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Resumen 
 

Sánchez Godoy Félix Domingo. Diagnóstico de neosporosis bovina en fetos por 
inmunohistoquímica y PCR del gen pNc5 y el ITS-1. (Tutores Dra Elizabeth 
Morales Salinas, Dr. Alfredo Sahagún Ruiz, Dr. Victor Manuel Banda Ruiz) 
 
La neosporosis es una enfermedad infecciosa de distribución mundial, que 
ocasiona aborto en bovinos. El diagnóstico definitivo depende de la identificación 
del parásito en los tejidos. El método más comúnmente aplicado es la técnica de 
inmunohistoquímica, y en los últimos años el PCR ha demostrado ser capaz de 
detectar DNA de este protozoario, basandose en la amplificación del gen pNc5 o 
el ITS1. El objetivo de este trabajo es determinar la utilidad del PCR para la 
detección especifica de Neospora caninum en tejidos fetales de bovino fijados en 
formalina al 10% e incluidos en parafina, utilizando  la región genómica pNc5 y el 
espaciador interno transcrito 1 (ITS1). Para lo cual se evaluaron  48 encéfalos de 
fetos de bovino, de los cuales 29 casos (60.4%)  presentaron lesiones de 
neosporosis, caracterizadas por microgliosis y necrosis multifocal, 21 de estos 29 
casos (72.41%) fueron positivos por inmunohistoquímica (IHQ), encontrando una 
asociación significativa (p< 0.005) y una concordancia de 0.83. Se encontraron 15 
de los 29 casos (51.72%) positivos con el PCR para el gen ITS-1 y 12 (41.37%) 
para pNc5. La sensibilidad para ITS1 y pNc5 fue del 71.42% y del 57.14% 
respectivamente y la especificidad del 100% para ambas. No se  encontró  
diferencia estadística significativa (p>0.05) en cuanto al número de fetos positivos 
por IHQ y PCR del ITS1, sin embargo cuando se comparó la IHQ con el PCR de 
pNc5, la inmunohistoquímica fue superior para detectar una mayor número de 
casos (p>0.05) No se encontró diferencia estadística significativa entre la cantidad 
de fetos positivos por PCR utilizando pNc5 e ITS1. Los resultados que se 
encontraron en este estudio no muestran una diferencia  en la utilización de la 
técnica de PCR (ITS1 e pNc5) o de inmunohistoquímica para detectar neosporosis 
en tejidos de fetos fijados en formalina e incluidos en parafina. Esto principalmente 
debido a características de la neosporosis como lo son  distribución al azar y bajo 
número de parásitos en los tejidos, por lo cual se propone el empleo de la 
inmunohistoquímica, ya que en este estudio los dos métodos de PCR no lograron 
detectar un mayor número de casos positivos. 
 
 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 
Abstract 

 
 
Sánchez Godoy Felix Domingo. Diagnosis of Bovine Neosporosis in fetuses by 
inmunohistochemestry and PCR of the pNc5 gene and the ITS-1. (Tutors: Dra. 
Elizabeth Morales Salinas, Dr. Alfredo Sahagún Ruíz and Dr. Victor Manuel Banda 
Ruíz). 
 
 
Neosporosis is an infectious disease with a worldwide distribution and causes 
abortion in bovines. The definitive diagnosis depends of the identification of the 
parasites in the tissues. The methode that is more comon used is 
inmunohistochemestry (IHQ), and in the last years the polimerase chain reaction 
(PCR) technique has demonstrated of beeing capable of detecting the DNA of this 
protozoa. This technique is based on the amplification of the pNc5  and ITS-1 
genes. The objective of this study was to determine the utility of PCR for the 
specific detection of Neospora caninum in fetus tissues fixed in 10% neutral buffered 
formalin and embedded in paraffin wax, using the pNc5 genomic region and the 
internal transcribed spacer 1 (ITS-1). For this study, 48 brains of bovine fetus were 
evaluated. Twenty nine of these cases (60.4%) showed neosporosis lesions, 
caracterizated by microgiosis and multifocal necrosis, 21 of the 29 cases (72.41%) 

were positive by IHQ finding a significative asociation (p〈0.005) and a concordance 
of 0.83. Fifteen of 29 cases (51.72%) were positive by PCR using  the ITS-1 gene 
and 12 cases (41.37%) for pNc5. The sensibility for both genes were of 71.42% 
and of 57.14%, respectively and the specificity of 100% in both. There was no 

significative statistical diference (p〉0.05) between the number of positive fetus 
analyzed by IHQ and the ITS-1 PCR, nevertheless, when the IHQ was compared 

with the pNc5 PCR, this technique detected more cases positives (p〉0.05). There 
was no statistical significant difference between the positive PCR fetuses using 
pNc5 and ITS-1. It was concluded that there were not differences by using the PCR 
(ITS-1 and pNc5) and the IHQ for detecting fetuses with neosporosis. This 
principally due to characteristics of neosporosis, such as random distribution and 
low number of parasites into the tissues, thus  the employment of IHQ is proposed 
since according to the results of this study, both PCR methods did not detected 
more positives cases than the IHQ.  
 



Introducción 
 

 

 

La neosporosis es una enfermedad infecciosa de distribución mundial, que 

ocasiona aborto en bovinos y que  afecta de forma natural  otras especies como 

perros, caballos, ovejas, cabras y ciervos.1,2,3  El agente etiológico es Neospora 

caninum  es un protozoario del phylum Apicomplexa y de la familia Sarcocystidae, 

semejante por microscopia de luz a Toxoplasma gondii pero diferente a éste 

ultraestructural y antigénicamente.4 La infección por Neospora caninum no es 

nueva ya que en estudios retrospectivos se ha encontrado en  perros desde 

1957.5 En bovinos la enfermedad se caracteriza por provocar aborto entre el quinto 

y sexto mes de gestación o el nacimiento de becerros muertos o vivos pero 

crónicamente infectados.2  

 

Historia 

En 1984 Bjerkas et a., informaron una enfermedad parecida a neosporosis en 

perros bóxer de Noruega.6, 7 Estos perros desarrollaron encefalitis y miositis entre 

los 2 y 6 meses después del nacimiento, protozoarios semejantes a T. gondii 

fueron encontrados en encéfalo y músculo; Sin embargo, no se encontraron 

anticuerpos contra T. gondii en el suero de estos perros. En 1988 Dubey et al., en 

Estados Unidos,  observaron un parásito similar en 10 perros el cual fue nombrado 

Neospora caninum.8 Posteriormente los taquizoitos de N. caninum fueron aislados 

en cultivos de células y se observaron quistes en ratones inoculados con tejidos 

de perros naturalmente infectados.9 En 1989 el desarrollo de la técnica de 

inmunohistoquímica permitió identificar al parásito en tejidos de una amplia 

variedad de animales.10 En 1991 se compararon los parásitos encontrados en 

Noruega y Estados Unidos concluyendo que es el mismo protozoario.7 En la 

década de los noventas la neosporosis fue reconocida como una causa importante 

de aborto en bovinos en todo el mundo.11 En 1998 se demostró que el perro es un 

huésped definitivo de N. caninum.12 Recientemente se informó que los coyotes 

(Canis latrans) también son huéspedes definitivos.13 



Morfología 

Hasta el momento sólo se han reconocido dos estadios asexuales: taquizoitos y 

bradizoitos. Los taquizoitos son ovoides, con forma de media luna y miden 3 X 7 X 

1 a 5 µm dependiendo de su estado de división.14,15 Los taquizoítos se dividen en 

dos por endodiogenia y pueden encontrarse hasta 100 en una célula. En perros y 

bovinos afectados los taquizoitos pueden encontrarse en células neuronales, 

macrófagos, fibroblastos, células endoteliales, miocitos, células epiteliales de los 

túbulos renales y hepatocitos.4 Los quistes son redondos a ovales y miden hasta 

107 µm de diámetro. La pared del quiste es lisa y mide 4 µm de grosor.14,16,17 

Estos quistes contienen bradizoitos que miden 6 a 8 X 1 a 1.8 µm.18 Hasta ahora 

no se conoce la estructura y localización de las fases sexuales del protozoario que 

originan los ooquistes en el intestino del huésped definitivo. Los ooquistes 

esporulados son esféricos a subesféricos y miden 11.7 X 11.3 µm. Presentan dos 

esporoquistes en cada ooquistes. Los esporoquistes son elipsoidales, miden 8.4 X 

6.1 µm y contienen cuatro esporozoitos cada uno. Los esporozoitos son alargados 

y miden 7 X 8 X 2 a 3 µm.4 

 

Ciclo Biológico 

El ciclo de vida es similar al de T. gondii. Los huéspedes definitivos son el perro y 

el coyote (Canis latrans),12,13 aunque el perro también pude actuar como huésped 

intermediario. Los ooquistes se excretan a través de las heces de los huéspedes 

definitivos y en condiciones ideales de humedad y temperatura esporulan 

formando la fase infectante, los ooquistes esporulados que al ser consumidos por 

algún huésped intermediario como lo pueden ser los rumiantes, équidos y 

animales silvestres,  liberan los esporozoitos, los cuales infectan el intestino 

delgado, se dividen por endodiogenia  formando a los taquizoitos e infectan 

músculo esquelético, cardiaco, tejido conjuntivo y nervioso, ahí se multiplican y 

dan lugar a un gran número de quistes que contienen bradizoitos, que son la 

forma de división lenta del parásito. Los taquizoitos y bradizoitos son las fases 

infectantes de los huéspedes definitivos. Los quistes sólo se han encontrado en 

sistema nervioso central, nervios periféricos y en el ojo.19, 20  



 

Transmisión 

El modo de transmisión en el huésped definitivo es vertical de madre a hijo  a 

través de varias generaciones y horizontal por la ingestión de carne, fetos o 

placentas que contengan quistes o taquizoitos de N. Caninum, o por consumir 

ooquistes esporulados provenientes de otro huésped definitivo.12, 19,21 El periodo 

de prepatencia es de 5 días o más después de que consume los quistes o 

taquizoitos. En los huéspedes intermediarios la transmisión puede ser horizontal al 

consumir los ooquistes esporulados que pueden estar contaminando  agua o 

alimento; sin embargo, la transmisión vertical es más frecuente, la cual se origina 

al romperse los quistes y los taquizoitos presentes en los tejidos de las vacas,  

pueden llegar al feto. Esto se puede repetir por varias generaciones.  

