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CAPITULO 15
Neospora caninum
Lucia Maria Campero, Andrea Dellarupe, Magdalena

Rambeaud y M. Cecilia Venturini

Clasificacion

Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoasida
Orden: Eucoccidiorida

Familia: Sarcocystidae

Neospora caninum es un protozoo parasito que causa la neosporosis, una enfermedad global,
cuyo efecto negativo sobre la eficiencia reproductiva se manifiesta por las grandes pérdidas eco-
noémicas que causa en la ganaderia bovina. En el bovino provoca abortos y frecuentemente pro-
duce el nacimiento de animales congénitamente infectados. En el perro genera diversos cuadros

neuromusculares.

Morfologia

Neospora caninum presenta tres estados infectantes: taquizoitos, quistes tisulares y oo-
quistes. Los taquizoitos y quistes tisulares son estadios intracelulares de los hospedadores in-
fectados. Los taquizoitos de N. caninum tienen forma de semiluna, de aproximadamente 6 pm
x 2 ym y carecen de granulos de amilopectina. Pueden estar en distintos tipos celulares y cada
célula hospedadora puede contener varios taquizoitos, alojados dentro de la vacuola parasitofora
en el citoplasma. Cada taquizoito tiene roptrias con contenido electrodenso, algunas de las que
se extienden posteriormente al nicleo.

Los quistes tisulares son redondos u ovoides, su tamafio varia considerablemente, depen-
diendo del numero de bradizoitos que alojen en su interior. En los perros se han registrado
quistes tisulares de hasta 107 um de diametro con una pared de 4 um de espesor. En bovinos,
los quistes tisulares se encuentran principalmente en cerebro y médula espinal donde raramente

exceden las 50 um de diametro con una pared < a 2,5 ym de espesor. Los bradizoitos también
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tienen forma de semiluna de 8 um x 2 ym, poseen un nucleo terminal y contienen algunos gra-
nulos de amilopectina. Suelen encontrarse quistes tisulares en tejido extraneural como en
musculo esquelético.

Los ooquistes tienen forma esférica o subesférica de 10-12 um, de pared lisa de 0,6-0,8 pm
de espesor, sin micrépilo. Se eliminan en estado no esporulado en la materia fecal del hospeda-
dor definitivo. Esporulan en el ambiente, observandose en su interior 2 esporocistos elipsoidales

(8 pm x 6 uym) con 4 esporozoitos cada uno (7 um x 2 ym) de forma alargada.

Ciclo bioldgico

Neospora caninum es un organismo de vida endocelular obligado, no zoondético, con un
ciclo de vida heteroxeno, donde intervienen dos tipos de hospedadores, los hospedadores de-
finitivos (HD) en los que se completa la fase sexual, y los intermediarios (HI) en los que se lleva
a cabo la fase asexual. Existen 3 formas infectantes: taquizoitos, bradizoitos (quistes) y espo-
rozoitos (ooquistes).

Los taquizoitos y bradizoitos se localizan en diferentes tejidos de los HI y HD, ambos son
estadios intracelulares asexuales del parasito, que conservan la morfologia y caracteristicas ul-
traestructurales tipicas de las fases infectivas de los protozoos apicomplexa. Los esporozoitos
se encuentran dentro de los ooquistes que son excretados en la materia fecal de los HD.

Los HD descriptos hasta el presente son los canidos como el perro (McAllister et al., 1998;
Basso et al., 2001), coyote (Canis latrans) (Gondim et al., 2004), dingo (Canis lupus dingo) (King
et al., 2010) y el lobo gris (Canis lupus) (Dubey et al., 2011). En ellos se cumplen tanto la fase
extraintestinal (esquizogonia) como la intestinal (gametogonia) del ciclo que se cree precede a
la formacion de los ooquistes, desempefiando el rol tanto de HD como de HI. Los ooquistes son
eliminados al ambiente no esporulados, y luego de 1 a 3 dias esporulan, transformandose asi en
infectantes y volviéndose resistentes en el ambiente, por lo que son claves en la epidemiologia
de la neosporosis.

