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RESUMEN

N. Caninum es un parasito de Phylum apicomplexa, es causa de abortos en
ganados lecheros y sindromes neuroldgicos en perros, y se encuentra distribuido en
varios paises del mundo.

N. caninum fue aislado del cerebro de fetos abortados de vacas de ganado
lechero Holstein Friesham siguiendo los pasos de la técnica de Conrad.

Los parasitos aislados del cerebro fueron transferidos exitosamente en
cultivos de células vero y en un segundo cultivo de células de endoteliales adrticas
pulmonar de bovino.

El cultivo fue cryoconservado a —70°C para su uso y para posteriores
estudios.

El perro ha sido reconocido como el huésped natural de N. Caninum de
acuerdo con (McAllister et al 1998, Lindsay et al 1998 y Lindsay et al 1999).

Neospora caninum tiene predileccion en fetos abortados y becerros neonatos
por el cerebro y médula espinal de donde fueron aislados.

El aislamiento del parasito se logré obtener de animales infectados
naturalmente debido a que en la comarca lagunera ningun grupo de investigacioén a
podido aislar y reproducir experimentalmente la enfermedadd.

En el cultivo se pudo observar su desarrollo con pases de renovacion y
medios de enriquecimiento cada 7 dias.

Se proporciona informacion y métode para el buen uso de la suplencia y
renovacion de taquizoitos de N. Caninum.para la ayuda de este y de estudios
posteriores.

Este es el primer reporte de aislamiento de taquizoitos de N. Caninum en la
Comarca Lagunera de fetos abortados de vacas lecheras infectadas en forma
natural.



2-. INTRODUCCION

2.1. Neosporosis.

Es una enfermedad parasitaria producida por Neospora caninum, un
protozoario perteneciente al Phylum apicomplexa, similar a toxoplasma gondii pero
diferente a este ultra estructural y antigénicamente, causando desdrdenes
neuromusculares, paralisis severa y muerte en perros y abortos y morbilidad
neonatal en ganado bovino lechero y carne, ovejas, cabras, caballos, venados y en
forma experimental se ha desarrollado en ratas, ratones, venados, gerbiles,
ocasionando y desarrollando un cuadro clinico severo de paralisis (Dubey, J.P.
Lindsay D.S. et al 1996).

3. Antecedentes.

Debido a la alta prevalencia en ganado, N. Caninum ha surgido como una
importante causa de abortos en bovinos y otros animales, y ahora la Neosporosis se
ha reconocido como una enfermedad . econdémicamente importante y con un
considerable impacto en la industria ganadera en varios paises (Dubey J.P. 1996).
Aunque reconocida solo récientemente, la Negsporosis ha emergido como una
enfermedad econémicamente importante desde que se le asocié ‘por primera vez con
un brote de abortos en 1987 en Nuevo México, USA a partir de esa fecha, ha habido
reportes de abortos por Neospora en California y en casi toda la Unién Americana,
en donde se ha confirmado a esta enfermedad como una fuente importante de
abortos, particularmente en ganado lechero. La enfermedad esta distribuida en casi
todo el mundo. Neospora caninum fue aislado a una camada de cachorros, con
problemas de desdrdenes neurologicos por esas enfermedades y pardlisis en
Estados Unidos en 1988, por Dubey et al, sin embargo, este mismo parasito habia
sido encontrado por Bjerkas et al en 1984, en perros de Noruega, pero fue
confundido por Toxoplasma gondii ,estos dos investigadores Bjerkas y Dubey en

1991-92 compararon estructural y antigénicamente los parasitos encontrados de



perros de Noruega y Estados Unidos, previa preparacion de un aislado de taquizoitos
y un antisuero policlonal que fue usado en técnicas inmunohistoquimicas (IFAT) de
secciones de tejidos fijados en formalina; y llegaron a la conclusidon que ambos

parasitos eran N. Caninum.

El cultivo de taquizoitos de Neospora caninum ha sido bien bioensayada en
varios tipos de cultivos celulares con el objetivo primario de establecer nuevas lineas
celulares. Esencialmente la misma técnica de cultivo y cuya presentaciéon ha sido
previamente descrita (Dubey, J.P. 1988).

