraron hemorragias en el parénquima 

cerebral, hallazgo que si ha sido indicado por Dubey el. al. (69) y Dube) y Lindsay (73). 

El hígado fue otro de los órganos afectado y frecuentemente asociado a lesiones nerviosas y 

musculares. La hepatitis no supurativa con tendencia periportal, se consideró muy característica 

ya que esta distribución fue consistente en todos los casos y solamente en pocos casos se 

acompañó de focos de necrosis. Barr el al. (13) identificó 2 patrones de inflamación en el 
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hígado, en 43 de 77 fetos (56%) el infiltrado inflamatorio fue periportal y en 27 de 77 fetos 

(35%) hubo necrosis hepatocelular. En pocos casos se encontraron ambas lesiones juntas, al 

igual que en el presente estlldio. 

El muestreo de músculo esquelético se consideró relevante para el diagnóstico de Neosporosis cn 

este estudio, ya que en 19 de 20 casos en los que se pudo obtener muestras de este tejido, se 

encontró miositis no supurativa independientemente de la localización de la muestra, por lo que 

se sugiere revisar este t~ido en casos sospechosos de Neosporosis. En ninguna de las muestras 

se encontraron estructuras parasitarias con la tineión de rutina. 

Por otra parte, el promedio de edad gestacional de los 47 fetos de los cuales se pudo obtener este 

dato, fue de 5.46 meses, siendo igual al registrado por Anderson el al. (12) en California. Esto 

confirma una vez más que el aborto en esta cnfermedad se presenta con mayor frecucncia cntrc 

el cuarto y sexto mes de gestación. Los 2 fetos de menor edad en este estudio tenían 3 meses de 

gestación y hasta la fecha, no se ha registrado el aborto en fetos de menor edad, sin embargo, 

Dubey y Lindsay (19), indican que esto se puede atribuir a que los productos de uno)' 2 mcses 

de gestación que probablemente mueran en el útero. pueden ser reabsorbidos y las vacas podrían 

entrar en estro otra vez. 

En lo que respecta al estudio inmunohistoquímico. se puede concluir que fue de gran ayuda para 

el diagnóstico, resultando ser una técnica confiable con la que se identificaron antigenos 

parasitarios en 41 de 53 fetos estudiados (78%). encontrándose positividad por lo menos en un 

órgano. Este porcentaje es parecido al encontrado por Wouda el al. (90) quienes a través de la 

irunonohistoquímica confirnlaron la presencia del parásito en 68 de 80 fetos estudiados (85%). 

El hígado fue el tejido en el que se identificaron antigenos parasitarios con mayor frecuencia y 

en mayor cantidad, encontrándose en 25 casos de 41 hígados estudiados (61 '~',,). eslo illdi¡;~1 c¡ue 

en cstc tejido e"istcn grandes posibilidades de identificar con facilidad antígenos parasitarios 
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Los grupos de taquizoitos se encontraron asociados o no, a la reacción inflamatoria o a la 

necrosis. El encéfalo fue un órgano importante para confirmar la presencia de grupos de 

taquízoítos principalmente. y quistes parasitarios, y aunque estos fueron escasos se pudieron 

identificar en 22 de 38 encéfalos estudiados (58%). En los dos casos en los cuales se 

identificaron quistes parasitarios, estos se encontraban sin ninguna reacción inflamatoria o glial 

alrededor. Los taquizoitos se encontraron asociados o no, a lesiones necróticas, inflanmtorias o 

gliales. En el miocardio fue en donde con menor frecuencia se pudieron identificar antígenos 

parasitarios a través de la inmunohistoquimica ya que sólo se identificaron estructuras 

parasitarias en 24 de 48 casos (50%), esto posiblemente se deba a que el miocardio se autoliza 

con facilidad y dificulta el diagnóstico inmunohistoquírnico. Por otra parte a través de la 

inmunoperoxidasa se pudo identificar un quiste parasitario en una célula nerviosa propia de la 

ínervacíon del miocardio, hallazgo que no se habia informado con anterioridad. 

Estos resultados difieren un poco con respecto a lo encontrado por Wouda el al. (90) en el 

cerebro e hígado, ya que el porcentaje de positividad a través de. la inmunohistoquímica fue 

mayor en el encéfalo (89%) que en el hígado (26°;',). sin embargo d presente estudio \ el de 

Wouda el al (90) son semejantes en lo que respecta a los resultados obtenidos en el miocardio. 

ya que fue el tejido en donde se identificaron con menor frecuencia antigenos parasitarios (14%) 

De acuerdo a los resultados del presente estudio se sugiere que en caso de encontrar lesiones 

microscópicas características de Neosporosis se practique la inmunohistoqulmica en el cerebro. 

el hígado y el miocardio, ya que además de ser los órganos más afectados se incrementa la 

posibilidad de identificar estructuras parasitarias en por lo menos uno de éstos órganos y asi 

poder confirmar que la causa del aborto se asoció realmente a N~'Osporosis. 