 

Patogenia 

Neospora caninum causa muerte celular por multiplicación activa de taquizoitos, 

es capaz de producir lesiones necróticas en pocos días y es un patógeno primario 

debido a que en perros y bovinos infectados, en la mayoría de los casos, no se 

encuentran otros agentes involucrados.9 

 

Signos clínicos 

Sólo se observan en becerros jóvenes menores de 2 meses de edad, infectados 

intrauterinamente. El aborto es el único signo clínico  observado en vacas adultas, 

que pueden abortar desde los tres meses de gestación hasta término. Muchos de 

los abortos inducidos por N. caninum ocurren entre el 5o y 6o mes de gestación. 

Los fetos pueden morir en el útero, ser reabsorbidos, momificados, autolisados, 

nacer muertos; o bien nacer vivos pero crónicamente infectados.2 Dentro del hato 

los abortos pueden ser endémicos o epidémicos.2,11,22 Vacas positivas a 

anticuerpos anti-N. caninum son más propensas a abortar que las vacas 

seronegativas.23,24,25,26 Becerros infectados con N. caninum pueden nacer bajos de 

peso, con signos neurológicos tales como: flexión o hiperextensión de miembros 



torácicos o pélvicos, ataxia, decremento de los reflejos patelares, pérdida de la 

propiocepción, exoftalmia y asimetría de los ojos.2 

 

Relación hospedador-parásito 

La neosporosis es una enfermedad que se manifiesta durante la preñez, en donde  

el feto es particularmente susceptible. Los signos clínicos son raramente 

observados en vacas no preñadas con excepción de algunos becerros infectados 

congénitamente que muestran daño neurológico e hiperextensión de miembros.1 

N. caninum como otros parásitos apicomplexa es un patógeno intracelular 

obligado. Esto sugiere que la respuesta inmune mediada por células sea 

importante en la protección contra el parásito. Se ha observado que en células 

infectadas con taquizoitos de N. caninum y tratadas con IFN-ץ, se disminuye la 

multiplicación del parásito.27 Adicionalmente el IFN-ץ y el TNF-α inhiben la 

multiplicación del protozoario en cultivos primarios de células nerviosas de 

bovino.28 También se ha demostrado la proliferación de células antígeno 

especificas y productoras de IFN-ץ en ganado infectado de forma natural y 

experimental con N. caninum.29,30 Trabajos con ratones demostraron la 

importancia de las citocinas IFN-ץ e IL-12 en el control de la infección ya que 

ratones tratados con anticuerpos neutralizantes contra estas citocinas, los hacen 

más susceptibles a neosporosis.31 Por lo cual se propone que estas citocinas pro-

inflamatorias relacionadas con una respuesta Th1 pueden ser importantes en la 

inmunidad protectora contra la infección. La preñez plantea un problema 

interesante para el sistema inmune  de la madre. Se menciona que la respuesta 

inmunológica en la placenta es de tipo Th2 con la producción de citocinas IL-10, 

IL-4 y TGF-β y estas causan una regulación negativa de Th1 con la consecuente 

disminución de citocionas pro-inflamatorias como IL-12 y IFN-ץ. Por lo tanto la 

respuesta Th2 en la placenta favorece la multiplicación del parásito y el aborto.32,33 

Por otro lado los anticuerpos contra N. caninum en vacas preñadas fluctúan 

durante la gestación. El título de anticuerpos es un indicador indirecto de la 

exposición del antígeno (taquizoitos) al sistema inmune y un incremento en el 

título de anticuerpos puede indicar la actividad del parásito y su multiplicación en 



el hospedador. La habilidad  del ganado infectado  con N. caninum  para inducir 

una respuesta inmune basada en proliferación celular antígeno específico y la 

producción de IFN-ץ se disminuye alrededor de la mitad de la gestación y 

concuerda con la alta frecuencia de abortos que ocurren en este periodo (4-7 

meses).34 La progesterona  favorece una respuesta inmune Th2 que se va 

incrementando durante la gestación.35 Esta regulación negativa de Th1 y por lo 

tanto de IFN-ץ e IL-12 puede contribuir a la reactivación de la infección de N. 

caninum en animales persistentemente infectados. El riesgo de transmisión de N. 

caninum de la madre infectada al feto está relacionado con la edad gestacional. 

En un estudio con vacas preñadas e infectadas con taquizoitos por vía intravenosa 

se encontró un 83% de probabilidad de transmisión a las 10 semanas de 

gestación y 100%  de probabilidad a las 20 semanas. Utilizando la vía subcutánea 

la transmisión fue del 50% a las 10 semanas y del 100% a las 20 semanas de 

gestación. Evidencias en ganado infectado naturalmente sugieren que animales 

infectados antes de la preñez presentan un riesgo menor de aborto temprano, 

pero este se incrementa si la infección ocurre después del día 90 de 

gestación.34,36,37 

 

Diagnóstico 

Desde el descubrimiento de Neospora caninum, muchas pruebas diagnósticas han 

sido desarrolladas para ayudar a detectar esta infección. Estas pruebas incluyen 

Inmunohistoquímica (IHQ), Inmunofluorescencia indirecta (IFAT), Ensayo 

Inmunoabsorbente Ligado a Enzima (ELISA), Aglutinación Directa (DAT), Análisis 

de Wester blot (WB) y Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR).   

 

 

 

1. Métodos de diagnóstico indirectos  

Se basan en la detección de anticuerpos anti-Neospora caninum en suero, líquido 

cefalorraquídeo o de cavidades serosas de fetos. En las pruebas serológicas los 

valores de los títulos y la absorbancia son dependientes de la composición del 



antígeno, del anticuerpo secundario y otros componentes, por lo tanto el punto de 

corte puede ser seleccionado arbitrariamente, lo que determina una sensibilidad y 

una especificidad para una aplicación particular. La edad de los animales puede 

afectar la selección del punto de corte. La presencia de anticuerpos específicos en 

suero de las vacas que abortan es indicativo únicamente de exposición a 

Neospora caninum. 

 

1.1 Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas 

El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) se ha utilizado con éxito 

para detectar anticuerpos anti-N. caninum; algunos de los métodos que se han 

desarrollado incluyen ELISA indirecta, ELISA-competitiva y ELISA-iscom.38,39 La 

ELISA indirecta (ELISA-i) utiliza antígenos crudos derivados de los taquizoitos de 

Neospora caninum. La sensibilidad y especificidad es de 95-100% y del 99.7-

100% respectivamente. Esta prueba es la base para las pruebas comerciales 

Hercheck Anti-Neospora (laboratorios IDEXX) y Chekit anti-Neospora (laboratorios 

Dr. Bommeli/Intervet). El punto de corte para ambas técnicas es de 0.50. La 

prueba de ELISA competitiva (ELISA-c) detecta anticuerpos anti-N. caninum  en 

bovinos y cabras. Se basa en la competencia entre anticuerpos anti-N. caninum 

presentes en el suero de animales sospechosos y anticuerpos monoclonales anti-

N. caninum marcados con peroxidasa  incluidos en el reactivo de diagnóstico, los 

cuales se unen a los antígenos de N. caninum presentes en las placas. 

Porcentajes de inhibición mayores o iguales al 30% indican exposición al parásito. 

La principal ventaja de esta prueba es que no provoca reacción cruzada  con 

antígenos de otros parásitos apicomplexa (Toxoplasma gondii y Sarcocystis). 

Tiene una sensibilidad del 97.6% y una especificidad de 98.6% (Laboratorios 

VMRD).39 La ELISA-iscom utiliza proteínas de membrana de taquizoitos 

incorporadas a un complejo inmunoestimulante y esta puede aplicarse en 

rumiantes y perros. Presenta una sensibilidad del 99.5% y una especificidad del 

92%.40 Otro método es la ELISA por avidez de IgG, que se basa en que la avidez 

de IgG se incrementa con el tiempo de la infección, consecuentemente avidez 



menor a 50 indica infección aguda y avidez mayor a 50 indica un curso crónico. La 

ventaja es que puede ser usada para diferenciar una infección aguda o crónica.41  

 

1.2 Inmunofluorescencia indirecta 

La prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFAT) se considera la más específica 

y se puede aplicar para el diagnóstico de neosporosis en rumiantes, perros y 

fauna silvestre, sin tener reacción cruzada o ser mínima con anticuerpos anti-

Toxoplasma gondii, y  nula con Cryptosporidium parvum. Títulos de anticuerpos de 

1:200 a 1: 640 pueden indicar infección en ganado adulto. Para fetos de bovino y 

becerros precalostrados títulos bajos como 1:80 son sugerentes de infección. Para 

becerras de una semana de edad y calostradas, puntos de corte > 1:5120 han sido 

un buen indicador para el diagnóstico temprano de vaquillas seropositivas.42 Sin 

embargo, la prueba de IFAT es cara y tardada comparada con la ELISA; por lo 

tanto no es usada rutinariamente para la búsqueda de anticuerpos anti-N. caninum 

en el hato, ni para estudios epidemiológicos.   