La tasa de proliferacion es diferente dependiendo del tipo de célula huésped
que son usados para su cultivo. El mantenimiento extracelular de los taquizoitos de
Neospora caninum en la presencia de un'gran medio se pueden obtener resultados

de 4 horas mas rapidos pero se pierde rapidamente la infectividad (Hemphill, et al
1996).

En contraste con los resultados para los taquizoitos de toxoplasma gondii que
'se mantienen infectivos extracelularmente por mas de 72 horas (Dubey et al., 1998b)

Los cultivos in vitro fueron y han sido empleados para ensayar la
susceptibilidad de los taquizoitos de N. Caninum a mas de 40 agentes
quimioterapéuticos (Lindsay 1989, Lindsay DS 1997).

Ademas, estos sistemas de cultivos se han usado para investigar en mas
detalles el proceso con el que ocurre la adhesion y la invasion de N. Caninum a una
célula huésped (Hemphill et al 1996).

Ademas, para producir manipulacién genética del parasito usando y
extrayendo su ADN para estudiar sus proteinas, sin duda también estas

investigaciones son para estudiar la biologia basica y la patologia de la neosporosis,

@



con lo que puede ser el desarrollo de una gran herramienta genética molecular
(Howe DK 1897, Beckers et al 1997).

Estos métodos indirectos incluyen: métodos bioquimicos para el diagnostico y

la demostracion de anticuerpos en sangre.

Otros métodos directos como los inmunohistopatologicos e histopatologicos

permiten la visualizacion del parasito o sus efectos patologicos.

También el cultivo in vitro ha sido desarrollado como una herramienta de
diagnostico para la deteccion de infecciones de N. Caninum y especialmente para
discriminar la Neosporosis de las infecciones causadas por los similares parasitos a

N. Caninum, como es el caso de Toxoplasma gondii y Sarcocistis especies.

El aislamiento in vitro del parasito y la deteccion del DNA del parasito por PCR
(Dubey 1996, Hemphill 1998, Ellis 1998) son algunos de los que se pueden utilizar
aprovechando los cultivos celulares sin menospreciar los ensayos seroldgicos con
técnicas de ELISA directa o indirecta que resultan ser mas importantes para la

‘demostracion del parasito y evaluar los riesgos de N. Especifica (Bjorkman et al
1994, Packman et al 1998).

“

Por otra parte, antigenos recombinantes expresados bacterialmente han sido
producidos para el uso para la produccion del inmuno suero que se utiliza en el
diagnéstico de Neosporosis bovina (Louie et al 1997, Lally et al 1996).

En téerminos de la identificacion de las moléculas antigénicas de Neospora
estas pueden muy bien usarse para el uso de la fabricaciéon de vacunas y desarrollar
respectivamente herramientas para futuras técnicas  inmunodiagnosticos; la
caracterizacion de las proteinas de los parasitos y sus glicoproteinas pueden tomar

parte en la compleja relacion entre el parasito y el huésped sin descartar que son de

suma importancia.



En la relacion huésped parasito es obvio que esta depende fuertemente de la
reaccion inmuno del huésped, con lo cual estos componentes del parasito provocan

una accion directamente en el sistema inmuno del huésped.

Este proceso determina una infeccion autoctona y contribuye a la eliminacion

0 sobrevivencia del parasito.

La interconversion entre 2 etapas durante la fase crénica de una infeccion por
Neopora caninum parece ser restringida en ciertos tejidos pudiendo ser demostrado
por la repeticion de la transmision vertical al fin de la primavera o bien asociado a un

sero de conversion durante la prenez.

Esto de la inmunologia de las infecciones de N. Caninum, necesita ser
investigado y sus componentes antigénicos contribuyan a mejorar la respuesta
humoral y la respuesta inmunocelular.

El nivel de interaccion es mas importante ‘en los parasitos intracelulares,
desde el reconocimiento de sus receptores de superficie de las células huésped, esto

podria crucialmente establecer los mecanismos de invasion a la célula huésped.

Considerables trabajos han sido investigados para identificar y caracterizar las
proteinas de los taquizoitos de N. Caninum, que forman una parte muy importante en

el complejo de interacciones entre el parasito y el huésped. (Bjerkas and Dt.ibey SP
1994).