Además, estudios previos realizados por Lindsay y Dubey (5), indican que el método del 

Complejo Avidina Biotina Peroxidasa (CABP) utilizando anticuerpos primarios especificos. 
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puede diferenciar estructuras parasitarias de Toxoplasma gondii y Neospora caninum, siendo 

una técnica altamente específica para Neospora caninum. Sin embargo, se tiene que tomar en 

cuenta que el éxito de la técnica de ínmunoperoxidasa dependerá de factores tales como tiempo 

de fijación de los tejidos en formalina al 10%, grado de autólisis de los tejidos, la cantidad de 

antígenos presentes y aspectos técnicos tales como tiempos de incubación durante el desarrollo 

de la técnica y el grado de digestión de los tejidos por tripsina o pepsina entre otros (19, 112). 

En lo que respecta a la encuesta serológica, se demostró claramente que la enrermedad está 

ampliamente difundida en México, al encontrarse una seropositividad elevada (72%) en hatos 

con problemas reproductivos, además de que en los hatos en los cuales aparentemente no se 

- presentaba alta frecuencia de abortos, también se encontró seropositividad del 35%. lo cual 

indica que animales seronegativos se encuentran en riesgo de ser infectados en cualquier 

momento, en caso de que el agente etiológico se encóntrara en el medio ambiente, aunque no ha 

sido demostrado. El indice de probabilidad (OR) de 4.5 en este estudio indicó una fuerte 

asociación entre la seropositividad anti-Neospora caninum y el aborto, esto es de tomarse en 

cuenta porque aunque no todas las vacas seropositivas abortan, algunos estudios indican que el 

riesgo de aborto de una vaca infectada puede ser de 2 hasta 6 veces mayor que las vacas no 

infectadas dentro del mismo hato, considerándose como aborto endémico (65.1 03). Por olra 

parte, estudios realizados por Paré el al. (65,113) demuestran que la infeoción congénita ocurre 

entre el 78 y el 90% de las vacas seropositivas, al determinar anticuerpos en suero de becerros 

pre-calostrados nacidos de madres seropositivas. En otro estudio seroepidemiológico realizado 

en 4 hatos, 2 con aborto epidémico (hatos I y 2) Y 2 con aborto endémico (h<l105 3 ) .¡ l. se 

encontró seropositiviodad en 20 de 34 vacas (58.8%) que habían abortado y en 8 de 45 vacas 

(17.17%) que no habían abortado en los hatos 1 y 2, mientras que para los hatos 3 y 4,10 de 12 

vacas (83.3%) con Neosporosis confirmada, tuvieron becerros seropositivos y solamente l de 28 
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vacas seronegativas (3.6%) tuvieron becerros seropositivos. Los autores sugieren que las vacas 

que abortaron un feto infectado con Neospora caninum, probablemente se habían infectado por 

vía congénita y que el aborto no había sido consecuencia fue una consecuencia de una 

exposición reciente al agente presente en el medio ambiente (J 14). Estos autores encontraron 

también una baja incidencia de infección posnatal por Neospora caninum en la evaluación de 2 

hatos en California (1.1 % Y 2.3%). 

Tomándose como resultados verdaderos los de histopatología, con respecto a la correlación 

observada en 32 casos, entre el estudio histopatológico en fetos y el serológico en sus madres 

(Cuadro 7), se obtuvo una sensibilidad del 95% Y una especificidad del 20% Esto indica que la 

mayoría de las vacas con fetos que presentaron lesiones características de Neosporosis. 

resultaron seropositivas (21/22), y que en menor medida en fetos que fueron abortados de 

madres seropositivas, no fue posible detectar lesiones (8/29). Por otro lado, en 17 de los 21 fetos 

(81%) cuyas madres fueron seropositivas y que presentaron lesiones características de 

Neosporosis (Cuadro 7), fue posible detectar antígenos parasitarios a través de la 

irununohistoquímica por lo menos en un órgano, por lo que se puede concluir en este estudio, 

que la técnica de ELISA fue de gran utilidad para identificar animales infectados y que existe 

una buena correlación entre ésta técnica y la histopatología positiva y a su vez entre la 

histopatología y la inmunohistoquímica pudiendo confinnar que el aborto se atribuyó a 