 

1.3 Aglutinación directa 

La prueba de Aglutinación directa para Neospora (DAT), es simple de usar, no 

requiere anticuerpos secundarios  específicos de especie y se puede utilizar para 

el diagnóstico de varias especies animales. Bovinos con títulos de anticuerpos 

1:40 se consideran seropositivos. Esta prueba exhibe una sensibilidad del 100% y 

una especificidad del 90.4%. No tiene reacción cruzada con parásitos apicomplexa 

y con otros agentes virales o bacterianos involucrados en el aborto de  ganado 

bovino.43 

 

 

1.4 Interpretación 

Todas las pruebas serológicas deber ser interpretadas con cautela debido a que el 

sistema inmune no es estático y el nivel de anticuerpos fluctúa particularmente 

para parásitos que forman quistes que pueden no ser percibidos por el sistema 

inmune del hospedador y reactivarse con la inmunosupresión. El resultado 



serológico de un solo animal no refleja el estatus de la infección, particularmente 

en hatos con historia de abortos por N. caninum. Por ejemplo vaquillas 

congénitamente infectadas  que tienen  títulos positivos a N. caninum, han tenido 

títulos negativos  cuando parén becerros infectados congénitamente. De manera 

similar vacas que abortan por neosporosis su feto no presenta títulos elevados de 

anticuerpos contra este parásito. La detección de anticuerpos anti-N. caninum en 

el suero de vacas que abortan toma por lo menos dos semanas después del 

aborto. El feto bovino desarrolla la habilidad de producir anticuerpos durante el 5to 

mes de gestación. El encontrar anticuerpos anti-N. caninum en suero fetal, liquido 

de cavidades corporales o en becerros precalostrados indica infección, pero un 

resultado negativo no descarta esta posibilidad debido a que la síntesis de 

anticuerpos es dependiente de la edad de gestación, nivel de exposición y en 

tiempo entre la infección y el aborto. La sensibilidad para la serología fetal varia de 

50-84%. 

 

2. Métodos de diagnóstico directos 

Se basan en la identificación del parásito y las lesiones provocadas por éste en los 

tejidos afectados, llegando al diagnóstico definitivo de neosporosis. 

 

2.1 Histopatología 

 El examen histopatológico de los tejidos fetales  es esencial para el diagnóstico 

de neosporosis, ya que se pueden detectar lesiones características del parásito 

tales como: encefalitis necrótica con microgliosis, hepatitis y miocarditis no 

supurativa. En algunos casos es posible detectar en el examen histológico  tanto 

los taquizoitos como los quistes conteniendo los bradizoitos. La sensibilidad y la 

especificidad de la histopatología fetal son altas. Un diagnóstico presuntivo puede 

ser hecho tomando como base la presencia de las lesiones histopatológicas antes 

descritas. Sin embargo, debido a  que N. caninum es estructuralmente  semejante 

a T. gondii, es recomendable emplear técnicas mas sensibles como la 

inmunohistoquímica (IHQ) utilizando anticuerpos específicos anti-N. caninum para 

llegar al diagnóstico etiológico.1,2,8  



 

2.2 Inmunohistoquímica 

El diagnóstico etiológico de la infección por Neospora caninum depende de la 

identificación del parásito en los tejidos. El método mas comúnmente aplicado 

para demostrar a Neospora en tejidos  fijados en formalina e incluidos en parafina 

es la técnica de inmunohistoquímica con el método de detección del Complejo 

Streptoavidina-Biotina-Peroxidasa (CABP).44,45 Esta técnica utiliza un anticuerpo 

primario policlonal de origen caprino y la ventaja de este método es que la 

presencia del parásito puede ser relacionado con las lesiones; sin embargo, este 

método es laborioso y relativamente poco sensible. La capacidad de la prueba 

para detectar quistes o taquizoitos de Neospora caninum depende del órgano 

utilizado y él número de  cortes histológicos examinados. 

 

2.3 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

La técnica de PCR, utilizando diferentes iniciadores, es capaz de detectar DNA de 

Neospora caninum en tejidos, líquido cefalorraquídeo y heces de los animales 

infectados y se basa principalmente en la amplificación específica de un segmento 

de la región genómica pNc5 y el ITS1.46,47 La región del ITS1 del DNA ribosomal, 

es usada para estudios filogenéticos y es una zona ideal para el desarrollo de 

PCRs, debido a que está presente en un alto número de copias, exhibe 

variabilidad intergenero y es altamente conservada entre especies. Su localización 

entre genes del ARN ribosomal le permite ser  conservada y ser fácilmente 

amplificada y secuenciada47. Holmdahl y Mattsson48 informaron el uso del PCR 

para la detección de DNA de Neospora caninum, para lo cual secuenciaron el 

ITS1 y designaron un  par de iniciadores (PN1-PN2) que amplificaban un 

fragmento de 279 pares de bases (pb) con sensibilidad de al menos 5 taquizoitos y 

no se observan amplificaciones con otros parásitos apicomplexa como 

Toxoplasma gondii y Sarcocystis sp. Se ha informado una nueva especie de 

Neospora en caballos, y fue nombrado Neospora hughesi basado en parte a las 

diferencias en nucleótidos observadas en el ITS.49  Yamage et al.,50  describieron 

el gen pNc5, que es multicopia, ausente del genoma de Toxoplasma gondii, 



Sarcocystis y Hammondia sp y diseñaron 5 iniciadores sentido (Np1, Np3, Np5, 

Np7 y Np21) y cuatro contrasentido (Np2, Np4, Np6 y Np28), de estos iniciadores 

probaron con 19 combinaciones encontrando que las combinaciones Np21-Np6, 

Np21-Np4 y Np7-Np4 generan una banda específica de Neospora caninum en 

presencia de al menos 10 pg de DNA parasitario.    

 

La falta de una prueba de oro para realizar el diagnóstico de neosporosis implica 

la necesidad de realizar más de dos técnicas diagnósticas para detectar al 

protozoario. Por lo cual se sugiere utilizar  pruebas serológicas de tamiz (ELISA) a 

las madres y sus becerros precalostrados, así como  analizar a los fetos abortados  

a través de la histopatología e inmunohistoquímica para definir el estado de la 

enfermedad en el hato.  

 

Neosporosis en fauna silvestre 

Se han confirmado  pocos casos de neosporosis en fauna silvestre; sin embargo, 

anticuerpos anti-N. caninum están presentes en el suero de muchas especies de 

mamíferos silvestres, lo que sugiere que el parásito puede estar distribuido 

ampliamente entre éstos.51 Se han informado infecciones naturales por Neospora 

caninum en diferentes especies de venados silvestres y en cautiverio. Se ha 

informado una seroprevalencia (40 y 50%) de N. caninum en venados cola blanca 

en Estados Unidos se ha informado entre lo que podría indicar que el venado 

juega un papel importante en la epidemiología de la neosporosis.52  

 

Gondim et al., informó que los coyotes (Canis latrans) pueden eliminar ooquistes 

de N. caninum en sus heces, después de la ingestión de quistes parasitarios de N. 

caninum presentes en tejidos de becerros, lo que prueba que los coyotes  son  

huéspedes definitivos de este parásito.53 Este mismo investigador también ha 

documentado la eliminación de ooquistes de N. caninum por perros  que fueron 

alimentados con tejidos de venados cola blanca (Odocoileus virginianus) con 

aislamientos positivos a Neospora caninum, lo que demuestra  que el venado cola 

blanca es un verdadero huésped intermediario de N. caninum. Vianna et al., 



informan que la secuencia de ADN para el gen ITS1 y un fragmento del gen Nc5 

de tres aislamiento de Neospora caninum en venados cola blanca, fueron 

idénticos a las secuencias publicadas para N. caninum en bases de datos.  Estos 

hallazgos moleculares  sugieren que el parásito en el ciclo doméstico vaca-perro 

es el mismo al que participa en el ciclo de los animales silvestres (venado cola 

blanca-coyotes).53,54,55 

 

El aislamiento de Neospora caninum en fauna silvestre ó en venados cola blanca y 

la evidencia serológica entre estos, así como la demostración de que el parásito 

puede interactuar entre animales domésticos y silvestres sugiere la importancia de 

la transmisión de Neospora caninum entre éstos últimos y el ganado. 

