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RESUMEN CURRICULAR

La MVZ Elizabeth Moralés Salinas, realizo estudios de Licenciatura en la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UNAM en el periodo entre !980 y 1984, obteniendo el titulo de MVZ el
20 de mayo de 1985. En ¢l periodo entre 1988 v 1989, realizé estudios de Especializacion ¢n
Planificacion en Salud Animal obteniendo el respectivo ;:ﬁploma el 1" de septiembre de 1989 asi como
el reconocimiento como estudiante destacado siendo acrecdora a la Medalla de Plata ~Gabino
Barreda”. Se ha desempefiado como Profesor de Asignatura en la Facultad de Medicina Veterinaria v
Zootecnia de la UNAM impartiendo las asignaturas de Patologia Sistémica y General entre 1985 v
1991 y de 1991 a la fecha ha fungido como Profesor de Carrera de Tiempo Completo impartiendo las
asignaturas antes mencionadas, € impartiendo clases de Especializacion er Anatomopatologia
Veterinaria. En 1992 obtuvo el premio “Manuel H. Valtierra” por su destacada labor docente. Entre
1989 y 1992 trabajo en el sector piblico cn la Gerencia General de Bioldgicos v Reactivos de fa SSA
(Instituto Nacional de Higiene e Instituto Nacional de Virologia) rcalizando labores dc control de
calidad de biolégicos y patologia. En 1993, trabajé en la Division de Educacion Continua de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zoortecnia de la UN.A.M. como Coordinadora de Diplomados.

Actualmente realiza labores de diagndstico, investigacion y difusién en el Departamento de Patologia

de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UN A .M.



RESUMEN

Morales Salinas Elizabeth: Diagnéstico inmunolégico y epidemiologia de la Neosporosis bovina
en el Altiplano Mexicano. (Bajo la direccién de: MVZ, MSc., PhD, Francisco J. Trigo Tavera,
MVZ, DMV, Froylan lbarra Velarde, MVZ. MSc, PhD, Francisco Suarez Giiemes; MVZ, Dr.
Jorge Tortora Pérez; MVZ, PhD, Alfredo Sahagun Ruiz; MVZ, PhD, Roberto Cervantes Olivares v
MVZ, Dr. Gilberto Chavez Gris). '

Debido a la alta prevalencia de la Neosporosis bovina que se¢ ha presentado en otros paises
ocasionandoles pérdidas economicas substanciales y a que existe ,escasa informacion de la
enfermedad en México, se considerd necesario realizar investigaciones epidemioldgicas 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
identificacion del pardsito y lesiones asociadas mediante estudios histopatologico e
inmunohstoquimico v a través del aislamiento del agente en cultivos celulares a partir de tejidos
fetales, asi como a través de una encuesta serologica en vacas lecheras utilizando la técnica de
ELISA. Para la histopatologia se revisaron secciones de miocardio, encéfalo, pulmén, higado,
muisculo esquelético, rifion y bazo de 211 fetos, los que fueron procesados por la téenica histologica
de rutina. En 73 fetos (35%), se encontraron lesiones caracteristicas de Ncosporosis. v 33 de ¢stos. s¢
emplearon para el estudio inmunohistoquimico utilizando un Complejo-Avidina-Biotina-Peroxidasa,
el cual se aplico en el encéfalo, miocardio € higado, ya que fueron los drganos mas afectados. Para el
aislamiento del agente se trabajaron 28 encéfalos de fetos y 2 encéfalos de neonatos utilizando
cultivos celulares. Para ia encuesta seroldgica se muestrearon 50 hatos lecheros mexicanos con un
total de 1003 sueros, 43 hatos presentaban aita incidencia de abortos. los 7 restantes no presentaban
problemas reproductivos aparentes. por lo que fueron utilizados como testigo. Para el analisis de
éstos resultados, se determiné el niimero y porcentaje de animales seropositivos v seronegativos tanto
de los hatos problema como de los hatos testigo, se calculé el indice de probabilidad (OR) para
establecer la interaccion entre la respuesta serologica y el aborto. Las lesioncs mas constantes
asociadas a Neosporosis se apreciaron en el miocardio. enccfalo. higado v musculo csquelitico. 38
fetos {(80%), presentaron miocarditis no supurativa. 39 fetos (54%). presentaron gliosis v nccrosis
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



inmunohistoquimica, se pudieron identificar antigenos parasitarios en 41 fetos (78%), de los cualcs
en 19 (46%) se localizaron en 1 érgano, en 15 (37%) en dos érganos ven 7 (17%) en los tres 6rganos
estudiados. En cuanto al aislamiento, de los 30 cerebros trabajados solo se logré el crecimiento de
taquizoitos en un solo caso a los 23 dias posteriores a la inoculacion del cultivo celular. Los
resultados de la encuesta serologica fueron los siguientes: En los hatos problema, 404 sueros (72%)
resultaron positivos y 159 sueros (28%) resulfaron negativos, mientras que en los hatos control, 157
sueros (36%) resultaron positivos y 283 sueros (64%) resultaron negativos. El indice de probabilidad
fue de 4.5 (3.49. 5.47) con 95% d¢ intervalo de confianza lo cual indicd que la probabilidad de
abortar en los hatos problema fue de 4.5 veces mas que en los hatos testigo, por lo que se observd
que existe una fuerte asociacion 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 difundida ampliamente al menos en las principales cuencas lecheras
del pais, hecho sustentado al encontrar estructuras parasitarias y lesiones caracteristicas de la
enfermedad en los fetos, asi como la identificacion del parasito a través de la inmunohistoquimica v el
aislamiento del agente en cultivo celular a partir de tejido encefalico de un feto, ademas de encontrar

evidencia serologica 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 the supervision of: MVZ, MSc¢., PhD, Francisco J. Trigo Tavera, MVZ, DMV,
Froylan Ibarra Velarde, MVZ, MSc, PhD, Francisco Suarez Gﬁerﬁes: MVZ. Dr. Jorge Tértora
Pérez; MVZ, PhD, Alfredo Sahagun Ruiz; MVZ, PhD, Roberto Cervantes Olivares y MVZ, Dr.
Gilberto Chavez Gris).

Bovine Neosporosis is a highly prevalent disease in many countrics, where it causes important
economic loses. There is not enough information about this disease in México, so it was necessary to
conduct epidemiological studies for a better understanding of this disease. The main objetive of this
rescarch was to estimate the frecuency of this disease in México, through identification of the
ctiologic agent 7and lesions associated, using histopathological and immunohistochemical tests and
also by agent isolation in cell culture from fetal tissues and through ELISA test in dairv cows.
Sections of heart, 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 them were used for immunoperoxidase staining (ABPC). For agent
isolation, 28 brains from fetuses and 2 brains from seropositive newborn calves were worked out by
cell culture. For the serological survey, 50 dairy herds were studied using sera samples from 1003
cows. 43 herds had a high incidence of abortion and the other 7 which did not have apparent
reproductive failure, were used as herd controls. From the analysis of these results, thc number and
percentage of seropositives and seronegatives animals from both problem and control herds was
determinated. Odds Ratio (OR) was estimated to establish the interaction between the 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 myocarditis, 39 fetuses
(54%), had glial proliferation and multifocal necrosis and 6 of them showed parasitc cysts, 39
fetuses (54%), had nonsuppurative periportal hepatitis and 19 fetuses (26%) had nonssupurative
myositis. By the immunohistochemical tests, it was posible to identifv parasite antigens from 41
fetuses (78%). From these, 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. Tachyzoites were
identified 23 days after cell inoculation. The results of the serological survey were the following:
From problem herds, 404 sera (72%) were positive and 159 scra (28%) were negative. while in

control herds, 157 sera (36%) were positive and 283 sera (64%) were negative. The OR was 4.5



(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, it 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 fact that
parasite stfuctures and characteristic lesions of the disease were found. and also by the
immunohistochemical 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

INTRODUCCION:

Neospora caninum es un protozoario perieneciente al phylum Apicomplexa, estructuralmente
similar a Toxoplasma gondii, pero diferente a este ultraestructural y antigénicamente (1,2,3,4,5,6).
Se ha encontrado afectando en forma natural 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 infeccion por el parasito se ha
producido experimentalmente ocasionando el cuadro clinico en estos ammales. Neospora caninum
causa enfermedad fatal en perros de todas las edades; sin embargo, se ha descrito con mayor
frecuencia en perros jovenes en los cuales la enfermedad se caracteriza por pardlisis severa y
progresiva (2,4,7,10). La Neosporosis en el ganado se caracteriza por aborto entre el tercer y noveno
mes de gestacién ocurriendo con mayor frecuencia entre el quinto y sexto mes de gestacion, paralisis
neonatal o el nacimiento de becerros portadores asintomaticos, por lo que en algunos paises ha

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

Historia: Una enfermedad parecida a la Neosporosis fue reconocida en 6 perros Boxer por Bjerkas ef
al. en Noruega en 1984 (7.8,9,39). Cinco de estos perros desarrollaron altcraciones ncurologicas de 2
a 6 meses después del nacimiento. En’ ¢l estudio histopatologico se encontraron estructuras
parasitarias parecidas a Toxoplasma gondii en cerebro y musculos. sin embargo no s¢ cncontraron
anticuerpos anti Toxoplasma gondii en el suero de los perros. Dubey ef al. en 1988 (4) encontraron
un parasito similar en 10 perros de los Estados Unidos de Norteamérica, distinguiéndolo de

Toxoplasma gondii y llamandolo Neospora caninum. En ¢l mismo afio. Dubey et a/. (32). aislaron a



Neospora caninum de perros con infeccion natural y lo cultivaron en ratones y en cultivo de células v
con ello indujeron Neosporosis en perros experimentalmente. Lindsay y Dubey en 1989 (5).
desarrollaron una prueba inmunohistoquimica para identificar antigenos de Neospora caninum en
tejidos fijados en formalina amortiguada, usando anticuerpos anti Neospora caninum provenientes de
un conejo inoculado con el parasito, permitiendo el diagnéstico seguro de Ncosporosis cn los
a.nimales. Bjerkas y Dubey en 1991 (40), compararon estructuralmente y antigénicémente ‘los
parasitos encontrados en tejidos fijados en formalina de los perros de Noruega v Estados Unidos v
ilegaron a la conclusién de que la parasitosis originalmente encontrada ¢n perros de Norucga cra
Neospora caninum. Sin embargo, la Neosporosis no es una enfermedad nueva, ya que Dubey ef a.
en 1988 v en 1990 (41,42,43), realizaron un estudio retrospectivo inmunohistoquimico dc tcjidos
fijados en formalina e incluidos en parafina de los casos diagnosticados como infeccion por
Toxoplasma gondii en tejidos de perros, ¢ identificaron a Neospora caninum en animales que habian
muerto en los Estados Unidos en 1957 y 1958. Esto indica que muchos casos que previamente se
habian dignosticado como Toxoplasmosis, eran en realidad infecciones por Neospora caninum va
que ambos parasitos son muy semejantes morfologicamente en cortes histolégicos v no se
sospecharon parasitos diferentes.