Neosporosis, sin embargo en caso de no encontrar lesiones en el feto, no se puede asegurar de 

que el aborto se asoció a Neosporosis, aunque es probable que la vaca esté infectada. Esto 

podría deberse a varios factores tales como: que los parásitos no habían llegado al feto, la dosis 

infectante fue b!\ia, no se hubieran multiplicado en fonna activa provocando necrosis. no fueron 

renonocidos quizá por utilizar mecanismos de evasión de la respuesta inmunológica del huésped. 

a que el proceso de autólisis enmascaró las lesiones en caso de ser leves. a que las muestras no 
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fueron representativas y finalmente a un resultado falso positivo de la técnica de ELISA. En el 

único caso en donde el resultado serológico fue negativo y se encontraron lesiones en el feto, 

podría considerarse un estado de inmunosupresión de la madre al momento de tomar la muestra 

para el análisis. En resúmen se podría concluir que el encontrar lesiones características de 

Neosporosis en fetos, así como antígenos parasitarios a través de la inmunohistoquímica en estos 

fetos aún sin saber el estado inmunológico de la madre es una prueba altamente conftable de que 

esta está infectada, sin embargo el no encontrar lesiones en el feto abortado de una madre 

seropositiva no significa que esta no está infectada. Cabe mencionar que los reactivos utilizados 

para la realización de la ELISA en este estudio, refieren una sensibilidad relativa del 96.9% y 

una especificidad relativa de 97.8%, determinadas a través de la comparación de resultados de 

ésta técnica e IF de 413 animales estudiados, siendo 134 positivos por IF12
. Los resultados de 

este estudio varían un poco con respecto a lo encontrado en un estudio realizado en 1996 por 

Reiche1 y Drake (96), cuyo objetivo fue comparar los resultados de histopatología y serología a 

través de ELlSA e IF de 119 fetos. sueros matemos y fluidos fetales, en donde la correlación 

(K= Kappa) entre ELISA en fluídos fetales e histopatologia fue de K= 0.37; e IF en fluidos 

fetales e histopatología de K= 0.39, considerándose como pobre en ambos casos. Sin embargo 

existió un alto grado de correlación entre los resultados de EUSA e IF en fluidos fetales siendo 

de K="0.96 y también una buena correlación K = 0.79 entre ELISA e IF de sueros matemos 

con respecto a fluídos fetales. En este estudio se comenta que la poca correlación entre la 

histopato10gía y la serología del feto se puede deber a varios factores: Serologia negativa e 

histopatología positiva se puede asociar al estado inmunocompetente del feto o la poca edad 

gestacional en donde no es posible detectar niveles de anticuerpos anti- Neo.\f!ora C'aninllfrl antes 

de presentarse el aborto. Esta explicación también es sustentada por Barr el al. (92) en estudios 

12 Comunicación personal de Thomas P. Kellncr. D.V.M. Marketing and Tcchnical Scn·iccs. VMRD. Ine 
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realizados en Califomia, quienes encontraron que la· seropositividad está relacionada 

directamente con la edad gestacional, en donde fue menor (21 %) en fetos hasta de 5 meses de 

gestación y mayor (93%). en fetos entre 8 y 9 meses de gestación. Mientras que serología 

positiva e histopatología negativa puede deberse a que no se detectaron pequeñas lesiones 

focales en el feto debido a un estado avanzado de autólisis de los tejidos o a la selección de la 

muestra y número de cortes analizados. Los autores también comentan que una vaca 

seropositiva no siempre aborta o que otros agentes causales también pueden estar implicados en 

el aborto de una vaca reactora a Neospora caninum. Al respecto Thurmond y Hietala (96), 

indican que teóricamente otras condiciones o enfermedades pueden afectar el cstado 

inmunológico de la vaca y favorecer la exposición del feto a los taquizoitos de Neo.'pora 

caninum. aunque esto no ha sido demostrado. Ejemplos de estas enfermedades podrfan ser 