 

Impacto económico 

No hay datos contundentes sobre las pérdidas económicas debidas a neosporosis 

en ganado lechero. Sin embargo, los datos disponibles indican que alrededor del 

20% de todos los abortos  en Estados Unidos y Holanda, y el 12% en Bélgica  e 

Inglaterra se asocian a N. caninum. Se estima que en California 40 000 abortos 

son debidos a neosporosis, lo que ocasiona pérdidas económicas de 35 millones 

de dólares por año. En Australia y Nueva Zelanda  las pérdidas se estiman en 100 

millones de dólares por año. Adicionalmente a los costos directos que involucran 

la pérdida de fetos, también se deben tomar en cuenta los costos indirectos, que 

incluyen servicios profesionales y de diagnóstico, pérdidas  en la producción de 

leche y eliminación de vacas por problemas reproductivos.56,57,58,59,60 

 

Situación en México 

El primer reporte de aborto asociado a neosporosis bovina en México, se realizó 

en seis fetos de un hato de 800 vacas en el Noreste del país aunque Neospora 

caninum fue confundido con Hammondia pardalis.61 Posteriormente fueron 

informados fetos con lesiones compatibles con neosporosis en Torreón Coahuila.62 

Morales et al., publicaron el primer informe de aborto bovino por Neospora 

caninum por medio de histopatología e inmunohistoquímica. En un estudio mas 



amplio analizando 211 fetos de las principales cuencas lecheras, se encontraron 

lesiones características de neosporosis en 73 fetos (35%), 41 tejidos de estos 

fetos fueron positivos por IHQ.63 En una encuesta serológica en hatos lecheros 

mexicanos entre 1997 y 1999, se observó una seroprevalencia del 72% en hatos 

con  aborto epidémico y del 36% en hatos con  aborto endémico.26 Otro estudio 

serológico realizado por García et al., en Aguascalientes, informó que de 187 

animales de 13 hatos, el 59% fueron seropositivos.64 Sánchez et al., realizaron el 

primer estudio serológico de neosporosis en perros de México, comparando la 

seropositividad entre perros de ciudad y de establo, y en vacas de establos con y 

sin perros, observando que la seropositividad fue mayor  en perros de establo 

(51.85%) con respecto a los de ciudad (20%) y la seropositividad en vacas fue 

mayor en establos con perros (58.52%), que sin ellos (35.83%).65 Medina et al., 

realizaron un estudio en  Aguascalientes, con 44 de fetos de bovino, de los cuales 

35 (80%) fueron positivos a neosporosis utilizando PCR anidado y 20 (45%) fueron 

considerados positivos por histopatología. La concordancia entre ambas pruebas 

fue del 31%.66 Todos estos estudios demuestran que la enfermedad está 

ampliamente difundida en los hatos lecheros mexicanos y que los perros pueden 

estar involucrados en la transmisión del parásito.  

 



Justificación 

 

Debido a la frecuencia de abortos en bovinos, en los cuales no se logra identificar 

al agente etiológico, es imperativo la adecuación y desarrollo de técnicas más 

sensibles que permitan establecer un diagnóstico etiológico preciso. Por este 

motivo se propone el empleo de la técnica de reacción en cadena de la polimerasa 

para aumentar la sensibilidad y especificidad en la detección de Neospora 

caninum en los tejidos de fetos abortados, ya que esta parasitosis actualmente se 

considera una de las principales causas de aborto bovino.  

 



Objetivos 

 

 

 

Objetivo General 

Determinar la utilidad del PCR comparada con la inmunohistoquímica, para la 

detección específica de Neospora caninum en tejidos fetales de bovino fijados en 

formalina e incluidos en parafina, utilizando  el gen pNc5 y el espaciador interno 

transcrito 1 (ITS1).  

 

 

Objetivos Particulares 

1. Adecuar la técnica de PCR utilizando el gen  pNc5 y el ITS1, para la detección 

de DNA de Neospora caninum en encéfalos de fetos de bovino fijados en 

formalina e incluidos en parafina, previamente analizados por histopatología e 

inmunohistoquímica 

 

 

2. Comparar la sensibilidad y especificidad de ambos métodos de PCR (pNc5 e 

ITS1), para la detección de DNA de Neospora caninum en encéfalos de fetos de 

bovino fijados en formalina e incluidos en parafina. 

 

 

3.- Comparar el número de fetos positivos a neosporosis bovina por 

inmunohistoquímica y PCR del gen pNc5 e ITS-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Hipótesis 

 

 

 

1. La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) del gen pNc5 y el ITS1 será más 

especifico y más sensible que la inmunohistoquímica, para demostrar casos 

positivos a Neospora caninum en tejidos fetales de bovino, fijados en formalina e 

incluidos en parafina. 

 

 

 

2. El PCR del ITS1 será más eficiente en la detección de DNA de Neospora 

caninum  en tejidos fetales de bovino, que el PCR del gen pNc5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Material y Métodos 
 

1.- Obtención de muestras 

Se obtuvieron  48 casos de fetos abortados de vacas lecheras, de los cuales se 

tomo solamente el encéfalo, que se había  fijado en formalina e incluido en 

parafina y  que formaban parte del acervo de diagnóstico del Departamento de 

Patología, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM y que 

fueron remitidos durante el periodo 1998-2004.  

 

2.- Diseño del Experimento 

Se formaron tres grupos de animales, con base en el resultado del estudio 

histopatológico e inmunohistoquímico encontrado en encéfalo: 

 

 Grupo 1  

Verdaderamente positivos, fetos con histopatología e inmunohistoquímica positiva.  

 

Grupo 2  

Verdaderamente negativos, fetos con histopatología e inmunohistoquímica 

negativa. 

  

Grupo 3  

Fetos con histopatología positiva e inmunohistoquímica negativa. 

 

Los cambios histológicos que se tomaron en cuenta para considerarse positivos a 

Neospora caninum fueron: encefalitis no supurativa, microgliosis y/o necrosis 

multifocal así como  la presencia de parásitos (Figuras 1 y 2). Para considerar a un 

feto positivo por inmunohistoquímica, se observaron quistes o taquizoitos de 

Neospora caninum que se tiñeron de color café rojo, a  la periferia o dentro de las 

lesiones histopatológicas (Figuras 3 y 4).  

 

 

3.- Histopatología 



Se realizó un corte de encéfalo de 4-5 µm de grosor con micrótomo estándar de 

cada caso. Posteriormente se realizó la tinción de Hematoxilina y Eosina y se 

procedió a la evaluación histológica para determinar la presencia de lesiones o de 

estructuras parasitarias. 

 

4.- Inmunohistoquímica 

Para identificar  taquizoitos o quistes de Neospora caninum  presentes en encéfalo 

de los fetos de bovino se utilizó la técnica de Inmunohistoquímica con el método 

de detección Complejo Estreptoavidina-Biotina-Peroxidasa (CAB-P). 

 

4.1 Tejidos utilizados como testigos 

 

Testigo positivo.  

Se utilizó una sección de encéfalo de feto de bovino, al cual se le demostró 

previamente la presencia de quistes y taquizoitos de Neospora caninum por  

inmunohistoquímica. 

 

Testigo negativo.  

Como testigos negativos se utilizaron cortes de los mismos encéfalos en  los 

cuales se sustituyó el anticuerpo primario por amortiguador Tris 0.05 M, pH 7.6. 

 

4.2 Procesamiento del tejido.  

De cada caso previamente analizado por histopatología, se realizaron 3 cortes 

seriados de 3-5 µm de grosor utilizando un microtomo estándar. Se colocaron en 

laminillas tratadas previamente con Poli-L-lisinaa al 3% diluida en acetona. 

Posteriormente  se desparafinaron por una hora a 60°C y se realizaron dos 

lavados con xilol de 10 minutos cada uno.  

 

4.3 Inhibición de la peroxidasa endógena  
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Para inhibir la peroxidasa endógena, los tejidos se trataron con una solución de 

peróxido de hidrógeno al 30%b y metanol absoluto a una relación de 1:8, durante 5 

minutos a temperatura ambiente.  

 

4.4 Hidratación de tejidos 

Los tejidos fueron rehidratados con etanol a diferentes concentraciones (96%, 

80%, 70%) y agua destilada haciendo lavados de 3 minutos cada uno. 

 

4.5 Recuperación antigénica 

Para la recuperación de antígenos, los tejidos se trataron con Pronasac al 0.1% 

por 10 minutos a 37°C. Inmediatamente después se realizó un lavado con agua 

destilada y amortiguador Tris 0.05 M, pH 7.6 por 5 minutos. 

 

4.6 Bloqueos de avidina y biotina endógenas 

Para bloquear la avidina y la biotina endógenas en los tejidos, se utilizó la solución 

bloqueadora de avidina y biotinad. La cantidad utilizada para cada una de ellas fue 

de 20µL incubándose a 37°C en cámara húmeda por 15 minutos, entre cada 

solución se realizó un lavado con amortiguador Tris 0.05 M, pH 7.6 por 5 minutos. 

 

4.7 Bloqueo con suero de conejo.  

Para bloquear la adherencia no específica por parte del anticuerpo primario y 

secundarios  se utilizó suero de conejo no inmunee al 5%, aplicando 50µL sobre 

los tejidos, dejándolo incubar por 20 minutos en cámara húmeda a 37°C. En este 

caso solo se retiró el exceso sin realizar lavados. 

 

4.8 Aplicación de anticuerpo primario 
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Se utilizaron 50µL de anticuerpo primario policlonalf anti-Neospora caninum a una 

dilución de 1/1000 hecho en cabra diluido en amortiguador Tris 0.05 M, pH 7.6. 

Posteriormente las laminillas se incubaron durante 30 minutos a 37°C en cámara 

húmeda. Después de esta incubación los tejidos fueron sometidos a 1 lavado con 

amortiguador Tris 0.05 M, pH 7.6 por 5 minutos. 

 

4.9 Aplicación de anticuerpo secundario 

Se aplicaron 50µL de anticuerpo secundario biotinilado conejo anti-cabrag. Las 

laminillas se incubaron durante 20 minutos en cámara húmeda a 37°C. 

Transcurrido este tiempo se realizó un lavado con amortiguador Tris 0.05 M, pH 

7.6 por 5 minutos. 

 

4.10 Aplicación de la Estreptoavidina 

Se aplicaron 20µL de estreptoavidinah y se dejó incubar durante 20  minutos en 

cámara húmeda a 37°C, también se realizó un lavado con amortiguador Tris 0.05 

M, pH 7.6 por 5 minutos. 

 

4.11 Revelado 

Para  determinar la presencia o ausencia de antígeno en los tejidos se utilizó un 

reactivo comercial de reveladoi que consta de cromógeno (aminoetilcarbazol),  

amortiguador para la reacción y peróxido de hidrógeno al 0.6%, el cual se preparó 

colocando una gota de cada uno de los reactivos en un mL de agua destilada. A 

cada tejido se le aplicaron 50µL de esta mezcla durante 5 a 6 minutos. Para 

detener la reacción, las laminillas se colocaron en agua destilada durante 5 

minutos.  