Varios rumiantes actian como Hl, entre ellos, el ganado bovino, caprino, ovino, ciervos y
bdfalos. Sin embargo, el bovino se considera el HI mas importante ya que en él se producen los
signos mas relevantes que generan importantes pérdidas econdmicas a nivel mundial. Por otro
lado, N. caninum ha sido también detectado serolégicamente y/o por presencia de ADN mediante
la técnica de PCR, en una amplia variedad de especies tanto domésticas (equinos, felinos, sui-
nos, cameélidos y aves, entre otros), como silvestres (mapaches, zorro rojo, lobo, lince, corzo,
venado de cola blanca, gorrién; rinoceronte, roedores; carpincho, topo campesino, conejo, liebre
europea, entre otros).

Cuando el HI ingiere los ooquistes esporulados presentes en pasturas y/o aguas contamina-
das, éstos pierden la pared ooquistica en el tracto gastrointestinal y liberan los esporozoitos, que

atraviesan la pared intestinal produciéndose una multiplicacién asexual extraintestinal, con for-
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macion de taquizoitos (esquizozoitos de division rapida) en diversos érganos y tejidos, destru-
yendo las células infectadas y ocasionando parasitemia durante la fase aguda de la infeccion.
En etapas posteriores, los taquizoitos penetran en las células de tejidos neuromusculares, con-
tindan la esquizogonia sin destruir a la célula hospedadora, dando lugar a los bradizoitos (esqui-
zozoitos de division lenta) contenidos en quistes tisulares. Si el HD ingiere tejidos con dichos
quistes u ooquistes del medio, se infectara, completando asi el ciclo (Fig. 1).

Existen dos vias de transmisién, la via horizontal y la vertical. La transmision horizontal ocurre
cuando un animal se infecta ya sea por la ingesta de taquizoitos y/o quistes tisulares o bien por
consumir agua y/o alimentos contaminados con ooquistes esporulados. La transmision vertical
(transplacentaria) ocurre durante la prefiez, cuando el feto adquiere la infeccion a través de su
madre y suele ser la via de transmisibn mas comun y efectiva en el bovino (Fig. 1) (Dubey &
Schares, 2011). A su vez, segun el origen de esta infeccion transplacentaria, se dice que la
transmision es “exégena”, cuando la madre adquiere una primoinfeccién al ingerir pasturas o
agua contaminadas con ooquistes esporulados del ambiente, mientras que la transmision es
“endégena” cuando el feto se infecta como consecuencia de la reactivacion de una infeccion
cronica latente de la madre (recrudescencia) (Trees & Williams, 2005) (Fig. 2). Si bien en ambos
casos el feto infectado puede ser abortado, generalmente entre el 3er y 8vo mes de gestacion,
en la mayoria de los casos de transmision transplacentaria endégena nacen terneros sanos, pero

congénitamente infectados (Pare et al., 1996).
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Figura 1. Ciclo de vida de Neospora caninum.
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Figura 2. Ciclo de vida de Neospora caninum.

Patogenicidad y sintomatologia

Los signos clinicos ante la infeccion por N. caninum, estaran determinados por la edad del
animal, sexo, estado inmune, nimero y forma infectante, la predisposicién genética individual, la
parte del sistema nervioso central (SNC) afectada, y en el caso de las hembras prefiadas, por el
momento de la gestacion en que se produzca la infeccién.

El principal signo clinico en los bovinos es el aborto, aunque también puede observarse ex-
cepcionalmente nacimiento de terneros débiles, con signologia nerviosa. Sin embargo, en la ma-
yoria de los casos, en hembras bovinas prefiadas infectadas con N. caninum, la gestacion resulta
en el nacimiento de un ternero sano, pero congénitamente infectado. La transmision vertical
puede ocurrir en gestaciones sucesivas, y cuando las terneras congénitamente infectadas se
conservan para reposicion en el rodeo, pueden también transmitir la infeccién a su descendencia,
lo cual resulta en la persistencia endémica de la infeccion en el establecimiento. La mayoria de
los abortos bovinos causados por N. caninum ocurren entre los 4 y 7 meses de gestacion. Sin
embargo, el riesgo de transmisién del parasito al feto aumenta a medida que progresa la edad
gestacional. En consecuencia, una infeccién en los estadios tempranos de la prefiez probable-
mente resulte en pérdidas embrionarias o abortos, mientras que una infeccién en etapas tardias
de la gestacion resultara en una eficiente transmision transplacentaria y nacimiento de terneros
sanos congénitamente infectados.