Diarrea Viral Bovina o la exposición a micotoxinas. Los autores también mencionan que el 

encontrar Neospora caninum en los fetos da una idea de la prevalencia de este agente en el hato 

y que no necesariamente es el agente causal primario del aborto, y por otro lado el estado 

serológico del hato debe ser utilizado para obtener información del riesgo de aborto atribuible a 

infección por Neospora caninum (96). Es preciso señalar que en algunos casos de becerros con 

y sin signologia nerviosa, seropositivos y provenientes de madres infectadas seropositlvas. no S~ 

encuentran lesiones visibles al microscopio óptico. esto podría deberse a que hubo una 

exposición del feto al agente en útero en una edad gestacional tempranao o a la utilización de 

posibles mecanismos de evasión de la respuesta inmune utilizados por el parásito que impidan su 

identificación a nivel de los tejidos. Existe una publicación en la cual se describe el primer 

aislanliento exitoso de Neospora caninum in vitro en Suecia proveniente de un becerro 

seropositivo, en el cual no se encontraron lesiones histológicas en ningún órgano y tampoco se 

identificaron estructuras parasitarias con la tecnica de inmunohistoquímica (82). 
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Con lo que respecta al aislamiento del agente, existen escasos informes al respecto a nivel 

mundial por lo que el aislamiento exitoso realizado en México, se consideró de gran importancia. 

El éxito de este aislamiento se atribuye a varios factores los cuales ya fueron cxpuestos 

previamente por Dubey y Lindsay (19) Conrad el al. (45) y Stenlund el al. (82) Algunos de los 

factores que posiblemente contribuyeron de manera sustancial en el aislamiento fueron los 

siguientes: la edad gestacional del feto. Dubey y Lindsay (19) indican que el aislamiento puede 

ser más exitoso si se realiza a partir de fetos a término o en neonatos debido a que en éstos e'osto 

mayor probabilidad de encontrar quistes parasitarios en SNC, siendo más resistentes j 

posiblemente vivan más que los taquizoitos en otros tejidos. En este caso, el feto fue de 7 mcses 

de gestación. Otro de los factores que se consideró relevante fue que el encéfalo a partir del cual 

se realizó el inóculo estaba en buen estado de conservación y además el quiste parasitario que se 

localizó a través de la histopatología no presentaba reacción inflamatoria o glial alrededor de él 

y no se encontraron lesiones significativas en ningún órgano. lo que indica que se encontraba aún 

en buen estado al momento del aborto. Al respecto Conrad el al. (45) comenta que un requisito 

importante para lograr el aislamiento es que en el tejido encefálico exista un grado mínimo de 

aulólisis. Otro factor que se consideró importante file que el inóculo se realizó a los 5 días de 

haber extraído el encéfalo en forma aséptica y éste conservó a temperatura de 4 ° e en PBS con 

antibióticos, lo que retardó la descomposición y evitó la contaminación microbiana. El tiempo 

que transcurre desde el momento del aborto hasta la preparación del inóculo se considera de vital 

importancia ya que entre menos tiempo transcurra entrc <.:stos dos <':WJltos "-"1St" mayor 

posibilidad de encontrar parásitos viables. Lindsay el al. (l15) comentan que los qUistes 

parasitarios pueden permanecer viables por 14 días a temperatura de 4°C. Finalmente otro 

factor que se consideró de importancia fue que el cultivo celular no se contaminó con otros 

microorganismos. Es preciso señalar que los taquizoitos se apreciaron a los 2:1 días pos-
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inoculación en ambas líneas celulares (células Vero y L929), lo que indica que los parásitos se 

pudieron adaptar a ambas líneas celulares. Al respecto Dubey y Líndsay (19) comentan que los 

taquizoitos de Neospora canmum pueden crecer en varias líneas celulares y aprarentemcntc el 

tipo de línea celular escogida no es crítico para el éxito del aislamiento. En este aislamiento se 

puede reforzar este concepto. Desafortunadamente no se pudo mantener el crecimiento de los 

parásitos en los cultivos celulares ya que después de una buena multiplicación obtenida al mes 

de su identificación ésta empezó a declinar hasta llegar a perderse a los 2 meses. Esto se puede 

atribuir principalmente a que no se tuvo un adecuado manejo de los cultivos celulares, ya que no 

se realizaron pases de células y en vez de esto se utilizaron taquizoitos libres en los medios de 

cultivo de desecho para ínfectar nuevas células. Otros factores que se consideran que pudieron 

afectar el crecimiento de los parástos son variaciones en la temperatura y C02 de la incubadora 

utilizada, además de que probablemente las líneas celulares utilizadas presentaban 

envejecimiento. El aislamiento en los otros 12 casos trabajados, no fue posible probablemente 

por razones previamente sustentadas por Conrad el al. (45) y Dubey y Lindsay (19) que se 

pueden resumir en las siguientes: el aislamiento en cultivo celular es dificil debido a que los tetos 

generalmente se encuentran parcial o severamente autolizados al momento del aborto ) 

probablemente en el proceso de autólisis también mueran parásitos viables, además de que el 