 

4.12 Tinción con Hematoxilina de Meyer 
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Para contrastar la coloración obtenida con el cromógeno se utilizó hematoxilina de 

Meyerj aplicando 40µL durante 4 minutos. Finalmente a los tejidos se les colocó un 

cubreobjetos sellado con resina acuosa. 

 

4.13 Interpretación de resultados 

Los tejidos se consideraron inmunopositivos al detectar quistes o taquizoitos intra 

o extralesionales de color café rojizo en encéfalo.  

 

5.- Extracción del DNA con método comercial  

El DNA genómico fue obtenido de los encéfalos fijados en formalina e incluidos en 

parafina con el reactivo comercial QIAamp DNA miniKitk siguiendo las indicaciones 

del fabricante, excepto por algunas modificaciones. Se realizaron dos cortes de 10 

µm de grosor con un micrótomo estándar. Los tejidos se depositaron en tubos 

eppendorf de 1.5 ml y el proceso de desparafinación con calor, xilol y etanol fue 

eliminado. Posteriormente se agregaron  180  µl de Buffer ATL calentado en 

termoblokl a 98ºC por 20 minutos. Después se agregaron 30 µl de solución de 

proteinasa K y la mezcla se incubó por 50 minutos a 68ºC en termoblock. Se 

colocaron 200 µl de etanol y la mezcla fue transferida al QIAamp Spin Column del 

reactivo, el resto de los pasos fueron semejantes a lo que sugiere el proveedor. 

 

6.- Extracción del DNA con método no comercial 

Se realizaron dos cortes de tejido de 10 µm de grosor, los cuales se colocaron en 

tubos eppendorf de 1.5 mL. Para el desparafinado se agregaron 100 µl de xilol y 

etanol al 100%, se mezclaron y centrifugaronm a 12 000 RPM por 10 minutos. Se 

eliminó el sobrenadante y se secó la pastilla de tejido en baño seco por 20 minutos 

a 55ºC. El tejido fue resuspendido en 400 µl de Tris-HCL 50 mM pH 8.3, se le 

agregaron 50 µl de proteinasa K (20 mg/ml) y se incubó toda la noche en baño 

Marian a 37ºC .  
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Posteriormente el tejido se colocó en baño seco  a 95ºC por 10 minutos, pasado 

ese tiempo se realizó la purificación de DNA por medio de fenol-cloroformo y 

alcohol isoamílico, y se precipitó el DNA por medio de etanol al 100% e incubación 

a –20ºC por 48 hrs. El DNA se hidrató con agua destilada estéril y calentamiento 

en baño seco a 55-60ºC por 10-15 minutos, el DNA obtenido fue almacenado a –

20ºC hasta su uso. 

 

7.-  Análisis por PCR del gen de prolactina usado como control de calidad de 

la extracción de DNA 

El DNA obtenido de ambos métodos fue analizado por PCR, utilizado los 

iniciadores HL033 (CGAGTCCTTATGAGCTTGATTCTT) y HL035 

(GCCTTCCAGAAGTCGTTTGTTTTC)o para amplificar un fragmento de 156 pares 

de bases del gen de prolactina el cual se expresa constitutivamente en células de 

bovino y con esto comprobar la  calidad del DNA obtenido por ambos métodos de 

los encéfalos fijados en formol e incluidos en parafina.  

 

8.- Desarrollo del PCR de Neospora caninum 

Para la región genómica pNc5 de Neospora caninum, se utilizaran los iniciadores 

Np7 sentido (5´-GGGTGAACCGAGGGAGTTG-3´) y Np4 contrasentido (5´-

CCTCCCAATGCGAACGAAA-3´)p, que amplifica un fragmento de 275 pares de 

bases. Las condiciones del PCR fueron las siguientes: la mezcla maestra de 50 µl 

contiene, 5 µl de DNA, 21 µl de agua estéril,  5 µl de Buffer Taq (NH4)2SO4 (10X), 1 

µl dNTP´s mix (10mM), 5 µl de cada iniciador (10 µM), 2 µl de MgCl2 (25 mM), 1 µl 

Taq DNA polimerasa (5U/µl) y 5 µl de solución de Enhancerq. El PCR inicia con un 

ciclo de desnaturalización de 95°C por 5 minutos y 35 ciclos de 95°C por 30 

segundos, 56°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto y una extensión final de 72°C por 

10 minutosr. Se tomaron 15 µl del producto amplificado que fueron cargados en un 
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gel de agarosa al 2%,  corridos por electroforesis horizontals,t teñidos con bromuro 

de etidio y observados bajo luz ultravioletau. 

 

Para la amplificación del espaciador interno transcrito 1 (ITS1) del DNA ribosomal, 

se utilizaron los iniciadores PN1 sentido (5´- CTCCTTCGGAGAGGGGTA-3´) y 

PN2 contrasentido (5´- TCTTCCCTCAAA CGCTAT C -3´)v, complementarias a las 

regiones conservadas de 18S y 5.8S rRNA respectivamente, que amplifican un 

fragmento de 279 pares de bases. Las condiciones del PCR fueron las siguientes: 

en una mezcla maestra de 50 µl, se agregaron, 5 µl de DNA, 19 µl de agua estéril,  

5 µl de Buffer Taq (NH4)2SO4 (10X), 1 µl dNTP´s mix (10mM), 5 µl de cada 

iniciador (10 µM), 4 µl de MgCl2 (25 mM), 1 µl Taq DNA polimerasa (5U/µl) y 5 µl 

de solución de Enhancer. El PCR inicia con un ciclo de desnaturalización de 94°C 

por 5 minutos y 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 48°C por 1 minuto, 72°C por 1 

minuto y una extensión final de 72°C por 10 minutos. Se tomaron 15 µl del 

producto amplificado y fueron cargados en un gel de agarosa al 2%, corridos por 

electroforesis horizontal, teñidos con bromuro de etidio y observados bajo luz 

ultravioleta. 

 

9.- Limite de detección de DNA de taquizoitos de N. caninum 

Para analizar el límite de detección de DNA de taquizoitos de Neospora caninum 

en los PCRs desarrollados, se realizaron diluciones decuples seriadas de una 

cantidad conocida de DNA (1, mismas que fueron utilizadas con los iniciadores 

para pNc5 y ITS1 y el resultado fue interpretado de acuerdo a la última dilución, en 

donde fue posible observar la presencia de una banda de aproximadamente 275 a 

279 pb, estas pruebas fueron realizadas por duplicado. 

 

 

8.- Análisis de resultados 
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Para buscar la asociación entre el número de fetos positivos por histopatología e 

inmunohistoquímica, se realizó  la comparación por X2  usando tablas de 

contingencia de 2X2. Para analizar si existe diferencia estadística entre el número 

de fetos con histopatología positiva, que fueron detectados como inmunopositivos 

por inmunohistoquímica y que amplificaron el DNA de Neospora caninum por PCR 

utilizando ITS1 y pNc5, se utilizó la prueba estadística de homogeneidad, que 

utiliza como estadístico de prueba a L que se distribuye como X2, en donde la 

hipótesis nula es que ambas pruebas son homogéneas y la alternativa es que son 

diferentes.  

 

La sensibilidad del PCR de Nc5 e ITS1, se determinó utilizando la formula: fetos 

positivos PCR/fetos verdaderamente positivos X 100. La especificidad se 

determinó utilizando la formula: fetos negativos PCR/fetos verdaderamente 

negativos X 100. Para determinar la concordancia entre el PCR y la histopatología 

e inmunohistoquímica, se utilizó la formula: fetos positivos PCR + fetos negativos 

PCR/fetos verdaderamente positivos + fetos verdaderamente negativos X 100. 

 

Sensibilidad PCR= Fetos positivos por PCR    
                               Fetos verdaderamente positivos 
 

 

Especificidad PCR= Fetos negativos 
                                 Fetos verdaderamente negativos    
 

 

Concordancia= Fetos positivos por PCR + Fetos negativos por PCR 
                         Fetos verdaderamente positivos + Verdaderamente negativos 

Resultados 
 

 

1.- Histopatología 

De los 48  encéfalos de fetos evaluados por histopatología, en 29 casos (60.4%),  

se  observaron lesiones características de neosporosis (histopatología positiva) y 

en 19 casos (39.58%) no se encontraron lesiones asociadas a este parásito 

(Figura 5). Las lesiones mas frecuentemente observadas fueron microgliosis y 

X 100 

X 100 

X 100 



necrosis multifocal en 24 casos (82.75%). Solo se lograron observar quistes 

parasitarios por Hematoxilina y Eosina  en un caso (Figura 6). 

 

2.- Inmunohistoquímica 

Se trabajaron un total de 144 tejidos. Se lograron demostrar antígenos de 

Neospora caninum en   21 casos (72.41%)  al demostrar quistes o taquizoitos intra 

o extralesionales de color café rojizo. En 8 casos (27.58%) con histopatología 

positiva no se detectaron antígenos por IHQ (Figura 7). 

 

Con base en el resultado del estudio histopatológico e inmunohistoquímico, el 

número de fetos por grupo fue de: 21 casos con histopatología e 

inmunohistoquímica positiva, 19  casos con histopatología e inmunohistoquímica 

negativa y 8 casos con histopatología positiva e inmunohistoquímica negativa 

(Cuadro 1). 