En California Estados Unidos, la Neosporosis bovina se ha reconocido recientemente como ia
principal causa de aborto en esta region. Desde 1983, ¢n el Laboratorio de Diagnéstico Veterinario
en California se habia observado un patrén de lesiones histoldgicas nuevo en fetos provenientes de
vacas lecheras. Las lesiones fetales consistian cn cncefalitis no supurativa focal v nccrosis.
mioéarditis y miositis no supurativa e inflamacién no supurativa en otros érganos. Estas lesioncs
eran similares a las encontradas por Toxoplasmosis en el ganado ovino. sin embargo. no hubo
evidencia serolégica de infeccién por Toxoplasma gondii en el éanado que habia abortado

(11,12,14). En 1990, en el Labotatorio de Diagnéstico Veterinario de California se realizd un estudio



extenso en un periodo de 2 afios de los casos de abortos remitidos. Las lesiones histologicas
compatibles con infecciéon por protozoarios ¢n cerebro y corazon se observaron en ! 18 % de todos
los fetos provenientes de California (12,14). En otro estudio realizado en El Valle de San Joaquin en
California, principalmente en ganado lechero, se observo una alta incidencia de infeccion por
protozoarios. En este estudio se examinaron un total de 468 fetos de los cuales 95 (20.3%) tenian
lesiones caracteristicas de infeccion por protozoarios vy en 15 (3.2%) se encontraron estructuras
parasité.rias en ¢l cerebro (15). La confirmacién de Neosporosis bovina en California se logré a
través de un estudio retrospectivo con la técnica de inmunoperoxidasa utilizando suero especifico anti
Neospora caninum producido en conejo por Lindsay y Dubey (5), indicando que fa enfermedad ha
sido endémica desde al menos 1985 (38). Este suero se selecciond después de la primera asociacion
de aborto por un protozoario parecido a Neospora caninum cn ganado lechero cn Nucvo México cn
1987 (37), y en un neonato Shorthomn proveniente de Maryland, Estados Unidos (44). En 1991 se
realizé el primer aislamiento de Neospora caninum en Estados Unidos, a partir de fetos abortados v
desde entonces se ha mantenido en cuitivos de células endoteliales de arteria cardiopulmonar y
monocitos de bovino entre otros (45} y se ha podido inducir la enfermedad en el ganado a partir de
este aislamiento (46). La infeccion por Neospora caninum se considera como la principal causa de
aborto en el ganado lechero identificada en California. En comparacion con otras causas de aborto
infeccioso, el aborto por protozoarios es 3.5 veces mas frecuente que la infeccion bacteriana mas
comiin (Actinomyces pyogenes) y 5 veces mas frecuente que la infeccion viral mas comin (RIB)
(11,16) y desde 1985, Neospora caninum se ha identificado en mas de 600 fetos abortados
provenientes de mas de 250 hatos (4;}').

En un estudio reciente realizado por Anderson et al.. en Estados Unidos en 1995 (47). con cl
proposito de estimar la tasa minima de aborto atribuible a infeccion por Neospora caninum ¢n hatos

lecheros seleccionados en California , encontraron que de 26 hatos con 19,708 vacas, ocurricron 266



abortos en un periodo de 1 aito, de los cuales 113 (42.5%) se asociaron a infeccion por Neospora
caninum como causa identificada. Catorce de estos hatos tenian antecedentes de abortos atribuibles a
Neosporosis y en los 12 hatos restantes no se habia identificado al agente como causa de aborto.
Doscientos treinta y dos de los 266 fetos provenian de los hatos con antecedentes de Neosporosis v de
estos en 101 (43.5%) se identifico a Neospora caninum como causa de los abortos. Los 34 fetos
restantes provenian de los hatos sin antecedentes de Neosporosis y de estos, en 12 fetos (35.3%) se
identifico a Neospora caninum como causa de los abortos. Este estudio indica quc sc ha clevado
considerablemente el porcentaje de abortos atribuibles a Neosporosis .con respecto a informes de
abortos publicados previamente en California.

La Neosporosis bovina se ha reconocido también como la principal causa de aborto en Holanda,
diagnosticandose entre el 16 y 21% de los fetos suministrados para diagnéstico (48), asi como la
principal causa de aborto en Nueva Zelanda (49); ademas se ha asociado como causa de aborto en
varios paises del mundo tales como, Gran Bretafia (50.51), Bélgica (52), Australia (53), Japén (54).

Sudafrica (55), Isracl (56), Irlanda (57), Suecia (58), Canada (59,60,61) y Argentina (62).

Estructura y ciclo de vida: El ciclo de vida y como el protozoarto induce al aborto en el ganado no
se conoce, sin embargo. recientemente se sabe que una via de transmisién cs a través de la placenta v
que esta puede ocurrir repetidamente en el mismo animal (63,64,65). En un estudio realizado por
Par¢, et al. (65), determinaron seropositividad en becerros sanos de 2 hatos, 30.6% (85/278) v
53.55% (68/127) respectivamente, previo a la ingestidén de calostro, demostrando que la infeccién
congénita, no necesariamente tiene un efecio detrimental en la salud de los becerros o determina ¢l
aborto, por lo que se considera que esta es la principal forma de conservacion de la enfermedad en los
hatos. La transmision congénita se ha inducido experimentalmente en perros (66), gatos (67), ovinos

(68), bovinos (69) y ratones (70). Se piensa que el pardsito puede tener un ciclo de vida similar al de



Toxopldsma gondii, transmitiéndose a un huésped susceptible a través de la ingestion de ooquistes
presentes en las heces de algin huésped carnivoro definitivo como el perro. Los quistes con multiples
bradizoitos en el sistema nervioso central (SNC) y grupos de taquizoitos en los tejidos, son las tnicas
fases del ciclo que se han reconocido. En estudios experimentales realizados en gatos. perros.
coyotes, mapaches y algunas aves inoculados con taquizoitos por las vias subcutanea, intraperitoneal,
intramuscular, intravenosa y oral, no s¢ han podido detectar ooquistes de Neospora caminum 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 morfoldgica entre Neospora caninum de los
perros vy la Neospora encontrada en el ganado.

Los taquizoitos son ovalados o en forma de media luna y miden de 3 2 7 por | a 3 um. dependicndo
del estadio se dividen en 2 zooitos por endodiogenia. En animales infectados los taquizoitos sc
encuentran en macrofagos; polimorfonucleares; células nerviosas tales como células de Schwann,
neuronas, células ependimales, células de la retina y astrocitos; fibroblastos: cclulas cadotcliales.
miocitos; células epiteliales tubulares del rifion; hepatocitos y otras células del cuerpo. La célula
infectada puede contener hasta 100 taquizoitos. Los taguizoitos se encuentran dentro del citoplasma
de la célula hiesped con o sin vacuola parasitofora (VP). Los taquizoitos de Neospora carninum
tienen organitos semejantes a los de Toxoplasma gondii, sin embargo existen algunas diferencias. los
taquizoitos de Neospora caninum tienen una membrana citopldsmica con 3 capas, 22 microtibulos.
2 anillos apicales, 1 conoide, un anilio polar de 1 a 3 mitocondrias, menos de 150 micronemas. 8 a 12
“rhoptries” anteriores al nicleo y de 4 a 6 “rhoptries” posteriores al nucleo. que son organitos
apicales con forma de pera. que se cree estan involucrados en [a invasion de la célula del husped por
parte del parasito, un complejo de Golgi, un reticulo endoplasmico liso y un rugoso, un atcleo v un

nucleolo, Los “rhoptries” contienen un material sélido electrodenso y son 2 a 4 veces mas gruesos



-

que el diametro de los micronemas (6,8,9,43,72,73). La discrepancia entre los organitos cncontrados
en los parasitos de los perros en Noruega y los de los Estados Unidos en cuanto a ¢l numero de
“rhoptries” fue de mas de 30 por Bjerkas y Presthus e 1989 (41) y mds de 18, por Speer y Dubey en
1989 (74). Esta diferencia se puede atribuir a la dificultad de distinguir “rhoptries™ de los granulos
denscs. Los microporos no se¢ han visto en taquizoitos de animales, pero si se¢ han cncontrado en
taguizoitos obtenidos de cultivos celulares (39,41).

Los quistes con Bradizoitos en los tejidos, son con frecuencia de redondos a ovales, hasta de 107
um de diaﬁetro y se encuentran 5010 en ¢l tejido nervioso (cercbro, médula espinal v retina). La pared
del quiste es lisa y mide hasta‘4 pm de espesor, dependiendo del tiempo de infeccion. En muchos
quistes tisulares la pared ¢s de ! a 2 um de espesor. La pared del quiste contiene estructuras
parecidas a tibulos, no hay septos y no existe pared quistica secundaria (2,6,8,9,43,72,73).

Los bradizoitos son delgados de 6 a2 8 por 1 a 1.8 um y contienen los mismos organitos que se
encuentran en los taquizoitos con excepcion de que existen menos “rthoptries” y estos son mas PAS-
positivos. La pared de los quistes se tifie en forma variable con PAS. Entre los bradizoitos existen
estructuras tubulares y vesiculares y pueden contener microporos (2.6. 8.9.43.72.73).

Con la ayuda del microscopio electronico de transmision 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 niimero de “rophtries™. Los “rophtries™ son
mas numerosos en Neospora caninum que en Toxoplasma gondii, y €l contenido de los “rophiries™
es electrodenso en Neospora caninum y electrotransparente en Toxoplasma gondii. 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 1 a 4 pm y la de Toxoplasma gonedii

mide hasta 0.5 um (1,38,43,74).



Biologia molecular: La posicion taxonémica de Neospora caninum es incierta debido a que el ciclo
de vida se desconoce. El analisis de la secuencia de pequefias subunidades de ribosomaé. del RNA
{(sstRNA) de Neospora caninum y Toxoplasma gondii mostraron cuatro nucledtidos diferentes entre
estos dos parasitos, mientras que comparaciones similares entre los aislamientos de Neospora de
bovinos y canideos, no mostraron diferencias en cuanto a los nucledtidos (75). En comparaciones
recientes usando una axnpiiﬁcaéién poli;nérﬁca al azar del DNA (RAPD) PCR, Guo v Johnson en
1995 (76), encontraron un polimorfismo significativo entre los géneros Neospora. {oxoplasma v
Sarcocystis, concluyendo que Neospora caminum es una especie independiente. La informacion
derivada del DNA del agente, ha sido importante para el diagnostico al utilizar diferentes genes y

técnicas de PCR para el diagnéstico (77).

Patologia y signos clinicos: El aborto es el inico signo clinico observado en la vaca infectada.
Vacas de cualquier edad pueden abortar entre gl tercer y noveno mes de gestacion, ocurriendo con
mayor frecuencia entre el quinto y sexto mes, Los fetos pueden morir en utero, ser reabsorbidos.
momificados, autolizados, pueden llegar a término pero nacer con problemas neurologicos debido a
encefalomielitis o nacer clinicamente normales pero infectados cronicamente. No se encuentran
lesiones macroscdpicas caracteristicas en fetos, placenta, ni ¢n nconatos y generalmente no existe
retencidn placentaria. O Toole y Jeffrey en 1987 (19,78), informaron que un beeerro de 3 dias de
nacido presenté incapacidad para ponerse de pie y a la necropsia se encontrd despigmentacion,
especialmente de la sustancia gris def cerebro. La momificacién de fetos ha sido un hallazgo clinico
patolégico importante, sin embargo ha sido dificil determinar ia causa de esta momificacion ya que
los tejidos se encuentran muy autolizados en el estudio histopatolégico (9,16). El parasito afecta

principaimente al encéfalo y médula espinal, miocardio, misculo esquelético e higado. Los drganos



afectados con menor frecuencia son el pulmon, el rifion, la piel, nédulos linfaticos, bazo, ojos y
gldndulas adrenales. Siendo Neospora un patdgeno intracelular, puede matar rapidamente las células
del hiiesped por muitiplicacién activa de taquizoitos produciendo necrosis, inflamacion no supurativa
y reaccion granulomafosa en los tejidos afectados. Los quistes con bradizoitos suelen ser escasos y
con frecuencia no se rodean de reaccidn inflamatoria. La reaccion granulomatosa alrededor de los
quistes degenerados en SNC, sugiere su ruptura y la subsecuente reaccion inflamatoria por parte del
husped. El tiempo en el que permanecen los quistes en el SNC no se conoce (1,8,9,13,14,38,63.79).
Lo comiin es que no hayan malformaciones en los fetos, sin embargo ha habido un informe de

hidrocefalia asociada a Neosporosis (30).