En los caninos, la neosporosis se considera una enfermedad primaria del SNC y sistema
musculo-esquelético, pudiendo comprometer a diversos érganos. Los taquizoitos son responsa-

bles de la mayor parte de la accion citopatica y dafio tisular. En los casos clinicos se observan
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principalmente manifestaciones neuromusculares debido a la meningoencefalitis, miositis o poli-
rradiculoneuritis. Los cachorros generalmente desarrollan paresia progresiva, hiperextension ri-
gida de los miembros posteriores y atrofia muscular. La via de transmision transplacentaria es
también muy eficiente en caninos, y la mayoria de los signos ocurren como una exacerbacion de
una infeccién adquirida congénitamente. Las perras con infeccion subclinica pueden transmitir el
parasito en forma vertical a varias camadas sucesivas, aunque no todos los cachorros de una
misma camada estan siempre infectados (Cole et al., 1995). A su vez algunos cachorros desa-
rrollan signos clinicos entre las dos semanas y los seis meses de edad, mientras que en otros la
infeccion se puede mantener en forma subclinica durante toda la vida del animal u ocurrir una

reactivacion posterior.

Respuesta inmune

Neospora caninum es un protozoo de vida intracelular. Por eso, la respuesta inmune celular
es la que esté relacionada con la proteccion de la enfermedad, si bien cuando el hospedador
se infecta produce también anticuerpos especificos. Las células dendriticas y macréfagos re-
presentan la primera linea de defensa que permite al hospedador activar mecanismos para
contener la infeccién mientras la inmunidad adaptativa comienza a activarse. Las citoquinas
resultantes de la activacion de la respuesta innata orientan y modulan la respuesta adaptativa,
que sera responsable de contener la infeccién. En este sentido, la inmunidad protectora frente
a la infeccion por N. caninum es iniciada por el eje interleuquina (IL)12 /interferon y (IFNy).
Cuando los macréfagos y células dendriticas contactan con el patégeno, producen I1L12, la cual
polariza la diferenciacién de los linfocitos TCD4 a un perfil Th1, productor de IFNy. Esta cito-
quina es fundamental en la proteccién, particularmente en la etapa aguda de la infeccién por
N. caninum, limitando la proliferacion parasitaria en distintos tejidos y células (Innes et al.,
1995). Adicionalmente, las células NK vy linfocitos TCD8 juegan un rol clave en el control de las
infecciones por parasitos intracelulares como N. caninum. Dichas poblaciones celulares, ade-
mas de ser potentes productoras de IFNy, eliminan células infectadas causando su muerte por
apoptosis (Boysen et al., 2006).

Altos niveles de anticuerpos son detectables en los animales luego de la infeccion, los cua-
les perduran durante meses; sin embargo, su rol en la proteccion de la infeccién por N. caninum
no es claro. Es posible que los anticuerpos actien inhibiendo la invasion de las células blanco,
en los momentos de la infeccion donde los taquizoitos se encuentran extracelularmente (Innes
et al., 2002).

Tanto una primoinfeccion como una reactivacion de una infeccion crénica por N. caninum en
el momento de la prefiez, constituyen una situacién compleja a nivel inmunolégico, ya que la
hembra prefiada debe, por un lado, intentar contener la infeccion a través de las citoquinas y

mecanismos mencionados anteriormente, y, por otro lado, garantizar el buen término de la ges-
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tacion. Algunas citoquinas y mecanismos beneficiosos para intentar controlar la infeccion (res-
puesta pro-inflamatoria y generacion de un perfil Thl), resultan perjudiciales para la unidad feto-
placenta, antagonizando con el buen término de la prefiez (Tangri & Ragupathy, 1993; Innes et
al., 2005). Contrariamente, los tejidos de union feto-placenta, producen citoquinas progestacio-
nales caracteristicas de la respuesta Th2 (IL4, IL10, factor transformante del crecimiento-f3), fe-
noémeno favorecido por los altos niveles de progesterona. Esta hormona inhibe la produccién de
Oxido nitrico y factor de necrosis tumoral-a, como también la actividad de las células NK. De aqui
surge un “dilema” para el sistema inmune de la hembra prefiada. Por un lado, es necesaria una
respuesta Th1l dominante para combatir la infeccién, resultando en la produccion de citoquinas
inflamatorias y perjudiciales para el feto. Por otra parte, la progesterona y otros mecanismos
inmunomoduladores, inducen la produccion de citoquinas de la respuesta Th2 que no se relacio-
nan directamente con la proteccion, pero si lo hacen con la posibilidad de continuar la prefiez. A
su vez, el momento de la gestacion en que el parasito se encuentre activo, determinara, espe-
cialmente en los bovinos, la manifestacion clinica de la enfermedad.