número de parásitos presentes en el SNC generalmente es escaso y solamente se utiliza una 

pequeña porción de tejido encefálico para el inóculo. Por otro lado los cultivos celulares son 

sensibles a las variaciones ambientales de incu bación y fmalmente a que existe un alto riesgo de 

contaminación microbiana al momento del manejo de éstos cultivos. En estos intentos fallidos se 

presentó al menos uno de los factores antes mencionados. Otro método de aislamiento del 

parásito que se ha practicado, es a través de la inoculación intracercbral en ratones a partir de 

tejido encefálico de feto (116) y a partir del cerebro de un becerro infectado congénitomcntc 
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(60), aparentemente este método reduce el riesgo de contaminación bacteriana. 

De acuerdo a: los resultados de este trabajo de investigación se puede concluir en forma general 

que la Neosporosis bovina se encuentra ampliamente difundida al menos en las principales 

cuencas lecheras del país, hecho sustentado al encontrar lesiones características de la 

enfernledad en los fetos, así como la identificación del parástito a través de la 

inmunohistoquímica y el aíslamiento del agente en cultivo celular a partir de tejido encefálico de 

un feto, además de encontrar evidencia serológica positiva en alto porcentaje _en hatCls con alta 

frecuencia de abortos. Se presume que la enfeffiledad se difundío a México principalmente 

debido a la importación de ganado lechero proveniente de países con alta prevalencia de 

Neosporosis, y además debido a la transmisión congénita del . agente. La enfeffiledad 

aparentemente ya se ha difundido y peffila1lecido en hatos lecheros meXlCanos. 

Desafortunadamente al no conocerse del todo el ciclo de vida del parásito, no se pueden 

establecer medidas de control y prevención directas, sin embargo deben practicarse al menos las 

medidas generales de biosegnridad propuestas por algunos autores (96). Este trabajo inicial de 

investigación dará pauta para que se sigan realizando investigaciones epidemiológicas de la 

Neosporosis bovina en México. 
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Figura 1. Microfotografía de miocardio en la que se aprecian abundantes células inflamatorias 
mononucleares en las fibras musculares (miocarditis no supurativa severa). 400 X, H.E. 

Figura 2. Mi~rofotografia de urebro en la que se aprecia agregacl6n de abundantes 
células g1iales (Gliosis). 400 X, R.E. 
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Figura 3. Microfotografía de cerebro en la que se aprecia un foco de necrosis, 
rodeado por abundantes células inflamatorias mononucleares. 400 X. R.E. 

4. Microfotografía de cerebro en la que se aprecia agregación de 
células gliaJes y linfocitos alrededor de un vaso sanguíneo. 400 X. H.E. 
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Figura 5. Microfotografía de cerebro en la que se aprecia un quiste parasitario correspondiente a 
Neospora eaninum. Nótese la ausencia de reacción inflamatoria. 1000 X. P.A.S . 
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Figura 6. Microfotografía de hígado en la que se aprecian abundantes células inflamatoria. 

mononucleares pequeñas con distribución periportal. 400 X. H. E. 
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Figura 7. Microfotografía de hígado en la cual se aprecia un foco de necrosis. 
400X. H. E. 

cer'eblro en la que se aprecia un quiste parasitario correspondiente 1I 

Neospora caninum. Nótese que se tiñe por completo de color café ocre. 1000 X. LP. 
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Figura 9. Microfotografía de cerebro en la cual se aprecia un grupo de taquizoitos. 
1000 X. I.P. 

Figura 10. Microfotografía de miocadio en la que se aprecian taquizoitos 
dentro de las fibras musculares. 1000 X. I.P. 

61 



• , 

Figura 11. Microfotografía de miocardio en la que se aprecia un quiste parasitario 
dentro de una célula nerviosa. 1000 X. I.P. 
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"t -Figura 12. Microfotografía de hígado en la que se aprecia 
un grupo de taquizoitos. 1000 X. J.P. 
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Figura 13. MicrofotografÍll de una célula en cultivo (Vera) en la cual se a¡lrecia 
la salida dc parásitos a través dc ella (Flecha). 400 X 
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Figura I~. Microfotografía en la (Iue se 'Iprecian taquizoitos dentro y fuera de 
I:IS célul:ls dc cultivo (Flechas). 1000 X. J.P. 
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Figura 15. Microfotografía en la que se aprecian taquizoitos fuera de 
las células de cultivo (Flechas). 1000 X. J.P. 

Figura 16. Microfotografía en la que se aprecian abundantes taquizoitos. 
I.F. Reacción positiva (Flechas). 400 X. 
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