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 rapidamente y probablemente con esto también mueran los parasitos. El aislamiento del
parasito también dependera del nimero de microorganismos presentes (19,45). Neospora caninum se
aisld solamente en 2 de 100 fetos de bovino con Neosporosis histoldgicamente confirmada (43).
Ademas de en los perros, ¢l parasito solo se ha podido aisiar a partir de fetos abortados en Estados
Unidos (19,45), Yapdn (81) v Suecia (82). Neospora caninum se cultivd 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 ¢n cultivos celularcs de rifién de bovino, cercbro
de feto de ratén, fibroblastos de piel de humano, células Vero y algunos otros cultivos cclulares bien
establecidos. La seleccion 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 parasitos o
que estos tarden en adaptarse al cultivo celular (19). Aparentemente ¢s mas facil obtener un cultivo

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



bradizoitos son mas resistentes que los taquizoitos (19) Sdlo los taquizoitos se han identificado en
cultivos celulares. Neospora caninum no produce una infeccion consistente en ratones v ratas
normales inmunocompetentes. La tnica manera de infectar experimentalmente a estos roedores ¢s
administrandoles 2 inyecciones con 2 a 4 mg de acetato de metilprednisolona durante 7 dias antes de
la inoculacién via subcutanea con 10 o mas taquizoitos. La neumonia y la encefalomielitis son las
lesiones predominantes en ratones mientras que las ratas desarroilan hepatitis en forma primaria. El
numero de quistes con bradizoitos en los tcjidos de estos animales ¢s variable ¢ impredecible. Los
quistes tisulares en los ratones son mucho mas pequeios (10-25 um} cn los casos experimentales que

los encontrados en las infecciones naturales (32.83).

Diagnéstico: La confirmacién de abortos o problemas neuroldgicos en becerros, compatibles con’
Neosporosis, requiere de un diagnostico integral en donde se utilicen diferentes técnicas va sea en el
feto abortado o en el neonato y en la madre. Las técnicas diagnosticas que se han utilizado en los
tejidos fetales v que son mas confiables, son la histopatologia v la inmunohistoquimica. asi como la
mmunofiuoresencia de los liquidos fetales, mientras que en la madre se han utilizado técnicas
serologicas para la deteccion de anticuerpos como la ELISA e inmunofluoresencia (19).

Métodos de diagndstico en los fetos y neonatos:

Anatomopatologico.- No existen lesiones macroscopicas caracteristicas en la placenta. Puede ocurrir
autolisis y momificacion, y en general no existen hallazgos macroscdpicos contundentes. Puedcn
haber pequefios focos blanquecinos en el miocardio y musculos esqueléticos que corresponden a
zonas de necrosis ¢ inflamacion, Las lesiones mas significativas y caracteristicas son microscopicas v
s¢ encuentran en encéfalo y médula espinal abarcando principalmente la sustancia gris, ocasionando

encefalomiclitis no supurativa con infiltracién linfocitaria perivascular con necrosis v gliosis



multifocal. No existen informes de una localizacion especifica de les_iones en el cerebro. Ademas se
encuentra miocarditis y miositis no supurativa multifocal y hepatitis periportal no supurativa con
focos de necrosis. Ocasionalmente puede haber inflamacion y necrosis en otros érganos. En los cortes
histolégicos es posible observar quistes de redondos a ovales con numerosos bradizoitos unicamentc
en SNC o grupos de taquizoitos en SNC, asi como en otros tgjidos principalmente en tejido
muscular; sin embargo, estas lesiones y estructuras similares se pueden observar también en casos de
infeccion por Toxoplasma gondii y Sarcocystis sp, por lo que es recomendable realizar pruebas de
inmunohistoquimica para demostrar antigenos especificos de Neospora caninum. Cabe sefialar que
en casos de Toxoplasmosis s¢ pueden encontrar abundantes quistes con bradizoitos en SNC v en
otros organos como el higado, rifin, pulmén o tejido muscular, mientras que en los casos de
Neosporosis los quistes con bradizoitos son escasos y sélo se encuentran en SNC. Por otro lado
Sarcocystis sp es. de mayor tamafio y tiene un especial tropismo por células cndotcliales 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 avuda de la
microscopia electrénica, para la identificacion de organitos caracteristicos del microorganisimo, sin
embargo, este estudio requiere fijadores especiales, materiales y equipo sofisticado, los cuales se
encuentran en pocos laboratorios, ademas de que el diagndstico se dificulta debido a los escasos
quistes parasitarios encontrados en el SNC. Por otro lado, como método diagnéstico resulta ser
definitivo y es més aplicable en casos de confinracién de aislamientos en cultivos celulares (1,2,6).
Inmunologico.- Estudios previos han demostrado que no existe antigenicidad cruzada o es minima
por IFA entre Neospora caninum y otros protozoarios como Toxoplasma gondii y Sarcocystis sp.
por lo que las pruebas serologicas suelen ser de gran utilidad para el diagnéstico de Neosporosis

utilizando anticuerpos ahti- Neospora caninum (88).
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La inmunohistoquimica utilizando técnicas de inmunoperoxidasa con anticuerpos primarios anti
Neospora caninum, s un método diagnostico muy confiable v especifico, realizado en fos tepdos
fetales incluidos en parafina para identificar antigenos especificos del parasito. permitiendo
diferenciarlo de otros protozoarios con estructura v lesiones semejante (1,5,38,89), Io que se refleja
en el estudio realizado por Wouda et al. (90). quienes encontraron en 80 fetos con Neosporosis.
taquizoitos en el 85% de los cerebros, 14 % de los corazones y en el 26% de los higados, ademas de
identificar quistes parasitarios en el 21% de los cerebros.

Recientemente Cole ef al (3,91), han desarrollado la técnica de anticl.:gerpos monoclonales para la
deteccidn de Neospora caninum en fetos abortados. Un anticuerpo murino monocional (MAB) 6G7
dirigido a los taguizoitos de Neospora caninum es capaz de reconocer 8 antigenos mayores y algunos
antigenos menores, lo cual se puede observar a través del andlisis de Western blot. La migracién
relativa de los 8 antigenos mayores fluctua de 31 a 97.4 kd. Adicionalmente el MAB 6G7 reconoce
antigenos de los taquizoitos de Toxoplasma gondii con migracion de 107 kd. La técnica utilizada en
los taquizoitos de Neospora caninum cultivados en fibroblastos de piel de humano indica que €l
MAB 6G7 se une a los micronemas, granulos densos, “rhoptries™ de la porcion basal v tibulos
intravacuolares dentro de la vacuola parasitofora. EIl MAB 6G7 también sc unc a los micronemas v
la porcion basal de los “rhoptries” de los taquizoitos de Toxoplasma gondii,

También se ha utilizado la técnica indirecta de anticuerpos fluorescentes (IFA), la cual ha
demostrado ser efectiva para detectar altos niveles de anticucrpos anti-Neo.;-pora en ¢l sucro de
becerros infectados en forma congénita, a traves de la placenta. tomando la muestra antes de la
ingestion de calostro. Ademas esta técnica puede ser util para establecer el ‘diagnéstico en fetos
abortados desde los 5 meses de gestacion en adelante. encontrando elevados niveles de anticucrpos cn

los fluidos fetales (92,93).
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Métodos de diagnéstico en las vacas:

La deteccidn de anticulerpos especificos anti-Neospora caninum en el suero de las vacas, ha sido
de gran ayuda para realizar estudios seroepidemiologicos y para ello se han utilizado la
inmunofluoresencia indirecta (IFA) y el ensayo inmunoenzimatico (ELISA).

El diagndstico de Neosporosis bovina a través de ELISA ha revelado una sensibilidad def 88% v
una especificidad del 97%. La técnica de ELISA se puede utilizar para determinar la
seroprevalencia del hatp a traves del muestreo de sueros al azar de un minimo de 30 vacas
adultas, con mas de 30 dias posparto (en lactacién). La prevalencia se puede calcular basandose
en ¢! total del nimero de vacas en produccion. El Sistema dc Laboratorios de Diagnédstico
Veterinario en California (CVDLS) sugiere que se realicelel muestreo 2 veces, tanto de las vacas
que no han abortado como de las vacas que si han abortado y que la coleccion del suero provenga
de un grupo de vacas que estén en el mismo periodo de gestacion o posparto y que tengan una
edad similar. Recientemente se ha reconocide que [a técnica de ELISA resulta ser consistente,
objetiva, rapida y precisa ademas de sensible y especifica, 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)

Aungue la técnica de IFA ha sido util para el diagndstico seroldgico en casos de infeccion

congénita y para determinar el estado inmunologico del hato, es dificil su interpretacion en casos

individuales. ya que puede dar resultados falsos negativos debido a que 2 a 3 meses después del
aborto, los niveles de anticuerpos que eran elevados pueden disminuir a niveles muy parecidos 2 los

de animales no infectados (19,94,95).
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Prevencién y Control; Hasta la fecha no se han podido establecer métodos de prevencion v
control satisfactorios de la Neosporosis bovina, debido a que se tiene insuficiente informacion de
la biologia del pardsito sobre todo de su ciclo y forma de transmision, aun sabiéndose que la
transmision congénita puede ser la mas comin si no es que la dnica en algunos hatos, sin embargo
Thurmond y Hietala (96), sugieren las siguientes estrategias:

Estrategias de control con respecto a la infeccidon congénita;

Para reducir el riesgo de transmisién congénita, 1o recomendable seria la eliminacién de la
paulatina de las vacas infectadas que pudieran parir becerros infectados v 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 infeccion congénita también se puede reducir reemplazando poco a poco el
hato solamente con vacas seronegativas. Esta medida pucde resultar menos costosa que la
eliminacion de animales (97).

Estrategias de control en la transmision posnatal:

Para poder minimizar la transmision posnatal via posible huésped camivoro definitivo, como cn
los casos de Toxoplasmosis, lo recomendable seria romper con su ciclo de transmision, evitando
el contacto directo y la ingestion de la placenta, tejidos y fluidos fetales por parte del posible
huésped definitivo, asi como evitando la posible ingestion de heces por parte dei ganado en el agua
.o en el alimento. Los huéspedes definitivos podrian ser aves, perros, gatos, ratas, ratoncs o
coyotes. Las medidas de control deben incluir la eliminacion de fetos abortados, becerros muertos
y placentas, asi como minimizar el nimero de gatos, perros o cualquier fauna nociva en la
explotacion, Para minimizar la posible transmision a partir de la ingestion de tcjidos o fluidos
provenientes de abortos o partos de vacas infectadas. por vacas no infectadas. lo recomendable es
tener paiideros individuales, o separar a los animales positivos de los negativos durante los partos

o quizas incluso durante la preiiéz (38,96).