 

La relación entre el número de fetos positivos por histopatología e 

inmunohistoquímica mostró una asociación estadísticamente significativa (p< 

0.005). La probabilidad de que un feto con histopatología positiva sea positivo por 

inmunohistoquímica fue del 72.41%, mientras que la probabilidad de que un feto 

con histopatología negativa sea negativo por inmunohistoquímica fue de 0% para 

este estudio. La concordancia entre ambas pruebas fue de 0.83 (Cuadro 2). 

 

 

3.- Extracción del DNA 

Los dos métodos de extracción (reactivos comerciales de QIAGEN y el método no 

comercial) de DNA de tejidos fijados en formalina e incluidos en parafina, fueron 

exitosos en la amplificación del gen de prolactina. Para realizar todas las 

extracciones de los tejidos, se optó por el método de extracción casero debido a 

que por este método se logró obtener la mayor concentración de DNA que 

oscilaba entre 250-700 ng/µl y la relación de proteínas y DNA (260/280), se 

encontró mayor a 1, comparado con el método de extracción de QIAGEN en el 



cual la cantidad de DNA fue menor y la relación proteínas DNA fue menor a 1. La 

cuantificación de DNA se realizó a través de luz ultravioleta utilizando un 

espectrofotómetro (DUR 640B Marca Beckman).   

 

Por otro lado se consiguió desarrollar el PCR para prolactina, con las siguientes 

condiciones: la mezcla madre de  50 µl, contenía 5 µl de DNA, 14 µl de agua 

estéril, 5 µl de Buffer Taq sin Mg (10X), 1 µl de dNTP`s (10 mM), 2.5 µl de cada 

iniciador (10µM), 4 µl de MgCL (25mM), 2.5 U Taq DNA polimerasa (5U/µl)*. Se 

inicio con un ciclo de desnaturalización de 95ºC por 5 minutos y después 35 ciclos 

de 95ºC por 30 segundos, 55ºC por 30 segundos, 72ºC por 1 minuto y una 

extensión final de 72ºC por 10 minutos. Los productos de PCR se analizaron por 

electroforesis  horizontal en gel de agarosa al 2% (Figura 8).  

 

4.-  PCR de las muestras 

4.1 Limite de detección de DNA 

La cantidad mínima requerida de DNA de taquizoitos de N. caninum con la que el 

PCR fue exitoso utilizando el gen ITS1 con los iniciadores PN1 y PN2 y las 

condiciones antes descritas  fue de 100 fg de DNA (equivalente a 1 taquizoito) 

(Figura 9). 

 

 

El límite de detección de DNA  de taquizoitos de N. caninum requerido para 

realizar una amplificación exitosa del gen pNc5 con los iniciadores Np7 sentido y 

Np4 se encontró entre  10 y 1 pg de DNA (equivalente a 10-100 taquizoitos) 

(Figura 10). 

 

4.2  PCR de las muestras 

El resultado de los fetos analizados por histopatología, inmunohistoquímica y PCR 

utilizando las regiones pNc5 e ITS1 se muestran en el Cuadro 3. Se encontraron 

15 casos positivos con los iniciadores PN1 y PN2 para la región ITS1 (Figura 11). 

Con los iniciadores Np7 y Np4 de la región pNc5, se detectó DNA de N. caninum 



en 12 encéfalos (Figura 12). La sensibilidad para ITS1 y pNc5 fue del 71.42% y del 

57.14% respectivamente. Por otro lado no se logró detectar PCRs positivos en 

ITS1 y pNc5 en ninguno de los casos del grupo 2, por tanto la especificidad para 

ambos casos fue del 100%. La concordancia entre la histopatología e 

inmunohistoquímica con el PCR de ITS1 fue del 85% y para el caso de pNc5  fue 

de 77.5%. 

 

Al comparar el número de fetos positivos por IHQ y  PCR basado en ITS1, no se 

encontró  diferencia estadística significativa (p>0.05) (Cuadro 4),  y cuando se 

comparó con el número de fetos positivos por amplificación de un fragmento de 

pNc5, si se encontró diferencia estadística significativa (p<0.05) (Cuadro 5).  

 

La capacidad para detectar DNA de Neospora caninum en fetos fijados en 

formalina e incluidos en parafina utilizando PCR de ITS1 y pNc5 no fue 

estadísticamente diferente (Cuadro 6).   

 

   

 

 

 

 



Discusión y Conclusiones 

 

 

 

El alto porcentaje de fetos con lesiones histopatológicas consistentes con 

neosporosis (60.4%) caracterizadas principalmente por necrosis  y microgliosis 

multifocal (82.75%) y que de estos, el 72.41% fueron positivos por 

inmunohistoquímica, es similar a los resultados observados por Morales45 et al., en 

donde. se analizaron 211 fetos colectados en diversas establos lecheros de la 

republica mexicana, encontrándose que 73 casos (34.59%) exhibían lesiones 

consistentes con neosporosis y de estos, el 53%  (39 casos), mostraban 

microgliosis y necrosis multifocal en SNC. De los 73 casos con histopatología 

positiva, solo se analizaron por IHQ 53 casos, observándose inmunopositividad a 

antígenos de Neospora caninum en 41 casos (77%). De igual forma Pereira-

Bueno67 et al., realizaron un estudio con 80 fetos encontrando que el 38.8% de 

estos fueron positivos a neosporosis por al menos alguna técnica diagnóstica 

(histopatología, inmunohistoquímica, serología y PCR). El porcentaje de fetos con 

lesiones sugerentes a Neospora caninum en SNC fue del 31.3% (25 casos), así 

mismo solo se realizó IHQ en 13 fetos encontrando inmunopositividad en 7 casos 

(53.84%) siendo similar a los porcentajes de inmunopositividad en tejidos fetales 

afectados por N. caninum, observados por  González et al., (50%)68 y Otter et al., 

(40%)69 en España y Reino Unido. En otro estudio, Kim70 et al., estudiando 180 

fetos encontraron 45 casos (25%) con lesiones compatibles con neosporosis y de 

estos, 16 casos (35.55%) fueron inmunopositivos por IHQ a antígenos de N. 

caninum en SNC. Estos estudios demuestran que el examen histopatológico de 

los  fetos afectados por N. caninum es de suma importancia para tener un 

diagnóstico presuntivo de esta entidad, y que existe una fuerte asociación entre la 

histopatología y la demostración de quistes o taquizoitos de N. caninum a través 

de la inmunohistoquímica como se observó en el presente estudio en donde la 

asociación fue estadísticamente significativa, con una concordancia del 0.83 y  el 

riesgo de que un feto con histopatología positiva sea positivo por 

inmunohistoquímica fue del 72.41%. Sin embargo, se debe tener en cuenta que la 

sensibilidad y especificidad de la inmunohistoquímica varia de acuerdo con el 



laboratorio que la realiza, como lo muestra un estudio de interlaboratorios en 

Europa71 en donde participaron 7 laboratorios. En este estudio se compararon el 

método de PCR y de inmunohistoquímica para la detección de N. caninum en 

tejidos fetales de bovino. Para el caso de la inmnunohistoquímica se trabajaron 36 

casos, de los cuales 21 fueron positivos a neosporosis (16 confirmados por IHQ, 5 

por PCR anidado) 2 fueron muestras de tejidos de placenta de un ovino infectado 

de forma experimental con N. caninum, 11 fueron muestras negativas (6  por IHQ 

y 5 por PCR) y dos fueron muestras de encéfalo de feto de ovino 

experimentalmente infectado con Toxoplasma gondii. La prueba de oro para 

comparar los resultados de inmunohistoquímica  y determinar su sensibilidad, 

especificidad y concordancia de este estudio, se basó en resultados previos de las 

muestras con los siguientes criterios: 1) la presencia de lesiones histopatológicas 

sugerentes de neosporosis en combinación con inmunohistoquímica positiva, 2) 

PCR positivo (ITS1) y 3) tejidos infectados de forma experimental con N. caninum. 

Los laboratorios que utilizaron un anticuerpo primario policlonal conejo anti-N. 

caninum y el método de amplificación complejo-streptoavidina-biotina-peroxidasa, 

demostraron una sensibilidad del 61 al 78%, especificidad del 85 al 100% y 

concordancia de 0.69 al 0.72. Estos resultados concuerdan con lo observado en el 

presente estudio ya que si se toma en cuenta a la histopatología positiva como 

indicadora de neosporosis se puede inferir que la sensibilidad en este estudio fue 

del 72.41% con especificidad del 100%. En un estudio de van Manen,71 también 

se realizó una inmnunohistoquímica semicuantitativa, en donde se  clasificaron los 

tejidos positivos por IHQ en cuatro grados de acuerdo a la cantidad de parásitos 

detectados  de la siguiente manera: 0=sin parásitos, 1=1-5 parásitos, 2=6-10 

parásitos, 3= mas de 10 parásitos y se compararon con el número de laboratorios 

que dieron positivo cada caso, encontrando  0% para la categoría 0, 40% para la 

1, 52.3% para la 2 y 83.3% para la 3, lo que indica una correlación positiva entre el 

número de parásitos en los tejidos y el éxito en la identificación de taquizoitos de 

N. caninum. En el presente estudio se puede inferir que tal vez los casos con 

histopatología positiva e inmunohistoquímica negativa, pudieron tener un bajo 



número de parásitos, por lo cual no fueron detectados o que se debió incluir una 

mayor cantidad de cortes seriadas de cada encéfalo.  