3.1. Algunos aspectos de la biologia de la N. Caninum.

La Neospora caninum es un parasito intracelular obligado y sus taquizoitos
han sido detectados en una variedad de tejidos y tipos de ceélulas (Dubey JP 1993,
Dubey JP 1996). Estas sugerencias de N. Caninum de exhibir solo una pequena
especificidad de células huésped es contradictorio porque es capaz de invadir un

gran rango de células nucleares.(Dubey et al 1996.)

Los taquizoitos encerrados en sus vacuolas parasitaforas proliferan por
endodiogenia, produciendo varios cientos de nuevos parasitos en pocos dias. La
proliferacion de los taquizoitos forman una membrana y de esos quistes son
reagrupados en una masa critica que le produce una lisis a las células huésped vy el

relajamiento ocurre subsecuentemente al infectar células vecinas (Hemphill A. 1999).

En contraste, a la lenta division de los bradizoitos de N. Caninum, toxoplasma

gondii es capaz de formar quistes en los tejidos intracelullarmente agrupados por
una pared quistica sdlida.

Estos quistes pueden persistir infectando a células huésped por varios afios

sin causar ninguna manifestacion clinica significante (Hemphill A. 1999).

Los quistes de N. Caninum conteniendo bradizoitos han sido detectados
exclusivamente en el sistema nervioso central (Lindsay DS et al 1996).

Conrad et al 1993, aislaron N. Caninum de fetos bovinos abortados y usando
el primer aislado bovino, reprodujeron experimentalmente la muerte (Barr BC 1994)
de un bovino por consiguiente, de esta manera, la infeccion trasplacental podria ser
taquizoitos el modo de transmision de Neosporosis. Este proceso puede ocurrir

repetidamente en el mismo animal (Dubey JP et al 1998; Bjerkas et al., 1984: Barr et
al., 1993).

’_’\



Sin embargo, la infeccion prenatal del feto no siempre conduce a la
enfermedad y el parasito puede resistir silenciosamente a los tejidos en una forma
normal clinicamente, la transmision transplacentaria experimental ha sido inducida
en otras especies entre las cuales: los perros (Cole, R.A. et al 1995), gatos (Dubey
J.P 1988 las ovejas (McAllister et al 1996, Buxton et al 1998), ganado (Barr, B.C
1994), cabras (Lindsay DS 1995), ratones (cole et al 1996, Long Mt Baszler 1996) los

cerdos {(Jensen L 1998) y algunos primates no humanos (Barr BC 1994)

La inoculacidn de N. Caninum en becerros neonatos se puede producir
anadiendo los parasitos al calostro revelandose una infeccion oral con taquizoitos

por lo cual los calostros podrian ser una ruta adicional de transmision vertical en

becerros recién nacidos (Uggla A. 1998).

Mc Allister et al, han demostrado que los gatos no son los mas ligados como
posibles huésped definitivos, en N. Caninum (Mc Allister et al 1998), pero en los

perros son el huésped definitivo de N. Caninum (Mc Allister et al 1998).

En términos del status fitogenéticos, en N. Caninum es puesto normalmente
dentro de la familia Sacrocystidae y es establecido en un grupo hermano de
Toxoplasma gondii' en el Phylum apicomplexa (Ellis J. et al.,1994). Recientemente
N. Caninum era el solo miembro del género Neospora, sin embargo, Marsh et al

aislaron un parasito apicomplexo de SNC de un equino adulto que fue

ultraestructuralmente muy similar a Neospora.

Mostrando distintas diferencias de Neospora caninum de origen bovino y
canino con respecto a sus proteinas inmunoreactivas y a sus 7 diferentes nucleotidos

en la secuencia de su espacio de transcripcion interna de su ADN (ITS)

Estas diferencias del parasito aislado pueden representar una nueva especie

de Neospora y que fue nombrada Neospora Hughesi (Marsh A.E. 1998).