Recientemente se esta trabajando experimentalmente con diferentes formulaciones de una
vacuna inactivada para la prevencion de la Neosporosis bovina, se ha encontrado que los titulos
de anticuerpos contra Neospora varian de < 40 a 80 antes de la vacunacion, y de 320 a 5120 dos

semanas después de la vacunacion, sin embargo todavia no se tienen resultados definitivos (98).

Tratamiento: Los farmacos que se han utilizado para inhibir el desarrollo de Toxoplasma gondii
en cultivos celulares también son efectivos para inhibir el desarrollo de Neospora cannum
cuando se usan en concentraciones similares. Especificamente, lasalocid sodico a 0.05 mg/ml.
monensina sodica a 0.05 mg/ml, piritrexina a 0.01 mg/ml, pirimetamina a 0.05 mg/ml ¥
trimetropin a 5 mg/ml son efectivos para prevenir el desarrollo de taquizoitos intracelulares de
Neospora caninum en cultivo de tejidos de monocitos de bovino, mientras que ¢l amprolium
hudroclorado a 10 mg/ml, sulfadiazina a 200 mg/ml y sulfametoxalina a 200 mg/mi no han sido
efectivos. Experimentalmente se ha visto que la sulfadiazina en el agua de bebida previene la
Neosporosis clinica en ratones experimentalmente infectados, no obstante no es efectivo cuando

ya existen manifestaciones clinicas (8.9.43.83.99.100,101.102).

Impacto econémico: Las pérdidas econdmicas ademas de las directas por los abortos y muertes
neonatales, se deben también al desecho prematuro de animales infectados v a la reduccion en la
produccién de leche de las vacas abortadas ¢ infectadas. En los Estados Unidos. las pérdidas
asociadas a los abortos y a las mueries neonatales se estiman en 200 millones de ddlares anuales
aproximadamente (103). En un estudio realizado por Thurmond y Hietala (104), encontraron que la
produccion semanal de leche de 118 vacas seropositivas fue significativamentc menor (2.3

libras/vaca/dia) que el de las 254 vacas seronegativas estudiadas.



Neasporosis bovina en México: En México existe escasa informacion sobre esta enfermedad enire
los médicos voterinarios y productorcs- pecuarios, ademas no sc han realizado cstudios
epidemiologicos en vacas ni en los fetos de bovinos abortados sospechosos de infeceion por
Neospora debido a que el parésito no se conocia y no se di}igia el diagnostico de aborto por
Neospora a los diferentes laboratorios de diagndstico veterinario en la Repiiblica Mexicana. Existe
un primer informe de la enfermedad en el Noreste de México detectada por las lesiones encontradas
en 6 fetos provenientes de un hato de 800 vacas, cuyos abortos se habian incrementado desde 1981,
el diagnostico fue realizado en los Estados Unidos (105). Por otra parte en un estudio patologico de
aborto en bovinos Holstein realizado por Delgado er o/ (106) en la Comarca Lagunera. Torreon.
Coahuila, encontraron de manera inesperada en un total de 30 fetos, que 22 (73.3%) de estos
presentaban miocarditis no supurativa, como la lesion mas evidente v asociada en 6 ocasiones a
encefalitis no supurativa y se cree que se trataba de infeccion por Neospora sp.. sin embargo no sc
practico la prueba de inmuncperoxidasa. Morales, et al (107). describieron €l pnmer caso
confirmado de aborto bovino asociado a Neosporosis realizado en México. diagnosticado a través de

histopatologia ¢ inmunohistoquimica.

Justificacion: Debido a la escasa informacion de la Neosporosis bovina que se tiene en México, es
necesario realizar investigaciones epidemiolégicas para conocer con mayor profundidad el impacto
que tiene esta enfermedad v para ello se deberan establecer técnicas diagnésticas rapidas v
conclusivas como son la inmunoperoxidasa en los fetos y la ELISA en las vacas y asi poder

establecer medidas de prevencion y control confiables v finalmente una posible terapeutica.



OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL: Generar informacion epidemiologica de la Neosporosis bovina ¢n cl
Altiplano mexicano, mediante la identificacion de Neospora caninum y sus lesioncs caracteristicas.
asi como por el aislamiento de éste agente a partir de tejidos fetales y mediante encuesta serologica

en vacas, utilizando técnicas de diagnéstico validadas internacionalmente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1 -Identificar a Neospora caninum y las lesiones asociadas al parasito en los tejidos de los fetos
abortados mediante estudio histopatoldgico ¢ inmunohistoquimico.

2.- Realizar una encuesta seroldgica en vacas utilizando la técnica indirecta de ELISA.

3.- Establecer una técnica de aislamiento del parasito a partir de tejidos de fetos abortados en cultivos

celulares en México.

HIPOTESIS:
Neospora caninum se encuentra difundida en el Altiplano mexicano representande una causa

importante de aborto en bovinos,



MATERIAL Y METODOS:

Criterio para la seleccién .de fetos

Se muestrearon 211 fetos de bovinos productores de leche procedentes del Altiplano mexicano.
abortados entre el tercer y octavo mes de gestacion, en las mejores condiciones, evitando en lo posible
el estado de autdlisis. Se inspecciond la placenta v fluidos fetales, v se practicéd la necropsia. En lo
posible se obtuvieron las historias clinicas e historia reproductiva de las vacas en cuestion.

Estudio Histopatolégico

De las necropsias practicadas se tomaron muestras de cerebro y cerebelo, miocardio, milsculo
esquelético, higado, pulmén. rifidn y bazo. las cuales fueron fijadas en formalina amortiguada al 10%,
a pH 7.4 y fueron procesadas por la técnica histologica de rutina para su inclusion en parafina. v
tincién con hematoxilina y eosina (H.E.). Ademas se realizaron tinciones especiales complementarias
de PAS y Gram cuando se considerd necesario (108). Sc estudiaron detenidamente al microscopio de
luz las muestras de los organos anteriormente mencionados buscando lesiones caracteristicas v
estructuras compatibles con el parasito.

Estudio inmunohistoquimico

Para ¢l estudio inmunohistoquimico. se emplearon las secciones de cerebro. miocardio e higado de
53 de 73 fetos (73%) que presentaron lesiones caracteristicas de Neosporosis, por ser los organos
mas frecuentemente afectados, tomando en cuenta también a los tcjidos mas completos v mejor
conservados. A estos tejidos se les practicod la técnica de inmunohistoquimica usando un Complejo

Avidina-Biotina-Peroxidasa. siguiendo el método recomendado por el fabricante’ como se describe a

" VMRD, Inc. P.O. Box 502 NW 115 State St. Pullman. WA 99163



continnacion  con ¢ fin de identificar antigenos propios del parasito v poder diferenciarlo de
pardsitos que producen lesiones similares y son semejantes morfoldgicamente.

Técnica de inmunopereoxidasa 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 glicoproteiﬁa avidina ligada a la
biotina y peroxidasa. L

En este caso se utilizO un anticuerpo primario anti-Neospora caninum de origen caprino® un
anticuerpo secundario biotinilado y un complejo avidina-biotina peroxidasa (ABPC)Y para a
identificacién de taquizoitos en el miocardio e higado y quistes de Neospora caninum o taquizoitos
en el cerebro o cerebelo incluidos en parafina. Se realizaron cortes de 3 pm de grosor de estos tejidos
y fueron adheridos en laminilias preparadas con la solucién adhesiva Poli-L-Lyvsina' para evitar el
desprendimiento de los tejidos.

Metodologia

Los tejidos se desparafinaron a una temperatura de 60° C durante 10 minutos y con xilol durante 10
minutos. Para completar la desparafinacion, las laminillas se lavaron con alcohol absoluto 3 veces.
Para inhibir la actividad de peroxidasa enddgena, las muestras se trataron con 3% de peréxido de
hidrogeno en metanol durante 10 minutos.

Para la rehidratacion de los tejidos, las laminillas se sumergieron en alcoholes a diferentes
concentraciones (95%, 80%, 70%) y finalmente en agua desionizada.

Se procedio a realizar digestion enzimatica de los tejidos utilizando una solucion de proteasa® diluida

con solucién de Tris al 0.1% con pH de 7.6. durante 10 minutos a temperatura de 37° C. Esta

* VMRD, Inc. P.O. Box 502 NW 115 Statc St. Pullman. WA 99163
% Dako Corporation. Carpinteria. CA 93013 USA
4 Sigma Chemical Company. P.O. Box 14508, St. Louis. Missouri 63178-0016
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digésti(')n se utilizd con el fin de exponer antigenos parasitarios intracelularcs v se recomicnda cn
tejidos que han permanecido en formalina por un tiempo prolongado. Después de la digestion, los
tejidos se lavaron con agua desionizada durante 5 minutos y con una solucién con pH de 7.6 (TTBS-
HS/Tx). |

Con el propdsito de bloguear uniones de anticuerpos inespecificas, se utilizd un suero normal de
conejo al 5% diluido con soluctdn de Tris pH 7.6. Este suero debe ser de la misma especie en la cual
el anticuerpo puente o secundario fue hecho. Se procedio a aplicar el anticuerpo primario. en este
caso anti- Neospora caninum producido en cabra diluido con solucion de Tris pH 7.6 a una
concentracion de 1: 3000, durante 30 minutos a temperatura de 37° C, después de la incubacion se
realizo un lavado de las muestras con soluciéon de TTBS-HS/Tx.

Posteriormente se aplico el anticuerpo puente o secundario biotinilado producido en conejo diluido a
una concentracion de 1: 600, y se incubd durante 20 minutos a temperatura de 37° C. Después de la
incubacion, se realizd un lavado con solucion de TTBS-HS/Tx.

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

durante 20 minutos a temperatura de 37° C. La glicoproteina avidina tiene la habilidad de ligarsc a
cuatro moléculas de biotinga, en forma no inmunogénica, Esta fuerte afinidad permitié magnificar la
reaccion. Después de la incubacion se realizé un lavado con solucién de TTBS-HS/Tx.

Después del lavado, se aplicé la enzima o cromogeno que permite revelar la reaccion inmunolégica.

En este caso se utilizd una solucién de Diaminobencidina (DABY con perdxido de hidrogeno durante

5 minutos a temperatura ambiente. Después de la aplicacion de la enzima, se reahzd un lavado con

agua desionizada.

* Zymed Laboratories, Inc, 458 Carlton Court. So. San Francisco, CA 9408¢

19



Finalmente los tejidos se lavaron con agua destilada, se contrastaron con Hematoxilina de Mayer, s¢
deshidrataron con diferenies concentraciones de alcohioles y las laminillas se prepararon para la
observacién con ¢l microscopio de luz.

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

color café ocre caracteristico.

Utilizac.:ién de Testigos

Para evaluar el proceso inmunolégico y de tefiido se utilizaron testigos positivos y negativos. Para los
testigos negativos, no se aplicd 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 contenian grupos de taquizoitos de Neospora camnum, que demostraron una fucrte
reacciéon positiva al aplicar ¢l anticuerpo primario. Los testigos positivos fucron donados por la
Universidad de Saskatoon. La siguiente tabla muestra las laminillas que fueron tefiidas, la solucion

usada y los resultados obtenidos de una prueba valida.

LAMINA SOLUCION RESULTADO

Tejido problema anti- N. caninum ?

Tejido problema sin anti- N. caninum Negativo

Positivo comprobado anti- N. caninum Positivo
Preparacién del Buffer TTBS-HS/Tx: Preparacion del Buffer Tris 0.05 M. pH 7.6:
Tizma-HCL 15.15 gm® Trizma-HCL 3.03gm*
Tizma base 347 gm? Trizma basc 0.69 gm"
Agua desionizada 1000 ml Agua desionizada 500 ml
NaCl 20.29 gm
10% Triton-X 25ml!