 

La sensibilidad y especificidad encontradas en este estudio  con ITS (71.42% y 

100%) y pNc5 (57.14% y 100%) concuerda con lo observado en Europa71 en una 

comparación interlaboratorios que se realizó para la detección de N. caninum en 

tejidos fetales de bovino a través de PCR utilizando la región del ITS1 y el gen 

pNc5. En este estudio siete laboratorios trabajaron con las mismas 76 muestras: 

30 fetos positivos (25 confirmados por histopatología e inmunohistoquímica y 5 

confirmados por PCR), 14 fetos negativos (9 con histopatología negativa y 5 

negativos por PCR) y 32 muestras que correspondian a tejido cerebral 

homogeneizado inoculado con taquizoitos de N. caninum. La prueba de oro para 

comparar los resultados de PCR obtenidos en las muestras y determinar su 

sensibilidad, especificidad y concordancia, se basó en resultados previos de las 

muestras con los  siguientes criterios: 1) la presencia de lesiones histopatológicas 

sugerentes de neosporosis en combinación con inmunohistoquímica positiva, 2) 

PCR positivo (ITS1) y homogeneizados de encéfalo con taquizoitos de N. 

caninum. En cuatro laboratorios, el PCR estaba basado en la amplificación de un 

fragmento del gen pNc5, encontrando una sensibilidad en los laboratorios del 57al 

83%, especificidad del 94 al 100% y la concordancia de 0.39 al 0.65. En tres 

laboratorios se utilizó el ITS1, encontrando una sensibilidad del 67 al 73%, 

especificidad del 83 al 100% y concordancia de 0.33. Un laboratorio utilizó el gen 

del rRNA-SSU y 5.8S, encontrando una sensibilidad del 78%, especificidad del 

100% y concordancia de 0.81. La sensibilidad y concordancia del PCR 

desarrollado en el presente estudio con ITS1 fue superior a lo observado en 

España,67 en donde se compararon los resultados de16 fetos con histopatología y 

serología positiva a neosporosis, contra un PCR anidado utilizando el ITS1 con los 

iniciadores NN1,NN2,NP1, NP2, encontrando 4 fetos positivos por PCR, por lo que 

se demostró una baja sensibilidad (25%), pobre concordancia con la 

histopatología (k=0.23) y alta especificidad (94%). Ellis47 et al.,  realizaron dos  

estudios retrospectivos utilizando un PCR basado en iniciadores derivados de 



ITS1, para detectar DNA de Neospora caninum en encéfalos y corazones fijados 

en formalina e incluidos en parafina que mostraban lesiones compatibles con 

neosporosis, tales como encefalitis no supurativa y miocarditis. De los 40 fetos que 

mostraban estas lesiones solo, 16 casos (40%) fueron positivos por PCR. Ellis72 et 

al., proponen el desarrollo de un PCR anidado en un solo tubo para aumentar la 

sensibilidad en la detección de DNA de Neospora caninum. Para lo cual utilizó un 

PCR anidado con los iniciadores externos NF1 y NS2 y los internos NR1 y SR1, 

demostrando que el límite de detección de DNA genómico de Neospora caninum  

fue de  10 y 1 fg, lo que equivale a 0.1-0.01 taquizoitos. Sin embargo, cuando se 

utilizó el PCR para detectar DNA de Neospora caninum en 30 fetos de bovino, que 

en el examen histopatológico mostraron lesiones compatibles con neosporosis 

(encefalitis necrótica y miocarditis no supurativa), se encontró que solo 8 casos 

fueron positivos (26.66%), lo que puede indicar una baja sensibilidad de este  PCR 

cuando se aplica a muestras clínicas fijados en formalina e incluidos en parafina. 

 

Para el PCR de pNc5 los resultados difieren con lo observado por Paula73 et al., 

quienes evaluaron un juego de iniciadores para realizar un PCR anidado con el 

gen pNc5 para la detección N. caninum en encéfalos de fetos de bovino infectados 

naturalmente. El PCR I estaba constituido por los iniciadores Np21-Np6 y Np7-

Np4, para el PCR II Np21-Np6 y Np7-Np6 y para el PCR III se utilizaron Np7-Np4 

y Np7-Np6. Las tres combinaciones de PCR fueron capaces de amplificar DNA de 

Neospora caninum diluidos a 101 parásitos por mL en homogeneizados de 

encéfalo de bovinos. Sin embargo, con las condiciones del experimento, el PCR I 

y II amplificaba múltiples bandas inespecíficas, mientras que el PCR III solo 

mostró la banda de 227 pb. Con base en estos resultados, se decidió aplicar el 

PCR III a 32 muestras de encéfalos de fetos abortados para de detección 

específica de N. caninum. La distribución focal de los taquizoitos o quistes del 

parásito a través de los tejidos afectados, es una importante característica que 

debe tomarse en cuenta al momento de aplicar un técnica directa para detectar al 

parásito. Por tanto cada encéfalo fue analizado 6 veces para minimizar el riesgo 

de resultados falsos negativos. De las 32 muestras analizadas por el PCR III, 10 



fueron positivas, sin embargo, en la amplificación primaria utilizando los 

iniciadores Np7 y Np4 en  4 casos no se logró un PCR positivo en ninguna de las 

seis veces que se analizó la muestra. En un estudio realizado en Corea70 se 

analizaron por PCR anidado 45 fetos de bovinos, que mostraban lesiones 

compatibles con  Neospora caninum. Para el PCR anidado se utilizó la 

combinación Np7-Np4 y Np7-Np6 para el gen pNc5. Se encontraron 34 fetos 

positivos por PCR (75.55%), los 11 casos restantes que fueron negativos, 

mostraban lesiones histológicas de moderadas a graves en encéfalo. Bazler74 et 

al.,  realizaron un estudio en Estados Unidos, en donde investigó  la utilidad del 

PCR para la identificación de infección por Neospora caninum en fetos abortados 

de bovino fijados en formalina e incluidos en parafina y en tejido fresco, a través 

del uso de PCR con los iniciadores Np7-Np4 que amplifican un porción del gen 

pNc5. Para determinar la sensibilidad y especificidad del PCR se formaron tres 

grupos de trabajo: 1) fetos con histopatología e inmunohistoquímica positiva, 2) 

fetos con histopatología e inmunohistoquímica negativa y 3) fetos con 

histopatología positiva e inmunohistoquímica negativa y se calculó su 

corcordancia. El límite de detección para el PCR fue de  20 a 40 taquizoitos en 20 

mg de tejido (encéfalo). La sensibilidad y especificidad en tejidos frescos fue del 

77% y 100% respectivamente y para los tejidos fijados en formalina e incluidos en 

parafina fue del 100% y 97%. La concordancia fue del 97% para tejidos fijados y 

del 88% para tejidos frescos. El PCR también detectó DNA de Neospora caninum  

en 6 de 8 fetos  que tenían histopatología positiva pero fueron negativos por 

inmunohistoquímica, indicando una alta sensibilidad del PCR comparada con la 

inmunohistoquímica. La mayor sensibilidad de este PCR difiere con lo observado 

en el presente estudio utilizando pNc5, esto se puede deber a que en seis fetos se 

observaron cambios histopatológicos positivos de grado moderado. Al respecto se 

menciona que el PCR puede no ser capaz de detectar DNA de N. caninum, en 

fetos con este grado de lesión70 y que el número de parásitos en los tejidos fue 

bajo.   

 



Cuando se indica al PCR como un método diagnóstico, se estima que este posee 

una alta sensibilidad  para detectar DNA del microorganismo de nuestro interés. 

Sin embargo, de acuerdo a los resultados de este estudio y a los resultados 

encontrados en otros estudios mencionados anteriormente, indican que el PCR no 

cubre estas expectativas en el caso de la neosporosis, debido que la sensibilidad 

es altamente variable y que por lo general no llega al 100%, estando en función 

del laboratorio que lo está realizando. Las principales causas por las cuales el 

PCR muestra una sensibilidad relativamente baja son: 1) Distribución focal y al 

azar de los parásitos. Al respecto De Marez75 et al., encontraron que la detección 

de N. caninum en ganado experimentalmente infectado con ooquistes de este 

parásito, utilizando diferentes porciones del mismo tejido no siempre son positivos, 

indicando que los parásitos no se distribuyen de forma uniforme en los tejidos 

afectados. 2) Bajo número de parásitos presentes en los tejidos. Paula73 et al., De 

Marez75  et al., y Ho76 et al., observaron que en reacciones repetidas de PCR del 

mismo tejido, no siempre se detecta el DNA del parásito, lo que indica una 

cantidad pequeña de parásitos en los tejidos afectados. 3) Características del 

tejido utilizado para el PCR. Bazler74 et al., encontraron diferencias entre la 

sensibilidad obtenida de tejidos en fresco (77%) y los fijados en formalina e 

incluidas en parafina (100%), esto debido a que generalmente los tejidos que 

fueron fijados en formalina e incluidos en parafina previamente son analizados por 

histopatología, lo que lleva a una mejor selección de los tejidos que serán 

analizados por PCR. 4) El órgano utilizado para el PCR, generalmente es el 

encéfalo debido a que en este se encuentran con mayor frecuencia lesiones y 

parásitos. 5) Grado de lesión histopatológica. Bazler74 et al., y Kim70 et al., 

mencionan que cuando el grado de lesión histopatológica es moderado, el PCR 

puede no ser capaz de detectar DNA de Neospora caninum. 6) Calidad de los 

tejidos. Generalmente los fetos se encuentran autolizados por lo cual el DNA del 

parásito puede estar degradado. 7) Diferencia en la metodología de la extracción 

del DNA. La extracción de DNA genómico de buena calidad de tejidos fijados en 

formalina e incluidos en parafina (TFFIP) es difícil  debido a que solo una pequeña 

proporción  de DNA intacto puede estar presente en los tejidos. Por lo cual el éxito 



en la amplificación  de un fragmento de DNA de TFFIP es críticamente 

dependiente de varios factores que incluyen, manipulación del tejido antes de su 

fijación, tipo de fijador utilizado, tiempo de fijación, temperatura y tiempo de 

almacén de los tejidos y condiciones del PCR.77,78 La exposición de los tejidos a 

formalina provoca la formación de puentes cruzados entre histonas e histonas y el 