La capacidad del feto de desarrollar una respuesta inmune aumenta a medida que progresa
la gestacion. En bovinos, a partir del segundo tercio de la prefiez, el feto es capaz de desarrollar
tanto una respuesta inmune celular como humoral (mediada por anticuerpos). Por lo tanto, la
inmunocompetencia del feto al momento de la infeccidén por N. caninum determinara la severidad
de la enfermedad y la carga parasitaria en los tejidos fetales, siendo ambas progresivamente
menores a medida que la infeccién ocurre mas tardiamente en la gestacién. En bovinos, cuando
la infeccion ocurre en el primer o segundo tercio de la prefiez, se detecta N. caninum en varios
tejidos fetales (cerebro, corazon, rifion y pulmén), mientras que sélo se detectan parasitos en el
cerebro cuando la infeccién ocurre en el tercer trimestre de prefiez, evidenciando la importancia
de la edad fetal en la severidad de la enfermedad (Collantes-Ferndndez et al., 2006). Por lo tanto,
una infeccion fetal hacia el final de la prefiez, probablemente resulte en el nacimiento de terneros
sanos, pero congénitamente infectados, que, de ser conservados para reposicion en el rodeo,

pueden mantener la infeccién de forma endémica.

Diagnostico y observacion

El diagnéstico de neosporosis se puede realizar a nivel individual (en un animal), a nivel po-
blacional (grupo de animales o rodeo) o bien a partir de muestras de tejidos infectados (por ejem-
plo, un feto abortado).

Los métodos directos utilizados para el diagnéstico de N. caninum son: la histopatologia e
inmunohistoquimica (HP/IHQ), la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR), la observacion de

formas infectivas y el aislamiento. A continuacién, se describen brevemente cada una de ellos.
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La técnica de HP detecta cambios/lesiones asociadas a N. caninum en el tejido analizado.
Las principales lesiones compatibles con N. caninum son: encefalomielitis multifocal no supura-
tiva, miocarditis focal a difusa no supurativa, hepatitis periportal, neumonia intersticial, placentitis

linfocitica multifocal (Campero et al., 1998; Anderson et al., 2000; Campero et al., 2020) (Fig. 3).

Figura 3. Microfotografias de lesiones histopatoldgicas halladas en un feto bovino (tincion hematoxilina
eosina -H&E-, 100X). (A) Foco de gliosis (flecha) en corteza cerebral. (B) Hemorragia (asterisco) e infiltrado
linfocitico intersticial (flechas) en rifion.

La IHQ es complementaria a la HP; se realiza a partir de las secciones donde se hallaron
lesiones compatibles con N. caninum. La técnica requiere de sueros hiperinmunes anti-taqui-
zoitos de N. caninum que evidencian especificamente las formas parasitarias infectivas (taqui-
zoitos, clusters de taquizoitos, quistes tisulares). Tanto la HP como la IHQ son técnicas de sen-
sibilidad variable pero esenciales para confirmar un diagnéstico de aborto por N. caninum
(Wouda et al., 1997; Morrell et al., 2020).

Una técnica altamente sensible y especifica que permite la identificacion de ADN de N. caninum
es la PCR. Se realiza a partir de ADN extraido de tejidos provenientes de fetos abortados o en mues-
tras de liquido amnidtico, sangre, leche, etc. y en heces del HD para la deteccion de ooquistes.