® Sigma Chemical Company. P.O. Box 14508. St. Louis. Missouri 63178-0046
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Encuesta serolégica

Con el propdsito de detectar vacas afectadas por Neosporosis, se realizd una encuesta seroldgica para
la deteccion de anticuerpos, anti-Neospora caninum a través de la téenica 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 re;stantes no presentaban problemas reproductivos aparentes o s¢ encontraban en loﬁ rangos
normales, por lo que fueron utilizados como testigo. Para ello se emplearon los reactivos v se siguié
el método recomendado por el fabricante’ que a continuacion se describe:

Metodologia

1.- Anticuerpo:

Se colocaron 50 microlitros de anticuerpo (suero) de cada vaca en microplacas de 96 pozos
previamente sensibilizada con antigeno de Neospora caninum, utilizando una dilucion 1:50 con la
solucién de dilucion.

Las muestras se incubaron a temperatura ambiente por 20 minutos.

Las microplacas se lavaron 3 veces com solucion de lavado, usando el método tradicional.
asegurandose de evitar contaminacién cruzada entre los pozos.

2.- Conjugado:

Se colocaron 50 microlitros por pozo de conjugado de cabra anti-igGl,2 de bovino, peroxidasa de
rabano picante (HRPO) diluido 1:100 en solucién de dilucion.

Las muestras se incubaron a temperatura ambiente por 20 minutos.

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

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

- Se colocaron 50 microlitros por pozo de substrato de peroxidasaTMB®

Las microplacas se incubaron cubriendo con papel de estafio a temperatura ambiente durante 20
minutos, Finalmente se afiadieron 50 microlitros de solucién para detener la reaccion a cada pozo,
mezclando sﬁavemente el substrato y la solucion.

Para la interpretacion, se utilizé un lector de ELISA, con un filtro de A 620 nm. El pozo Al sc
considerd como blanco, los pozos A2 y A3 como testigos positivos v los pozos A4 y A5 como
testigos negativos.

4 - Interpretacion de resultados :

Se calculd el promedio de los valores de Densidad Optica (D.0.) de los 2 testigos positivos | ( D.O. |
+D.0. 2)/ 2], y éste valor se multiplico por 0.35 para determinar el 35% de los testigos positivos.

Si las muestras tenian valores > 6 = a 35% de positividad se consideron como positivas para
anticuerpos anti- Neospora caninum.

Si las muestras tenian valores < a 35% de positividad, se consideraron ncgativas para anficucrpos
anti~ Neospora caninum.

Para el analisis de los resultados, se determiné el nimero y porcentaje de animales seropositivos v
seronegativos tanto de los hatos problema como de los hatos control y se obtuvo el indicc de
probabilidad (Odds Ratio = OR) para establecer la interaccion entre la respucsta scroldgica v cl
aborto. Para ello, los datos se colocaron en una tabla de contingencia de 2 x 2 y sc utilizé la siguicntc
formula: or = a/e : b/d. Un indice de probabilidad de 1 indica un ricsgo igual con respecto al aborto
entre los dos grupos evaluados, indices mayores indican una relacién mas fuerte cntrc 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 parasito

Para el aislamiento del parasito, s-e sigui¢ el protocolo de aislamiento de Conrad ef. al. (45). Se
~ practicaron las necropsias de 28 fetos abortados y 2 neonatos sospechosos de la enfermedad. Los
encéfalos fueron extraidos en forma aséptica, y la mitad del encéfalo se sometid a estudio
histopatoldgico e inmunohistéquimico para la confirmacién de lesiones, taquizoitos o quistcs
parasitarios. La otra mitad del encéfalo se guardé en solucion saturada de fosfatos (PBS),
conteniendo 1000 U/ml de penicilina G y 100 mg/mi de estreptomicina® v se refrigeraron a 4° C. Las
muestras refrigeradas s¢ mantuvieron por no mas de 15 dias hasta que la infeccion por Nevspora
caninum se confirmd a través de la histopatologia e imnunohistoquimiga. Sélo los casos positivos s¢
procesaron para inoculo en cultivo celular. Las muestras de corazon, musculo esquelético, higado,

pulmén, rifidn y bazo solo fueron procesadas para estudio histopatologico.

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 cstérnl
con antibidticos' y se filtrd a través de una gaza estéril.

2.~ Alicuotas de 2 ml de cerebro homogeneizado se pusieron en 10 ml de tripsina al 0.05%" vy sc
incubaron a 37° C durante 1 hora.

3.- Después de la tripsinizacion, se centrifugd a 600 g durante 10 minutos para obtener la pastilla. el
sobrenadante se decanté y la pastilla se resuspendié en 3 ml de medio RPMI 1640, suplementado con
L-glutamina y 10% de suero fetal de bovino®. Se realizaron 2 lavados mas, segiin lo recomendado en

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

 GIBCO BRL Products. Grand Island, NY USA
10 GIBCO BRL Products. Grand Island, NY USA
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4.« Un mi de suspensién de cerebro se coloco en una botella de cultivo de 25 cm®, con una monocapa
de células Vero (células renales) y otro ml de suspension de cerebro s¢ colocd en una botella de
cultivo de 25 ¢cm 2, con una monocapa de células L929I(ﬁbrobiastos de raton).

5.- El indculo se incubd toda la noche a 37°C con 5% de CO2. La suspension del cerebro se removio
de la botella de cuitivo, y la monocapa se lavd 3 veces con PBS cstéril antes de adicionar 5 mi de
medio de cultivo fresco *.

6.- Los cultivos se examinaron todos los dias con un microscopio de luz invertida para observar el
posible crecimiento del parasito. El medio de cultivo se cambid de 2 a 3 veces por semana v no se
realizaron pases de células.

Para la confirmacion de un posible aislamiento se utilizo ¢l siguieﬁte método:

Las células del cultivo positivo s¢ removieron con una solucidn de tripsina al 0.03%°, se
centrifugaron a 600 g durante 10 minutos, se lavaron con PBS’ esténl y se centrifugaron 2 veces
mas. La pastilla obtenida, se distribuyé en varias laminillas, de las cuales la mitad se fijaron en
aicohol para estudio inmunohistoquimico previamente descrito v la otra mitad se fijaron en acetona
para estudio de inmumofluoresencia utilizando un antisuero policlonal anti-Neospora cannum
conjugado con isotiocianato de fluoresceina y signiendo el método recomendado por el fabricante''
que a continuacion se describe:

1.~ después de Ia fijacion en acetona, las laminillas se secaron por 10 minutos a 37 °C.

2.- Se aplico de 50 a 75 ul de conjugado durante 30 minutos a 37° C en camara humeda,

3.- Las laminillas se lavaron delicadamente con solucién con pH. 9.0 v permanceicron ¢n csta
solucidn durante 10 minutos.

4 - Las laminillas se secaron. se montaron con glicerol v se obscrvaron con un microscopio de luz

ultravioleta.

" VMRD, Inc. P.O. Box 502 NW 1135 State St. Pullman, WA 99163
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Andlisis de resultados

De los 211 fetos muestreados en los diferentes estados del Altiplano mexicano para estudio
histopatoldgico, s¢ obtuvo la frecuencia con la que se detecto la presencia de Neospora caninun y/o
lesiones caracteristicas asociadas a él, considerando ¢l tipo, numero y porcentaje de lesiones
caracteristicas de Neosporosis presentes en los diversos organos ¢ intensidad o grado de la lesion,
clasificAndose 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 inflamatorias o focos
gliales era intermedia entre el grado discreto v severo con el objetivo 10 X (100 aumentos). También
se determiné el nuimero y porcentaje de fetos con lesiones compatibles con infeccion bacteriana,
basandose en el tipo de lesiones que las bacterias ocasionan comunmente en los fetos tales como
bronconeumonias ¢ infiltrados supurativos en diversos Organos, asi como &l namero v porcentaje de
fetos con lesiones compatibles con infeccién viral, basandose en el tipo de lesiones que los virus
ocasionan comunmente en los fetos tales como necrosis hepatica multifocal, inclusiones virales. v
meninmgitis no supurativa entre otras. Para el estudio inmunchistoquimico se obtuvo el nimero y
porcentaje de 53 de 73 (73%) casos con lesiones caracteristicas de Neosporosis, basandose en la
reaccion positiva para la identificacién de taguizoitos o quistes en el encéfalo y la presencia de
taquizoitos en el miocardio e higado. Para la encuesta serologica, se determiné el mimero de sueros
positivos y negativos por estado de los 50 hatos, asi como el numero y porcentaje de animalcs
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 parasito, de los 30 casos
trabajados, sélo 13 (43%) fueron procesados iJara aislamiento va que fueron los que presentaron

lesiones caracteristicas de Neosporosis en encéfalo.



RESULTADOS:

Histopatologia
Los resultados del estudio histopatolégico se resimen en los Cuadros 1 y 2 en donde se indica el
ntimero de fetos estudiados por estado y su diagndstico, asi como el tipo, nimero y porcentaje de
lesiones caracteristicas de Neosporosis encontradas segin 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 lesién o los
tejidos se encontraban autolizados, lo que dificultd la interpretacidn histologica. De los 104
fetos, en 73 (70.19%), se encontraron lesiones caracteristicas de Neosporosis. 28 (26.92%).
presentaron lesiones compatibles con infeccion bacteriana principalmente bronconeumonias con
0 sin bacterias y en 3 (2.88%), se encontraron lesioges compatibles con infeccion viral, 2 con
Diarrea Viral Bovina al encontrarse meningitis y neuritis del nervio Optico y 1 con
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina al encontrarse necrosis hepatica multifocal con inclusiones
intranucleares. Las lesiones mas significativas y constantes asociadas a Neosporosis se
apreciaron en el miocardio, encéfalo, higado y misculo esquelético. Cincuenta y ocho fetos
(79.45%), presentaron miocarditis no supurativa multifocal o difusa de grado variable siendo ¢l
mas frecuente el discreto, seguido por el moderado y el menos frecuente. el severo (Figura 1). En
ningln ¢aso se apreciaron taquizoitos en las fibras musculares con la tincién 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 encontrd una localizacion de lesiones anatomica
caracteristica, sin embargo, éstas lesiones se encontraron con mayor frecuencia en la corteza

cerebral, fueron multifocales y frecuentemente se encontraron cerca de vasos sanguineos (Figura
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4). En un caso, se aprecid infiltrado linfocitario perivascular, Sélo en 6 fetos (8.21%) se
apreciaron quistes parasitarios de diferentes tamafios con multiples bradizoitos en su interior de
forma oval a redonda iﬁtrar_;euronales o extraneuronales de pared gruesa, siendo PAS positivos,
los cuales fluctuaron de 21 x21 pm el mas pequefio hasta 49.5 x 33 pum el mas grande
(Figura 5). Solo en un caso se observo reaccién inflamatoria alrededor de ﬁn quiste con cambios
degenerativos. Con Ia tincion de H.E. no fue posible detectar taquizoitos libres o en grupos. El
grado de lesion también fue variable, siendo el mas frecuente el discreto, seguido por el
moderado y ¢l menos frecuente €l severo. Cabe sefialar que sélo se contd 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 mas comun el discreto, y en algunas ocasiones se encontraron focos de necrosis distribuidos al
azar (Figuras 6 y 7). No s¢ identificaron estructuras parasitarias con la tincién de rutina.
Diecinueve fetos (26.02%), presentaron miositis no supurativa multifocal por lo general de
grado discreto y tampoco se identificaron estructuras parasifarias. Cabe sefialar también que
sélo se contd con el tejido muscular gsquelético de 20 fetos (27%), ya que las 53 muestras
restantes de éste tejido, tampoco fueron remitidas al laboratorio. Sélo en 3 casos (4.10%). sc
aprecid una reaccion inflamatoria discreta en pulmén. compuesta por macrofagos alveolares v
algunos linfocitos, que no se consideré significativa. En las seccioncs de rifidn v bazo. no sc
encontraron alteraciones significativas.