En fetos abortados y becerros neonatos, N. Caninum tiene predileccion por el
cerebro y médula espinal y han sido aislados del cerebro de fetos abortados y
becerros recién nacidos (Conrad et al 1993; yamane et al 1997; Davison et al 1999

Magnino et al 1999). Sin embargo, nunca ha sido aislado de tejido del ganado

adulto

Los taquizoitos son ovalados o en forma de media luna y midende 3 a7 por
1 a 5 micrometros, dependiendo del estadio de division, éstos se dividen en 2 zooitos
por endodiogenia. En animales infectados los taquizoitos se encuentran en
macrofagos, polimorfonucleares, células neurales (axones, células de Schwann,
neuronas, células ependimales, células de la retina y astrocitos) fibroblastos, células
endoteliales, miocitos, células epiteliales tubulares del rifon, hepatocitos y ofras
células del cuerpo. La célula infectada puede contener hasta 100 taquizoitos. Estos
ultimos se encuentran dentro del citoplasma de la célula huésped con o sin vacuola
parasitdfora (VP). Los taquizoitos de N. Caninum tienen organelos semejantes a los
de T. Gondii, sin embargo, existen algunas diferencias. Los taquizoitos de N.
Caninum tienen una membrana citoplasmica con tres capas, 22 microtibulos, 2
anillos apicales, un conoide, un anillo polar de 1 a 3 mitocondrias, menos de 15°
micronemas 8 a 12 “rhoptries” (organelos apicales con forma de pera, se cree que
estan involucrados en la invasion de la célula del huésped por parte del parasito)
anteriores al nucleo y de 4 a 6 “rhoptries” posteriores al nucleo, un complejo de
Golgi, un reticulo endoplasmico liso y un rugoso, un nicleo y un nucleolo. Los
‘rhoptries” contienen un material sélido electrodenso y son de 2 a 4 veces mas
gruesos que el diametro de los micronemas. La discrepancia en el nL'xr'nero de
‘rhoptries” contienen un material solido electrodenso y son de 2 a 4 veces mas
gruesos que el diametro de los micronemas. La discrepancia en el nimero de
‘rhoptries” encontrada como més de 30 por Bjerkas y Presthus (1989) y mas de 18
por Speer y Dubey (1989) quiza se deba a la dificultad de distinguir “rhoptries” de los
granulos densos (10). Los microporos no se han visto en taquizoitos de animales,

pero si se han encontrado en taquizoitos de cultivos celulares. Bjerkas et al 1989.



Los quistes con bradizoitos en los tejidos, son cor frecuencia de redondos a
ovales de mas de 107 micrometros de largo y se en:uentran solo en el tejido
nervioso (cerebro, médula espinal y retina). La pared de quiste es lisa y mide mas
de 4 micrometros de espesor. dependiendo del tiempo de infeccion. En muchos
guistes tisulares la pared es de 1 a 2 micrometros de esyesor La pared del quiste
contiene estructuras parecidas a wibulos, no nay sepios y No existe pared quistica

secundana (Bjerkas, et al 1989)

Los bradizoitos son delgados (de 6 a 8 por 1 a 1.3 micrometros) y contienen
los mismos organelos que se encuentran en los taquizcitos con excepcion de que
existen menos “rhoptries” y éstos son mas PAS-positivos La pared de los quistes se
tine en forma variable con PAS Entre los bradizoitos e.usten estructuras tubulares

vesiculares y pueden contener microporos (Dubey and B,erkas 1992.)

Con |z ayuda del microscopio 6ptico de transmision se pudieron detectar las
diferencias ultraestructurales entre los taquizoitos de T. (5ondii y los de N. Caninum
entre las principales diferencias se incluyen la estructura y el numero de “rophtries”
Estos Ultimos son mas numerosos en N. Caninum que er T. Gondii, su contenido es
electrodensc en N. Caninum y electrotrasnparente en T. Gondii. La principal
diferencia entre N. Caninum y T Gondii en cuanto a los quistes es el espesor de la
pared en los quistes de N Caninum, esta mide de 1 4 4 micrometros y la de T.
Gondii mide menos de 0.5 micrometros (Dubey et al).