También es posible la observacién directa de formas infectivas, ya sea para la deteccion de
taquizoitos o quistes tisulares en improntas de tejidos (se puede facilitar la lectura con una tincion
H&E, Giemsa, rapid Diff Quick®) o de ooquistes presentes en la materia fecal. En caso de detectar
al microscopio formas infectivas compatibles con el protozoario, se debe confirmar que se trate
efectivamente de N. caninum. Los quistes tisulares deben confirmarse mediante PCR o HP/IHQ,
ya que podria tratarse de otro protozoario formador de quistes. En el caso de la deteccion de oo-
quistes por microscopia , es necesario realizar una PCR para confirmar que sean de N. caninum,
debido a la existencia de ooquistes tipo-Hammondia que poseen similar tamafio y morfologia.

El aislamiento de taquizoitos viables de N. caninum confirma el diagnéstico. Sin embargo, la
metodologia es laboriosa, requiere personal entrenado y depende de materiales y equipamiento
frecuentemente no disponibles en los laboratorios donde se realiza el diagnéstico de rutina. Entre

los factores condicionan un aislamiento exitoso se incluyen el tipo de tejido/muestra seleccionada
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para aislamiento, su estado de conservacion y la carga parasitaria presente. El protocolo estan-
darizado de eleccion debe incluir la multiplicacion inicial de los taquizoitos de N. caninum en
animales de laboratorio susceptibles a la enfermedad (ratones IFNy knock-out, Nude), y el aisla-
miento in vitro utilizando medios de cultivo, lineas celulares y atmésferas adecuadas para su
incubacion (Campero et al., 2015b, 2021).

La caracterizacién genética de un aislamiento requiere del uso de marcadores moleculares es-
pecificos (ej. analisis multilocus de microsatélites, MLST). Los microsatélites también se utilizan en
estudios epidemiolégicos (Basso et al., 2010) y poblacionales (Regidor-Cerrillo et al., 2013).

Los métodos indirectos se fundamentan en la deteccion de anticuerpos especificos frente a N.
caninum presentes principalmente en suero, pero también podrian buscarse en liquido amniético,
leche, entre otros. Las técnicas mas utilizadas son la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IF1),
enzimoinmunoensayos (ELISASs) indirectos y aglutinacion, utilizando en algunos casos el immuno-
blot como prueba confirmatoria. A continuacion, se describen brevemente cada una de ellas.

La IFI ha sido ampliamente utilizada como prueba serolégica diagnéstica de neosporosis (Du-
bey et al., 1988). La excitacion con luz UV genera una fluorescencia que se interpreta como
positiva cuando se aprecia de manera ininterrumpida en toda la superficie del taquizoito (Fig. 4).
La IFI permite titular sueros, de modo que es una herramienta Gtil para monitorear fluctuaciones
de anticuerpos. Sin embargo, factores como la calidad del microscopio y tipo de luz utilizada, el
conjugado y dilucion empleada sumado a la experiencia del operador, son factores que sin lugar
a dudas condicionaran los resultados y, por ende, la eficiencia de la IFl. Los puntos de corte
deben ser estandarizados en cada laboratorio segun sus propias condiciones, especie animal y

objetivo del diagnostico (Campero et al., 2018).

Y

f

Figura 4. Microfotografia de IFI positiva en un suero bovino a titulo de corte 1:200.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO | UNLP 128



PROTOZOO0S PARASITOS DE IMPORTANCIA SANITARIA — J. M. UNZAGA Y M. L. ZONTA (COORDINADORES)

En las pruebas de ELISAs, el antigeno conocido ya sea completo o tratado por diversos me-
canismos, es usado para cubrir los pocillos de una policubeta. La ventaja del ELISA sobre la IFI
radica en que el registro de la reaccion se realiza de un modo objetivo por medio de un espec-
trofotdbmetro y la prueba puede ser automatizada. Ademas, es una prueba adecuada para anali-
zar un gran nimero de muestras (Dubey & Schares, 2006). Existen distintos tipos de ELISAs:
indirectos, de competicion y de avidez; disponibles comercialmente o como formatos caseros (in-
house). En una infeccién reciente la avidez es muy baja y progresivamente al madurar la res-
puesta inmune, los valores de avidez aumentan, siendo mas elevados en infecciones crénicas
(Bjorkman et al., 1999). Por ello, los ELISAs de avidez se valen de este principio para discriminar
una infeccion reciente de una infeccion cronica. Es importante considerar que al adquirir kits
comerciales o en el disefio de ELISAs de desarrollo propio, se deben estandarizar los titulos de
corte segun la zona geografica donde seran utilizados (OIE, 2019). Asi se refleja en los hallazgos
de Campero et al. (2018) que detectaron una gran variacién entre pruebas diagnésticas utilizadas
de rutina para neosporosis bovina en lberoamérica (IFl, ELISA comercial y ELISA in-house).