DNA, y falta de digestión de proteínas por parte de la proteinasa K. Los cambios 

antes mencionados provocan pobre calidad y cantidad de DNA,  lo que se refleja 

en un PCR poco exitoso. Sin embargo, la extracción de DNA de TFFIP con calor, 

ha demostrado que el calentamiento de los TFFIP a altas temperaturas y pH 

alcalino mejora la   calidad y cantidad del DNA  comparado con el método 

tradicional de digestión enzimático.79,80  

 

El número de casos detectados como positivos por IHQ y PCR ITS1 aunque es 

diferente, esta diferencia no fue estadísticamente significativa utilizando el 

estadístico de prueba, sin embargo, cuando se comparó con PCR pNc5 se 

encontró una diferencia estadística significativa, lo que significa que la IHQ fue 

mas eficiente en detectar animales positivos que el PCR (pNc5). Estos resultados 

difieren con las observaciones realizadas por Bazler74 et al., en donde encontraron 

que el PCR (pNc5), fue capaz de detectar más fetos con neosporosis que la 

inmunohistoquímica. Esta diferencia se podría explicar debido a que en el 

presente estudio se realizaron 3 cortes seriados de cada caso lo que pudo 

incrementar la capacidad de la prueba para detectar quistes o taquizoitos de N. 

caninum  ya que la sensibilidad de esta prueba es dependiente del número de 

parásitos y de  cortes histológicos examinados.  

 

El no encontrar diferencias estadísticas significativas entre el número de fetos 

positivos detectados por ITS1 y pNc5 podría ser debido a que las lesiones 

histopatológicas  en 6 fetos fueron moderadas, la cantidad de parásitos fue baja,  

posible degradación del DNA parasitario por autólisis, fijación de los tejidos con 

formalina y por la distribución  al azar del parásito en encéfalo.  

 



Los resultados que se encontraron en este estudio no muestran una diferencia  en 

la utilización del PCR (ITS1 e pNc5) en cuanto al número de fetos positivos a N. 

caninum que fueron fijados en formalina e incluidos en parafina, con respecto a la 

inmunohistoquímica. Sin embargo, de acuerdo a algunas características de la 

neosporosis como lo son la  distribución al azar y bajo número de parásitos en los 

tejidos detectados por histopatología, se propone el empleo de la 

inmunohistoquímica teniendo en cuenta las variables como son: personal con 

experiencia en la realización de la técnica, análisis de diferentes partes de tejido 

afectado, con cortes seriados, así como un método de amplificación adecuado 

(CABP), para incrementar la sensibilidad de la inmunohistoquímica, cubriendo el 

hueco que deja el PCR, en ausencia de técnicas moleculares que ayuden a 

incrementar con certeza la sensibilidad del PCR para detectar animales con 

neosporosis. 
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Figura 1 

Encéfalo de feto de bovino mostrando una zona de necrosis con agregados de 
células gliales. Tinción Hematoxilina y Eosina 400X 

 

  
 

Figura 2 
Encéfalo de feto de bovino que exhibe un quiste intraneuronal de Neospora 

caninum que conteniendo abundantes taquizoitos. Tinción Hematoxilina y Eosina 
1000X 



 

 

Figura 3 
Encéfalo de feto de bovino que muestra inmunopositividad marcada en un quiste 

intraneural de Neospora caninum. Técnica IHQ (CAB-P 1000X) 
 

 
 

Figura 4 
Encéfalo de feto de bovino que exhibe inmunopositividad en taquizoitos de 

Neospora caninum que se encuentran al centro de una zona de necrosis y gliosis. 
Técnica IHQ (CAB-P 1000X) 

 
Figura 5 



Frecuencia de los 48 fetos  que mostraron  histopatología positiva y negativa 
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Figura 6 
Lesiones microscópicas en encéfalo mas frecuentemente observadas en los  

fetos. 
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Figura 7 
Número de fetos con  histopatología positiva y su resultado inmunohistoquímico 
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Figura 8  

PCR de Prolactina con los iniciadores HL033-HL035 mostrando amplificación de 
156 pb con la extracción de DNA mediante el método casero y el reactivo 
comercial 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ilustración de los productos de PCR de prolactina. Carril 1 marcador de peso molecular de 100 pb, 
carril 2, testigo positivo (DNA de encéfalo fresco), carril 3, DNA con extracción casera, carril 4, 
extracción con el reactivo comercial (QIAGEN), carril 5, testigo negativo. 
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Figura 9 
Límite de detección de DNA  en taquizoitos de N.caninum con los iniciadores PN1 
y PN2 de la región ITS1  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ilustración del limite de detección de DNA con PCR de ITS1. Carril 1 marcador de peso molecular 
de 100 pb, carril 2 al 7 (1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, 1 fg). 

 

 
Figura 10 

Límite de detección de DNA  en taquizoitos de N.caninum con los iniciadores Np7-
Np4 del  gen pNc5, que amplifican una banda de 275 pb. 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Carril 1 marcador de peso molecular de 100 pb, carril 2 al 8 (100 ng, 10ng, 1 ng, 100 pg, 
10 pg, 1 pg, 100 fg). 
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Figura 11 
Detección por PCR de DNA de Neospora caninum en TFFIP, pertenecientes a los 

fetos abortados, con los iniciadores PN1-PN2 de la región ITS1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ilustración de algunos productos de PCR de ITS1. Carril 1 marcador de peso molecular de 100 pb, 
carril 2 testigo positivo, carril 3 testigo negativo, carril 4,5,7 encéfalos positivos, carril 6 y 8 
encéfalos negativos. 
 

Figura 12 
Detección por PCR de DNA de N. caninum en TFFIP, pertenecientes a los fetos 

abortados, con los iniciadores Np7-Np4 del gen pNc5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 Producto de PCR de 275 pb. Carril 1 marcador de peso molecular de 100 pb, carril 4, 6, 7 
muestran una amplificación positiva, carril 2, 3, 5 y 8 muestran una amplificación negativa. 
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Cuadro 1 
Clasificación por grupos de los fetos con respecto a el resultado  histopatológico 
(HP) e inmunohistoquímico (IHQ). 
 

Grupo HP e IHQ N.caninum Número de fetos 

1 HP(+) IHQ(+) 21 (43%) 

2 HP(-) IHQ (-) 19 (39.58) 

3 HP (+) IHQ (-) 8  (16.6) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 2 
Análisis estadístico utilizando tablas de contingencia de 2X2, para comparar la 
relación entre los resultados histopatológicos e inmunohistoquímicos. 
 

Histopatología   

Positivo Negativo  

 

Positivo 21 0 21 

IHQ     

Negativo 8 19 27  

 29 19 48 

                       X2= 24.46  p< 0.005 Concordancia: 0.83 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 



Cuadro 3 
Relación de casos  analizados por histopatología, inmunohistoquímica y PCR 
(pNc5 e ITS1) 

 
# Caso Histopatología Inmunohistoquímica PCR 

pNC5                     ITS1 

N98-56A - - - - 

T95-09-133A + + - + 

T95-100 + - - + 

T95-09-165A + + + + 

BO2-276A ++ + + + 

T95-09-165B + - - - 

T95-09-160 ++ + + + 

B02-662 +++ + - - 

T95-09-135A + + + + 

T95-09-111 + + + + 

T95-09-116 - - - - 

B00-420 ++ - - - 

B04-404 - - - - 

B03-10 + + + + 

B02-325 + + - + 

012 + +  - 

T95-133B + - + + 

T95-09-135B ++ + - - 

B02-279 + + + + 

B02-445 ++ + - - 

T04-09-23 ++ + - - 

T04-09-53 ++ + - - 

T05-01 ++ + + + 

T05-01-2 - - - - 

T04-93 - - - - 

T95-09-181 + + + + 

T04-146 + + - - 

T95-09-158 - - - - 

B98-369 - - - - 

T95-09-105 - - - - 

T05-01-EC1314 - - - - 

94-0012 + - - - 

135 - - - - 

S/I - - - - 

63 + - - - 

020 - - - - 

163A - - - - 

163B - - - - 

T95-09-197 ++ + - - 

T95-09-176 - - - - 

017 - - - - 

B02-662A - - - - 

T95-09-160 + + + + 

B02-872 ++ + + + 

B01-275 - - - - 

005 + - - - 

T05-01-3 - - - - 

T95-09-71 + - - - 

 
 

 
 



 
 
 

Cuadro 4 
Frecuencia de fetos positivos por IHQ y PCR  ITS1. 

 
Prueba Interpretación 

Positivos                             Negativos  

IHQ 21 (72.41%)                        8 (27.58%) 

ITS1 15 (51.72%)                      14 (48.27%) 

                        L= 2.6364 p> 0.05 

 
 
 
 
 
 
 
 

Cuadro 5 
Frecuencia de fetos positivos por IHQ y PCR  pNc5. 

 

Prueba Interpretación 
Positivos                             Negativos  

IHQ 21 (72.41%)                        8 (27.58%) 

pNc5 12 (41.37%)                      17 (58.62%) 

                   L= 5.6945  p< 0.05 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
Cuadro 6 

Frecuencia de fetos positivos utilizando PCR de ITS1 y pNc5. 
 

PCR Interpretación 
Positivos                             Negativos  

ITS1 15 (71.42%)                      6 (28.57%) 

pNc5 12 (57.14%)                      9 (42.85%) 

                  L= 0.933 p> 0.05 
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