4. Ciclo biologico Neospora caninum

Fig. 1. Life cyele of Noaspora caninuem,

La biologia natural del parasito fue hasta hace poco confirmada cuando los
oocistos fueron encontrados en las heces de los perros (Mc Allister et al 1988""), los
perros pueden servir como huésped intermediario y definitivo. N. Caninum ha sido
encontrado en tejidos de varios animales en ovejas (Dubey et al 1990), cabras
(Dubey et al 1992), Barret et al 1992, y venados (Woods ef al 1994; Dubey et al
1996a). Anticuerpos de N. Caninum fueron demostrados en sueros de bufalos,
coyotes, zorro rojo, y camellos expuestos con agua natural, sugiriendo que estos
huéspedes podrian ser huéspedes intermediarios de Neospora caninum (Lindsay et
al 1996°, Buxton et al 1997c, Simpson et al 1997: Dubey et al 1998¢: Hitali et al,
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Huong et al 1998), en gatos, ratones, cerdos, ratas, gerbiles, zorros y changos se

han inducido como huéspedes intermediarios.

Los taquizoitos y los quistes son las etapas que se han encontrado en los
hospederos intermediarios en forma intracelular, siendo los primeros 6 X 2 mm los
quistes son redondos y ovales. De aproximadamente 107 ug encontrandose en el
sistema nervioso central, incluyendo la retina (Dubey et al 19982 Dubey y Lindsay
1996). La pared del quiste es de 4 um conteniendo los bradizoitos de 7 X 2 um poco
se conoce lo concerniente al desarrollo y distribucion en los tejidos de N. Caninum

segun sea su via natural de infeccion y la ruta de transmision.

5. NEOSPOROSIS EN GANADO

5.1. Prevalencia.

Neospora caninum afecta tanto al ganado lechero (Dubey y Lindsay 1996)
como al ganado de carne (Hoar et al 1996; Waldner et al 1998). E£s la mayor causa
de abortos en ganado lechero ‘en los Estados Unidos (Anderson et al 1991, 1995),
Nueva Zelanda (Thomton et al 1991); y de Holanda (Wooda, 1998). Recientemente,
_infecciones por N. Caninum en bovinos han sido reportadas desde Argentina
(Campero et al 1998); en Bélgica (de Kruit et al 1997); Canada (Duivenvoorden and
Lusis, 1995; Paré etal (1998) Denmark (Agerhulm et al 1997); Alemania (Conraths et
al 1998), Nueva Zelandiia (Reichel y Drake 1996 Cox et al 1998); Espafna (Fondevilla
et al 1998, Suecia (Stenlund et al 1997) M Reino Unido (Graham et al 1996; Buxton
et al 19972, Davison et al 1997 M Otter 1997, Otter y Wilson 1997; Otter et al 1997,
Caldow 1998; USA Estados Unidos (Dubey et al 1997, Thurmond et al 1997; Paré et
al 1997, Hattel et al 1998; Zimbabwe (Jardine y Wolls 1995) Brasil Gondim L.F.P. et
al 1999, basada en vigilancia seroldgica, Tailandia (Pongsatorm Suteera Parpa et al
1999), (Huong) Vietnam (Huong et al 1998) Tailandia (Kashiwazail et al 1 998).



En los primeros reportes de Conrad,; Anderson y Barr (1994) California del 8 al
19% de todos los fetos bovinos enviados al laboratorio de diagndstico, fueron
diagnosticados por esta infeccidén, y segun la region geografica el 42.5% de los
abortos son atribuibles a Neosporosis (Anderson et al 1991, 1995).

6. IMPACTO ECONOMICO

El impacto econémico depende de los costos indirectos del valor del feto
perdido, dependiendo el grado de avance de la gestacion, asistencia profesional,
costos asociados al diagnostico e inseminacion artificial, semen, incremento del
tiempo de lactacion, baja de la produccion lactea, costos de reemplazamiento de
vacas abortadas ( Thurmond and Hiatala 1996b) 19972, b) no hay datos confiables de
las pérdidas econdmicas debido a fa Neosporosis en la industria del ganado en
cualquier parte del mundo, solo un dato confiable en California, en donde Anderson
et al 1991, 1995) que del 20 al 43% de todos los abprtos en bovinos y de 15 a 20%
en Holanda (Wouda, et al 1997), son debido a Neospora. Las pérdidas econdmicas
estimadas en Califomnia relacionadas con Neospora es en una cantidad aproximada
de 35 millones de ddlares por afno, y de acuerdo a Pare Thurmond et al 1997-
1998) un aborto de media gestacion fue valorado en 600 a 1000 ddlares solo en
California de 1-2 millonés de vacas “lecheras aproximadamente 400,000 abortos
podrian deberse a Neosporosis (Dubey J.P. 1999).