En la aglutinacién directa se utilizan taquizoitos intactos tratados con formalina que agluti-
nan frente a la presencia de anticuerpos especificos en el suero problema. Debido a su sencillez
y versatilidad, la prueba de aglutinacion directa tiene el potencial de ser utilizada para el diag-
nostico de distintas especies ya que no requiere del uso de un conjugado anti-especie, siendo
aplicable para el diagnéstico en especies silvestres (Dubey & Schares, 2006).

El immmunoblot (IB) es una prueba serolégica que evalla la inmunorreaccién entre un antigeno
separado segun su peso relativo en una electroforesis (SDS-PAGE) e inmunotransferido a una mem-
brana de nitrocelulosa o polivinildifluoreno y el suero problema. La lectura de resultados implica la
deteccién visual de inmunorreacciones hacia los siguientes antigenos inmunodominantes (IDAs) en
condiciones no reducidas: 19, 29, 30, 33 y 37 kDa. Se considera que una muestra es positiva cuando

se registra reaccion hacia = 2 IDAs (Schares et al., 1999; Campero et al., 2015a) (Fig. 5).
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Figura 5. Patrén representativo de antigenos inmunodominantes para N. caninum
con sueros bovinos positivos por IB en condiciones no reducidas.
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Diagndstico e interpretacion de resultados: algunas consideraciones

Los ELISAs son muy utilizados para el diagnéstico de la neosporosis bovina debido a su au-
tomatizacion y objetividad en la interpretacién de resultados. También se puede aplicar la IFI a
un determinado titulo de corte. La prueba de IB no se realiza de rutina en el diagndstico, aunque
se ha demostrado que su uso en la serologia fetal aumenta la sensibilidad del diagnéstico (S6-
ndgen et al., 2001).

En bovinos, la serologia en un animal individual ofrece limitada informacién, ya que muchos
bovinos seropositivos no abortan y el nivel de anticuerpos varia mucho durante la gestacion
(Stenlund et al., 1999; Quintallina-Gozalo et al., 2000). Sin embargo, a nivel de rodeo, la serologia
aporta valiosa informacion. En un establecimiento donde se registren abortos y se sospecha de
neosporosis, es recomendable realizar el sangrado de todas o bien de un nimero representativo
de las hembras que abortaron y también acompafiar con serologia de igual nUmero de hembras
prefiadas (compafieras). A través analisis estadisticos como Chi? o la prueba exacta de Fisher,
es posible evaluar la asociacion entre aborto y seropositividad. Disponer de muestras de suero
de las vacas que abortaron y de las que tuvieron partos normales, permite fortalecer los diagnoés-
ticos presuntivos obtenidos mediante serologia (Moore et al., 2003).

El diagndstico del aborto implica la ejecucion de una bateria de pruebas diagnésticas para
obtener informacién que oriente el diagndstico. Se debe realizar serologia de la madre, HP/IHQ
y PCR sobre el feto. La serologia fetal debe interpretarse criteriosamente dado que un resultado
negativo no necesariamente implica ausencia de infeccion. Factores como la maduracion del
sistema inmune del feto, el tiempo entre infeccidén y aborto y la posible autélisis de inmunoglobu-
linas pueden enmascarar falsos negativos.

En el caso de perros, la prueba serol6gica mas utilizada para el diagnéstico de neosporosis
es la IFI, con un titulo de corte de 1:50, a titulo final. Si bien perros que eliminan ooquistes no
necesariamente seroconvierten, una serologia positiva en perros con signologia clinica confir-
maria el diagnostico y permitiria interpretar la evolucion de la enfermedad. También se utiliza la

serologia para evaluar la efectividad del tratamiento (Dubey, 2013).
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