S¢ pudo obtener las frecuencias por edad v scxo de sélo 47 de los 73 fetos (64%%)s con lesiones

caracteristicas de Neosporostis, las cuales se resumen en el Cuadro 3.

27



CUADRO 1

CAUSAS DE ABORTO IDENTIFICADAS POR HISTOPATOLOGIA EN DIFERENTES ESTADOS,

DE MEXICO

Estado Neosporosis Bacteriano Viral | Ident. % No Ident. %
Hidalgo 38 21 0 59 53 53 47
Coahuila 29 2 0 31 57 23 43
Quere¢taro 1 3 0 4 22 14 78
Guanajuato 1 | 0 2 29 5 71
Durango 0 1 | 2 29 5 71
Agyascalientes 2 0 1 3 50 3 50
Jalisco 0. 0 | 1 50 1 50
Edo. deMéx. 1 0 0 1 50 I 50
Tamaulipas 0 0 0 0 0 1 100
Tlaxcala 1 0 0 I 100 0 0

Chihuahua 0 0 0 0 0 i 100
TOTAL 73 28 3 104 49 107 51
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'CUADRO 2

TIPO DE LESION Y SEVERIDAD EN DIVERSOS ORGANOS
(NUMERO DE CASOS Y PORCENTAJE)

 Intensidad Gliosis/Necrosis Miocarditis Hepatitis Miositis

o grado

Discreta 28 (72%) 26 (45%) 26 (67%) 11 (58%)

Moderada 9 (23%) 21 (36%) 11 (28%) 6 (32%)

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

TOTAL 39 58 39 19
CUADRO 3

FRECUENCIAS POR EDAD Y SEXO DE 47 FETOS CON LESIONES
CARACTERISTICAS DE NEOQSPOROSIS

Promedio de  edad 5.46 meses
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
.
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Inmunchistoquimica

Los resultados de este estudio se resimen en el Cuadro 4 en donde’ se indica el numero v
porcentaje de casos positivos y negativos en encéfalo, miocardio ¢ higado. De los 53 de los 73
fetos (73%) con lesiones caracteristicas de Neosporosis a los que se les practico
inmunohistoquimica en encéfalo, miocardio e higado, se¢ pudieron identificar antigenos
parasitarios en 41 fetos (78%), de los cuales en 19 (46%), se localizaron en 1 6rgano, en 15
(37%), en dos 6rganos y en 7 (17%) en los 3 organos estudiados. En lo que respecta a encéfalo,
sola‘mente en 2 casos (4%) se identificaron quistes parasitarios, los que se tiflieron
completamente de color café ocre y en ningun caso se encontraron lesiones asociadas a ellos
(Figura 8). Taquizoitos fueron identificados en 19 casos (36%) encontrandose éisiados 0
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 inﬂmnatoﬁo y/o areas de necrosis (Figura 10). En un caso, se identificd un
quiste dentro de una célula nerviosa propia de la inervacion del miocardio (Figura 11). Con lo
que respecta al higado, se identificaron grupos de taquizoitos generalmente asociados a focos de
necrosis en 25 fetos (47%) (Figura 12). En el higado se encontraron con mayor frecucncia
taquizoitos, seguido por el encéfalo y menos frecuentes en el miocardio.

En algunos ¢asos no se practicé la inmunohistoquimica en 1 0 2 organos, debido a que no s

cont¢ con ellos o a que se encontraban en mal estado de conservacion.
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CUADRO 4

INMUNOHISTOQUIMICA PARA Neospora caninum EN ENCEFALO, MIOCARDIO
E HIGADO DE 53 FETOS CON LESIONES CARACTERISTICAS DE

NEOSPOROSIS
Encéfalo Miocardio Higado
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 33
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Encuesta seroldgica

Los resultados de ia encuesta seroldgica se resimen en los Cuadros 5 v 6 en donde se indica ¢l
nimero de sueros positivos y negativos estudiados por estado de los 50 hatos, asi como el
niimero y porcentaje de animales seropositivos y seronegativos tanto de los hatos problema como
de los hatos testigol. De los 1003 sueros estudiados en los 50 hatos, 561 (56%) rcsultaron
positivos v 442 (44%) negativos. Los resultados de los hat0§ problema y testigo fueron los
siguientes: En los hatos problema, 404 sueros (72%) resultaron positivos v 159 sueros (28%)
resultaron negativos, micntras que en los hatos testigo, 137 sucros (36%) resultaron positives v
283 sueros (64%) resultaron negativos. El indice de probabilidad (OR= Odds Ratio) fue de 4.5
(3.49, 5.47) con 95% de confianza, lo que indica que la probabilidad de abortar en los hatos
problema en este caso es de 4.5 veces mas que en los hatos control, por lo que se concluye que
existe una fuerte asociacion entre la seropositividad hacia la presencia de anticuerpos anti-

Neospora caninum y €l aborto.
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DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI- Neospora caninum EN 50 HATOS DEL ALTIPLANO MEXICANO

CUADRO 5

Estado Total de No. de Hatos No. de Hatos No. Total de No.y % de No.y % de
Hatos Problema Control Sueros Sueros Sueros
positivos Negativos
Hidalgo 23 22 I 262 189 (72) 73 (28)
Coahuila 5 4 | 191 89 (47) 102 (53)
Edo. de México 5 4 1 174 102 (59) 72 @41
Puebla 4 2 2 115 45 (39 70 {61)
Chihuahua 2 2 0 40 25 (63) 15 (37)
Aguascalientes 4 3 ] 145 58 {40 87 (60)
Querditaro 3 3 0 34 24 (7D 10 (29
Zacatecas 1 1 0 20 13 (65) 7 (35)
Jalisco i 1 0 12 I (92) 1 (®)
Durango i 0 1 5 I (20) 4 {(80)
Guanajuato 1 I 0 5 4 (80) 1 (20
TOTAL 50 43 7 1003 561 (56) 442 (44)

Y
-




CUADRO 6

DISTRIBUCION DE LA SEROPOSITIVIDAD EN HATOS PROBLEMA Y HATOS

) TESTIGO
(NUMERO Y PORCENTAJE)
Hatos Problema Hatos Testigo TOTAL
No. % No. %
Seropositivos 404 (72) 157 (36) 561
Seronegativos 159 (28) 283 (64) 447
TOTAL 563 440 1003

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

Como resuitados complementarios, se analizaron 32 sueros de vacas incluidos en la encuesta
seroldgica a cuyos fetos se les practico histopatologia, v se determind la correlacion de los
resultados de serologia € histopatologia, asi como la sensibilidad y especificidad de los
resultados serolégic;os con respecto a los resultados de histopatologia. Los resultados se resumen
en la siguiente tabla de contingencia de 2 x 2.

CUADRO 7

CORRELACION DE 32 CASOS POR HISTOPATOLOGIA Y SERQLOGIA

Con lesiones Sin lesiones TOTAL
Seropositivos 21 8 29
Seronegativos 1 2 3
TOTAL 22 10 32

Sensibilidad = 95%
Especificidad = 20%
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De los 21 casos de vacas seropositivas v cuyos fetos tenian lesiones caracteristicas de
Neosporosis, y que ademas se les practicd inmunohistoquimica, en 17 de ellos (81%) se

identificaron antigenos parasitarios.

Aislamiento in vitro y caracteristicas de crecimiento

De ios 30 casos trabajados para aislamiento, extrayendo el encéfalo en forma aséptica, sélo en
13 (43%), se identificaron lesiones de Neosporosis, quistes parasifarios 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 gostacion, macho, el
cual no presental;a lesiones microscopicas detectables en ningin 4rgano, sin embargo se
encontré un quiste parasitario de 22 x 23.1 pm el cual se encontraba en buen estado de
conservacion al igual que el tejido nervioso por lo que se decidio trabajarlo para aislamiento.
aungue no se detectaron antigenos parasitarios con la inmunohistoquimica. A los 15 dias de
incubacién, se detectaron alteraciones tanto de las células Vero como en las 1929 Estas
alteraciones consistieron en la presencia de vacuolas citoplasmaticas de diferentes tamaiios y la
tendencia de las células de cambiar de alargadas a esféricas. A los 23 dias después dc la
inoculacién de las células, se aprecid una r;moderada cantidad de taquizoitos, los cuales salian de
algunas células v 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 dia 23, sc aprecié un buen
crecimiento de taquizoitos y solamente se agregé medio de cultivo fresco (RPMI 1640 con 5%
de suero fetal), 3 veces por semana sin agregar cclulas nuevas  Los taquizoitos libres en los

medios de cultivo de desecho, se utilizaron para infectar a nuevas monocapas de células v



aparentemente se tuvo éxito, sin embargo y desafortunadamente, alrededor de los 2 meses de Ia
deteccion de los parasitos, se detectd un decremento en el crecimiento de estos hasta llegar a
perderse. Para la confirmacion del aislamiento, se practicé inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia de cultivos infectados a partir de la remocion de las células de la_s botellas
de cultivo y ambas pruebas resultaron positivas. En la inrﬂunohistoquimica se aprecid una
moderada cantidad de taquizoitos principalmente extracelulares con la clasica forma de “coma”
y tefiidos por completo de color café ocre (Figuras 14 y 15). En la inmunofluorgscencia  sc
aprecio.también una moderada cantidad de taquizoitos detectados por la luz ultravioleta los
que presentaban forma caracteristica (Figura 16). En algunos de los inoculos en los cuales no

hubo crecimiento, sélo se apreciaron cambios citopaticos ¢n las células. probablemente debido a

envejecimiento.
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DISCUSION:

Los resultados del estudio histopatologico, son muy .semejantes a lo indicado en la literatura
mundial y puede concluirse gue los tejidos que se afectan con mayor frecuencia v que nunca
deben faltar pafa un buen diagnostico de Neosporosis son SNC, el tejido muscular cardiaco v
esquelético, y el higado (11,13, 14,72,73): |

La miocarditis no supurativa fue la lesién mas frecuente encontrandose en 58 fetos y el grado de
lesion mas comun en este tejido fue el discreto. Barr ef gl (13), Dubey y Lindsay (19) vy
Wouda ef al. (90), indican que en general la miocarditis tiende a ser severa. sin embargo esta s¢
enmascara facilimente por cambios autoliticos y que con frecuencia el grado de autdhsis es
mayor que en otros drganos. A diferencia de este estudio, en la mayoria de los casos la
miocarditis fue discreta, sin embargo, en algunos casos también habia autolisis avanzada. En
ningun caso fue posible la identificacién de taquizoitos en las fibras musculares con la tincién de
rutina, lo cual demuestra una vez mas la dificultad que se tiene para identificar con scguridad
las estructuras parasitarias sin utilizar la inmunchistoquimica. En estudios previos, sélo sc
informa de la presencia de taquizoitos en fibras musculares del miocardio (72) v no de la
presencia de quistes parasitarios en células nerviosas, sin embargo, en este estudio se logrod
encontrar un quiste parasitario en una de éstas células en un feto proveniente de gestacién
gemelar de 8 meses, que fue identificado a través de la inmunohistoquimica. Este hallazgo se
considera de importancia y se sugiere tomarle en cuenta para el diagndstico. Aparentemente es
mas facil identificar taquizoitos en neonatos que en fetos, con tincion de rutina.