Y en Australia, las pérdidas por Neosporosis son estimadas en la industria
lechera en 85 millones y en la industria del ganado de carne en 25 millones de
dolares anuales (Ellis 1997). Sin embargo, estas cifras son estimadas lo que hace

que se requiera un estudio cientifico urgente de la importancia economica de la
Neosporosis bovina.



7. EPIDEMIOLOGIA DE LA NEOSPOROSIS

Neospora caninum es eficientemente transmitido en forma vertical en ganado
por varias generaciones (Bjorkman et al 1996; Anderson et al 1997, French et al
1998, Shares et al 1998), pero en la transmision horizontal parece ser necesario
introducir nuevas infecciones en el ganado (Pare et al 1996, 1997 Thurmond et al
1997; Wouda et al 1998c, French et al 1998; Shares et al 1998). La transmision
horizontal de vaca a vaca no se ha demostrado, datos seroepidemioldgicos soportan
el rol del perro en el ciclo de Neospora (Paré et al 1998; Sawada et al 1998; Wouda
1998) al presente no se conoce la frecuencia de los oocistos de N. Caninum de los
perros en la naturaleza ni la resistencia de los oocistos y el tiempo de resistencia en
los alimentos. Pero solo es prudente como medida de control proteger los animales
y el agua de la contaminacidn con heces de perros, para asi evitar que los perros
coman fetos abortados, membranas fetales (placentas) o becerros muertos. Al no
existir una vacuna para prevenir los abortos inducidos por Neospora en ganado o de
prevenir la contaminacién con oocistos en heces de los perros, la prevencién de la
transmision del parasito de la madre al feto, no ha sido bien demostrada, haciendo
con esto una sugerencia inpractica en prevalencias altas en ganado (Dubey, 1999).

El ciclo biolégico natural del parasito fue recientemente descubierto al ser
encontrado los oocistos de N. Caninum en heces fecales de perros (Mc Allister et al

19982, los perros pueden servir como huésped intermediario y huésped definitivo.

Ademas, de los perros ganado lechero y de carne y caballos, N. Caninum ha
sido encontrado en tejidos de ovejas (Dubey et al 1990), cabras (Dubey et al 1992)
Barr et al 1992 y ciervos (Woods et al 1994; Dubey et al 1996).

Anticuerpos de Neospora fueron demostrados en sueros de bufalos, coyotes,
zooros rojos y camellos, sugiriendo que estos huéspedes son huéspedes
intermediarios naturales de N. Caninum (Lindsay et al 19962 Buxton et al 1997c;
Simpson et al 1997; Dubey et al 1998c, Hilali et al 1998; Houng, et al 1998) gatos,



ratones, cerdos, ratas, gerbos, zorros y monos han sido experimentalmente
inducidos a la infeccion por N. Caninum. Los taquizoitos y los quistes han sido las

etapas econtradas en los huéspedes intermediarios en una forma intracelular.

Los taquizoitos de Neospora caninum son aproximadamente de 6 X 2 mg los
quistes son redondos y ovales en Capitulo 1, a 107 milimicras (um) de largo. Se han

encontrado en el sistema nervioso central incluyendo la retina (Dubey et al 1998?).

Dubey et al 1996, la pared del quiste es aproximadamente de 4 (um
milimicras) y los bradyzoitos son de 7 X 2 um. Quistes también han sido encontrados
en los nervios periféricos del caballo (Daft et al 1996) y en el musculo ocular
infectado congenitalmente (Lindsay et al 1996b).

Poco se conoce en lo concerniente al desarrolio y distribucion de Neospora
caninum en los tejidos de los animales infectados por via natural y sin rutas de
transmision, sin embargo, los quistes han sido encontrados en el cerebro de ratones
inoculados por via parenteral a los 17 dias post inoculacion (McGuire et al 1997b).
Con un didmetro 30 ng de diametro y de 107 um milimicras) (McGuire et al 1997b).
Los cuales fueron separados del cerebro, usando un homogenado de ficoll gradiente
(McAllister et al 19972).