Las lesiones en SNC por lo general fueron de discretas a moderadas y de distribucién multifocal.
Con antericridad, en la literatura mundial no se habia informado de una localizacion anatomica
especifica 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 et al. (111), quienes realizaron un estudio histopatolégico con énfasis en la distribucién
de lesiones en el encéfalo en 6 fetos, encontrando que las lesiones se 10c#lizan de mayor a menor
frecuencia en el cerebro, médula oblongada y cerebelo. Los quistes parasitarios, concordando
con lo infom_lado por otros autores (3,19), fueron escasos y la mayoria exceptuando uno, no
presentaban reaccién inflamatoria por parte del hilesped lo cual indica que posiblemente éstos
estaban viables e integros antes de la muerte del feto, sin embargo frecuentemente no se
conser\'/an en buen estado debido a la autdlisis. Posiblemente en el tnico quiste en el quel se
aprecio reaccion inflamatoria no supurativa alrededor de €l, se deba a qﬁe hubo ruptura de su
pared, dejando escapar antigenos que fueron reconocidos por ¢l sistema inmunolégico. lo cual
también es propuesto por Dubey (8,9} y Dubey et al. (21). En la mayoria de los fetos, solo se
encontraron focos necrdticos y reacciones gliales ¢ inflamatorias asociadas o no, a la presencia
de estructuras parasitarias, sin encontrarse una reaccion inflamatoria no supurativa perivascular
franca, lo que sugiere que el sistema immunolégico de estos fetos no detectd del todo a los
pardsitos. Sélamente en un caso, se aprecid infiltrado linfocitario perivascular encontrandose en
el feto de mayor edad, lc; que puede estar asociado a la madurez del sistema inmunolégico en
este feto. explicacion previamente propuesta por Ogino ef. a/. (54). Desafortunadamente cn ¢l
presente estudio no se contd con muestras de médula espinal, ya que algunos investigadores
indican que es un Jugar en donde se pueden encontrar con- frecuencia quistes parasitarios y
lesiones de Neosporosis (19,38). En ningiin caso se encontraron hemorragias en el parénquima
cerebral, hallazgo que si ha sido indicado por Dubcy er. al. (69) y Dubey y Lindsay (73).

El higado fue otro de los ¢rganos afelt:tado y frecuentemente asociado a lesiones nerviosas y
musculares. La hepatitis no supurativa con tendencia periportal, se consideré muy caracteristica

ya que esta distribucion fue consistente en todos los casos y solamente en pocos casos s

acompafi¢ de focos de necrosis. Barr et al. (13) identificd 2 patrones de inflamacion en cl
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higado, 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 estudio.

El muestreo de musculo esquelético se considero relevante para el diagnostico de Neosporosis cn
este estudio, ya que en 19 de 20 casos en los que se pudo obtener muestras de este tejido, se
encontrd miositis no supurativa independientemente de la localizacion de la muestra, por lo que
se sugiere revisar este tejido en casos sospechosos de Neosporosis. En ninguna de las muestras
se encontraron estructuras parasitarias con la tincién de nitina.

Por otra parte, €] 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 ef al (12) en Califomi_a. Esto
confirma una vez mas que el aborto en esta cnfermedad se presenta con mayor frecuencia entre
el cuarto y sexto mes de gestacion. Los 2 fetos de menor edad en este estudio tenian 3 meses de
gestacién y hasta la fecha, no se ha registrado ¢l aborto en fetos de menor edad, sin embargo,
Dubey y Lindsay (19), indican que esto se puede atribuir a que los productos dec uno y 2 mescs
de gestacion que probablemente mueran en el ttero. pueden ser reabsorbidos v las vacas podrian
entrar en estro oira vez.

En lo que respecta al estudio inmunohistoquimico, se puede concluir que fue de gran ayuda para
el diagnostico, resultando ser una técnica confiable con la que se identificaron antigenos
parasitarios en 41 de 53 fetos estudiados (78%). encontrandosc positividad por lo menos en un
drgano. Este porcentaje es parecido al encontrado por Wouda et af. (90) quienes a través de la
inmonohistoquimica confirmaron la presencia del parasito en 68 de 80 fetos estudiados (83%).

El higado fue el tejido en el que se identificaron antigenos parasitarios con mayor frecuencia v
en mayor cantidad, encontrandose en 23 casos de 41 higados cstudiados (61%). csto mdica que

cen cste tejido oxisten grandes posibilidades de identificar con  facilidad antigenos parasitarios
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Los grupos de taquizoitos se encontraron asociados o no, a la reaccion inflamatoria o a la
necrosis. El encéfalo fue un érgano importante para confirmar la presencia de grupos de
taquizoitos principalmente y quistes parasitarios, y aunque estos fueron escascs se pudieron
identificar en 22 de 38 encéfalos estudiados (58%). En los dos casos en los cuales sc
identificaron quistes parasitarios, estos se encontraban sin ninguna reaccién inflamatoria o glial
alrededor. Los taguizoitos se encontraron asociados o no, a lesiones necrdticas, inflamatorias o
gliales. En el miocardio fue en donde con menor frecuencia se pudieron identificar antigenos
parasitarios a través de la inmunchistoquimica va que sélo se identificaron estructuras
parasitarias en 24 de 48 casos (30%), esto posiblemente se deba a que el miocardio se autoliza
con facilidad y dificulta el diagnéstico inmunohistoquimico. Por ofra parte a través de la
inmunoperoxidasa se pudo identificar un quiste parasitario en una célula nerviosa propia de la
mervacion del migcardio, hallazgo que no se habfa informado con anterioridad.

Estos resultados difieren un poco con respecto a lo encontrado por Wouda et al. (90) en el
cerebro e higado, ya que el porcentaje de positividad a través de la inmunohistoquimica fue
mavor en el cncéfalo (89%) que cn cl higado (26%). sin embargo ¢l presente estudio v ol de
Wouda et al (90) son semejantes en lo que respecta a los resuliados obtenidos en el miocardio.
va 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 cncontrar fesioncs
microscopicas caracteristicas de Neosporosis s¢ practique la inmunohistoquimica en ¢l cercbro.
el higado vy el miocardio, ya q;Je ademas de ser los Organos mas afectados se incrementa la
posibilidad de identificar estructuras parasitarias en por [o menos uno de éstos organos v asi
poder confirmar que la causa dei aborto se asocié realmente a Neosporosis.

Ademas, 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 T oxoplasma gondii y Neospora caninum, siendo
una técnica altamente especifica para Neospora caninum. Sin embargo, se tiene que tomar en
~ cuenta que el éxito de la técnica de inmunoperoxidasa dependera de factores tales como tiempo
de fijacion de los tejidos en formalina al 10%, grado de autolisis de los tejidos, la cantidad de
antigenos presentes y aspectos técnicos tales como tiempos de incubacion durante el desarrollo
de la técnica vy el grado de digestién de los tejidos por tripsina o pepsina entre otros {19, 112),

En lo que respecta a la encuesta serologica, se demostré claramente que la enfermedad esta
ampliamente difundida en México, al encontrarse una seropositividad elevada (72%) en hatos
con problemas reproductivos, ademds de que en los hatos en los cuales aparentemente no se
" presentaba alta frecuencia de abortos, también se encontrd seropositividad del 33%. lo cual
indica que animales seronegativos se encuenfran en nesgo de ser infectados en cualquier
momento, en caso de que ¢l agente etioldgico se encontrara en el medio ambiente, aunque no ha
sido demostrado. El indice de probabilidad {(OR) de 4.5 en este estudio indicd una fuerie
asociacion entre la seropositividad anti-Neospora caninum y el aborto, esto es de tomarse ¢n
cuenta porque aunque no todas las vacas seropositivas abortan, algunos estudios indican que €l
riesgo de aborto de una vaca infectada puede ser de 2 hasta 6 veces mayor que las vacas no
infectadas dentro del mismo hato, considerandose conto aborto ¢cndémico (65.103). Por otra
parte, estudios realizados por Paré et al. (65,113) demuestran que la infeccién 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 seroepidemioldgico realizado
en 4 hatos, 2 con aborto epidémico thatos 1 y 2) y 2 con aborto endémico (hatos 3 3 4 ). s
encontrd seropositiviodad en 20 de 34 vacas (58,8%) que habian abortado y en 8 de 45 vacas
(17.17%) que no habian abortado en los hatos | y 2, mientras que para los hatos 3 y 4, 10 dc 12

vacas (83.3%) con Neosporosis confirmada, tuvieron becerros seropositivos v solamente 1 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 habian infectado por
via congénita y que el aborto no habia sido consecuencia fue una consecuencia rde una
exposicion reciente al agente presente en el medio ambiente (114). Estos autores encontraron
también una baja incidencia de infeccion posnatal por Neospora caninum en la evaluacién de 2
hatos en California (1.1% y 2.3%).

Tomandose como resultados verdaderos los de histopatologia, con respecto a la correlacion
observada en 32 casos, entre ¢l estudio histopatologico en fetos v el seroldgico en sus madres
{Cuadro 7), se obtuvo una sensibilidad del 95% v una especificidad del 20% Esto indica que la
mayoria de las vacas con fetos que presentaron lesiones caracteristicas 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%) cuvas madres fueron seropositivas v que presentaron lesiones caracteristicas de
Neosporosis (Cuadro 7), fue posible detectar antigenos parasitarios a través de la
inmunohistoquimica por lo menos en un organoc, 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 correlacion entre €sta técnica y la histopatologia positiva y a su vez entrc la
histopatologia y la inmunohistoquimica pudiendo confirmar que el aborto se atribuyd a
Neosporosis, sin embargo en caso de no encontrar lesiones en el feto, no se puede asegurar de
que el aborto se asocid a Neosporosis, aunque es probable que la vaca esté infectada. Esto
podria deberse a varios factores tales como: que los parasitos no habian llegado al feto, la dosis
infectante fue baja, no se hubieran multiplicado en forma activa provocando necrosis. no fueron
renonocidos quiza por utilizar mecanismos de evasidn de la respuesta inmunologica del huésped.

a que el proceso de autolisis enmascaro 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
unico caso en donde ¢l resultado serologico fue negative y se encontraron lesiones en el feto,
podria considerarse un estado de inmunosupresion de la madre al momento de tomar la muestra
para el ;mé.lisis. En resimen se podria concluir que el encontrar lesiones caracteristicas de
Neosporosis en fetos, asi como antigenos parasitarios a través de la inmunohistoquimica en estos
fetos ain sin saber ¢l estado inmunolégico de la madre s una prueba altamente confiable de que
esta esta infectada, Sin embargo ¢l no encontrar lesiones en el feto abortado de una madre
seropositiva no signmfica que esta no esta infectada. Cabe mencionar que los reactivos utilizados
para la realizacion 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 comparacién de resultados der
ésta técnica e IF de 413 animales estﬁdiados, siendo 134 positivos por IF'2. Los resultados de
este estudio varian un poco con respecto a lo encontrado en un estudio realizado en 1996 por
Reichel y Drake (96), cuyo objetivo fue comparar los resultados de histopatologia y serologia a
través de ELISA ¢ IF de 119 fetos, sueros matemos v fluidos fetales, en donde la correlacion
(K= Kappa) entre ELISA en fluidos fetales ¢ histopatologia fue de K= 0.37; ¢ IF en fluidos
fetales e histopatologia de K= 0.39, considerandose como pobre en ambos casos. Sin embargo
existio un alto grado de correlacion entre los resultados de ELISA e IF en fluidos fetales siendo
de K="0.96 y tamabién una buena correlacion K = 0.79 entre ELISA ¢ IF de sueros maternos
con respecto a fluidos fetales. En este estudio se comenta que la poca correlacion entre fa
histopatologia v la serologia del feto se puede deber a varios factores: Serologia negativa e
histopatologia positiva s¢ puede asociar al estado inmunocompetente del feto o la poca edad
gestacional en donde no es posible detectar niveles de anticucrpos anti- Neospora caninum antes

de presentarse el aborto. Esta explicacidn también es sustentada por Barr ef al. (92) en estudios

'2 Comunicacion personal de Thomas P. Kellner. D.V.M. Marketing and Technical Services. VMRD, In¢
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realizados en California, quienes encontraron que la- seropositividad estd relacionada
directamente con la edad gestacional, en donde fue menor (21%) en fetos hasta de 5 meses de
gestacidn y mayor (93%) en fetos entre 8 v 9 meses de gestacion. Mientras que serologia
positiva ¢ histopatologia negativa puede deberse a ciue no se detectaron pequeﬁas’lesiones
focales en ¢l feto debido a un estado avanzado de autdlisis de los tejidos o a fa seleccion de la
muestra y numero de cortes analizados. Los autores también comentan que una vaca
seropositiva no siempre aborta o que otros agentes causales también pueden estar implicados cn
el aborto de una vaca reactora a Neospora caninum. Al respecto Thurmond y Hietala (96),
indican que tedricamente otras condiciones o enfermedades pueden afectar ¢l cstado
inmunologico de la vaca y favorecer la exposicidn del feto a los taquizoitos de Neospora
caninum, anngue esto no ha sido demostrado. Ejemplos de estas enfermedades podrian ser
Diarrea Viral Bovina o la exposicion a micotoxinas. Los autores también mencionan que €l
enc-ontrar Neospora caninum en los fetos da una idca de la prevalencia de este agente en el bato
y que no necesariamente ¢s el agente causal primario del aborto, y por otro lado ¢l estado
seroldgico del hato debe ser utilizado para obtener informacion del riesgo de aborto atribuible a
infeccidn por Neospora caninum (96). Es preciso sefialar que en algunos casos de becerros con
y sin signologia nerviosa, seropositivos y provenientes de madros infoctadas seropositivas. no se
encuentran lesiones visibles al microscopio optico, esto podria deberse a que hubo una
exposicion del foto al agente en dtero en una edad gestacional tempranac o a ia utilizacion de
posibles mecanismos de evasion de la respuesta inmune utilizados por el parasito que impidan su
identificacion a nivel de los tejidos. Existe una publicacion en la cual se describe el primer
aislamiento exitoso de Neospora canminum in vitro en Suecia proveniente de un becerro
seropositivo, en el cual no se encontraron lesiones histoldgicas en ninglin 6rgano y tampoco sc

identificaron estructuras parasitarias con la técnica de inmunohistoquimica (82).



Con lo que respecta al aislamiento del agente, existen escasos informes al respecto a nivel
mundial por lo que ¢l aislamiento exitoso realizado en México, se considerd de gran importancia.
El éxito de este aislamiento se atribuye a varios factores los cuales ya fueron expucstos
previamente por Dubey v Lindsay (19) Conrad e? ;m’. (45) v Stenlund e7 a/. (82) Algunos de los
factores que posiblements contribuycron de mancra sustancial cn ¢l aislamicnto fucron los
siguientes: la edad gestacional del feto. Dubey v Lindsay (19) indican que el aislamiento puede
ser mas €xitoso si se realiza a partir de fetos a término o ¢n neonatos debido a que en éstos exuste
mayor probabilidad de encontrar quistes parasitarios en SNC, siendo mas resistentes y
posiblemente vivan mas que los taquizoitos en otros tejidos. En cste caso, el feto fue de 7 meses
de gestacion. Otro de los factores que se considerd relevante fue que el encéfalo a partir del cual
se realizo ei indeulo estaba en buen estado de conservacién y ademds el quiste parasitario que se
localizé a través de la histopatologia no presentaba reaccion inflamatonia o glial alrededor de él
v 1o se encontraron lesiones significativas en ningin drgano. lo que indica que se encontraba ain
en buen estado al momento del aborto. Al respecto Conrad ef @/, (435) comenta que un requisito
importante para fograr el aistamiento es que en ¢l tejido encefalico exista un grado minimo de
autdlisis. Otro factor que se consider¢ importante fuc que ¢l indculo se realizd a los 5 dias de
haber extraido el encéfalo en forma aséptica v éste conservo a temperaiura de 4°C en PBS con
antibiéticc‘ns, lo que retardé la descomposicion y evité la contaminacion microbiana. El tiempo
que transcurre desde el momento del aborto hasta la preparacion del indculo se considera de vitai
importancia ya que entre menos tiempo transcurra entre cstos dos cwventos exisle mayor
posibilidad de encontrar parisitos viables. Lindsay et al. (113) comentan que los quistes
parasitarios pueden permanecer viables por 14 dias a temperatura de 4°C. Finaimente otro
factor que se consideré de importancia fue que &l cultivo celular no se contaminé con otros

microorganismos. Es preciso seflalar que los taquizoitos se apreciaron a los 23 dias pos-
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inoculacion en ambas lineas celulares (células Vero y L929), lo quc indica quc los parasitos s¢
pudieron adaptar a ambas lineas celulares. Al respecto Dubey y Lindsay (19) comentan que los
taquizoitos de Neospora cannum pueden crecer en varias lineas celulares y aprarentemente cl
tipo de linea celular escogida no es critico para el éxito del aislamiento. En este aislamiento se
puede reforzar este concepto. Desafortunadamente no se pudo mantener ¢l crectmicnto de los
parésitos en los cultivos celulares ya que después de una buena multiplicacion obtenida al mes
de su identificacion ésta empezd a declinar hasta llcgar a perdersc a los 2 meses. Esto sc puede
atribuir principalmente a que no se tuvo un adecuado manejo de los cultivos celulares, ya que no
se realizaron pases de celulas y en vez de esto se utilizaron taquizoitos libres en los medios de
cultivo de desecho para infectar nuevas células. Otros factores que se consideran que pudieron
afectar el crecimiento de los parastos son variaciones en la temperatura y CO2 de la incubadora
utilizada, ademis de que probablemente las lineas celulares utilizadas presentaban
envejecimiento, El aislamiento en los otros 12 casos trabajados, no fue posible probab]erﬁente
por razones previamente sustentadas por Conrad er al. (45) y Dubey v Lindsay (19) que se
pueden resumir en las siguientes: e aislamiento en cultivo celular es dificil debido a que los fetos
generalmente se encuentran parcial o severamente autolizados al momento del aborto
probablemente en el proceso de autdlisis también mueran pardsitos viables, ademas de que el
numero de parasitos presentes en el SNC generalmente es escaso v solamente se utiliza una
pequefia porcidn de tejido encefélico para el indculo. Por otro lado los cultivos celulares son
sensibles a las variaciones ambientales de incubacidn y finalmente a que existe un alto riesgo de
contaminacién microbiana al momento del manejo de éstos cultivos. En estos intentos fallidos se
presentdé al menos uno de los factores antes mencionados. Otro método de aislamiento del
parasito que se ha practicado, es a través de la inoculacion intracercbral en ratoncs a partir de

tejido encefélico de feto (116) y a partir del cerebro de un becerro infectado congénitamente
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(60), aparentemente este método reduce ¢l riesgo de contaminacion bacteriana,

De acuerdo a los resultados de este trabajo de investigacion se puede concluir en forma general
que la Neosporosis bovina se encuentra ampliamente difundida al menos en las principales
cuencas lecheras del pais, hecho sustentado al encontrar lesiones caracteristicas de la
enfermedad en los fetos, asi como la identificacion del paréstifo a través dc la
inmunohistoquimica v el aislamiento del agente en cultivo celular a partir de tejido encefalico de
unrfeto, ademas de enconirar evidencia serologica positiva en alto porcentaje en hatos con alta
frecuencia de abortos. Se presume que la enfermedad se difundio a México principalmente
debido a la importacion de ganado lechero proveniente de -paiscs con alta prevalencia de
Neosporosis, y ademds debido a la transmusién congénita del .agente. La enfermedad
aéarentemente va se¢ ha difundido y permanecido en hatos lecheros mexicanos.
Desafortunadamente al no conocerse del todo el ciclo de vida del parasito, no se pueden
establecer medidas de control y prevencion directas, sin embargo deben practicarse al menos las
medidas generales de bioseguridad propuestas por algunos autores (96). Este trabajo inicial de
investigacién dard pauta para que se sigan realizando investigaciones epidemiolégicas de la

Neosporosis bovina en México.
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Figura 1. Microfotografia de miocardio en Ia que se aprecian abundantes célnlas inflamatorias
mononucleares en las fibras muscuolares (miocarditis no supurativa severa). 400 X, H.E.

o
AR ;
R
“{'."ﬁln‘\i"‘ W
S

P
sy

n\‘_/lJ )F'l
i O
SRR
B
N

,w
g v 5
LR
ok o e
L
SE

R BRI

A,

Figura 2. Microfotografia de cerebro en 1a que se aprecia agregacién de abundantes
células gliales (Gliosis). 400 X, HLE.
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Figura 3. Microfotografia de cerebro en la que se aprecia un foco de necrosis,
rodeado por abundantes células inflamatorias mononucleares, 400 X. HL.E,
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Figura 4. Microfotografia de cerebro en la que se aprecia agregacién de

células gliales y linfocitos alrededor de un vaso sanguineo. 400 X. H.E.
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Figura 5. Microfotografia de cerebro en la que se aprecia un quiste parasitario correspondiente a
Neospora caninum. Néiese 1a ausencia de reaccién inflamatoria. 1000 X, P.A.S.
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Figura 6. Microfotografia de higado en la que se aprecian abundantes células inflamatorias
mononucleares pequeiias con distribucién periportal. 400 X, H. E.
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Figura 7. irofotograffa'de higado en la cual se aprecia un foco de necrosis.
400X. H. E,

)
e

i3
(s ¥

G e S R R A R o R
Figura 8. Microfotografia de cerebro en la que se aprecia un quiste parasitario correspondiente a
Neospora caninum, Nétese que se tifie por completo de color café ocre. 1000 X. LP,
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Figura 9, Microfotografia de cerebro en la cual se aprecia un grupo de taquizoitos.
1000 X, LP.

Figura 10. Microfotografia de miocadio en la que se aprecian taguizoitos
dentro de las fibras musculares, 1000 X, LP.
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Figura 11. Microfotografia de miocardio en Ia que se aprecia un quiste parasitario
dentro de una célula nerviosa. 1600 X. LP.
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Figura 12, Microfotografia de higado en 1a que se apl:ecia
un grupo de taquizoitos. 1000 X. LP.
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Figura 14, Microfotografia en la que se
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Figura 15, Microfotografia en la que se aprecian taquizoitos fuera de
las c¢lulas de cultivo (Flechas). 1000 X, 1P,

Figura 16. Microfotografia en la que se aprecian abundantes taquizoitos.
LF. Reaccién positiva (Flechas). 400 X,
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