Caninum de Neospora ha sido bien demostrado en cerebro fetal bovino a los
31 dias post inoculacién con taquizoitos (Dubey et al 1992; Barr et al 1994b).

Poco se sabe de la infectividad oral de los quistes en los tejidos y taquizoitos
por la ingestion oral, sin embargo, McAliister et al (19983 reporta que quistes de

tejido infectados oral experimentalmente en ratones fueron no infectivos en gatos.

Quistes sin esporular han sido encontrados en heces de perros derivados de
una forma infectiva experimental. McAllister et al 19982 Lindsay et al 1999.



Los oocistos esporulados contienen 2 esporocistos cada uno con 4
esporozoitos. Los oocistos de Neospora caninum son de 10-11 um (milimicras) de
diametro y son morfologicamente indistinguibles de Hammondia heydorni
encontrados en heces felinas y de toxoplasma gondii y Hammondia hammondi en
heces de gatos McAllister et al 19982 Segun McAllister cuando se han encontrado
oocistos en forma baja 1 de 3 perros han resultado seronegativos y no se convierten
a Neospora caninum.

Los oocistos de Neospora caninum no son muy infectivos en ratones ni
inducen inmunosupresion (J.P. Dubey sin publicar) hasta el momento diciembre
1999. Poco se conoce de la sobrevivencia y frecuencia de los oocistos en heces de
perro en el medio ambiente y de ofros perros domésticos que son también
huéspedes para Neospora caninum.

Huéspedes susceptibles pueden ser infectados por ingestion de alimentos y
bebidas contaminadas con oocistos de N. Caninum de heces fecales de perro, sin

embargo, esto solo se ha podido hacer en ratones de laboratorio en forma
experimental (Mc Allister et al 1998b). -

En una forma experimental se han infectado lactogénicamente (Cole et al
1999%). Algunos becerros fueron infectados oralmente con taquizoitos agregados a
la leche (Uggla et al 1998). Neospora caninum es transmitido de madre a feto en
ganado (Dubey et al 1992; Barr et al 1994b) ovejas (Dubey y Lindsay 1990;
McAllister et al 1996b; Buxton et al 1997b; 1998) cabras (Lindsay et al'1995b)
ratones Cole et al 19952 Long y Baszler 1998; Liddell et al 1999, perros Dubey y

Lindsay 1989b; Cole et al 1995b; gatos (Dubey y Lindsay 1 9899 monos (Barret et al
19942) y cerdos (Jensen et al 1998).

Hasta el presente no son satisfactorios los modelos de estudio de la
patogénesis en pequefios animales con infecciones de N. Caninum porque ha

resultado que N. Caninum no es muy infectiva para ratones suizos Weshter en donde



los quistes en los tejidos se desarrollan ocasionalmente (Dubey et al 1998b). Sin
embargo, en ratones BALB/c son mas susceptibles para el parasito (Lindsay et al
1996%) con cepas de ratones C57BL/6 y BALB/c aparentemente son mas
susceptibles que B10.02 Long et al (1998).

Con la disponibilidad de ratones con defectos inmunologicos genéticamente
es mas ventajoso para el estudio de la inmunidad en infecciones con N. Caninum
(Dubey and Lindsay, 1996; Sawada et al 1997).

Los mecanismos de infeccion primaria y la transmisién congenital repetida son
desconocidos. El tiempo de las infecciones congenitales repetidas ocurren en perros
y en el ganado debido a una relajacion de la infeccion primaria o de la reinfeccion

pero aun siguen siendo nada claras.

8. PATOGENESIS

La Neosporosis en el ganado se asocia con paralisis neonatal encefalomielitis
y aborto entre el tercero y noveno meses de gestacion, ocurre en mayor frecuencia
entre los meses quinto y sexto. No se encuentran lesiones macroscopicas
caracteristicas en fetos, placenta ni en neonatos y generalmente no existe retencion
placentaria Otter y Jeffrey en 1997, notificaron en un becerro de 5 dias de' nacido,
incapacidad para ponerse de pi€, a la necropsia presentaba despigmentacion
bilateral especialmente de la sustancia gris del cerebro (Anderson et al 1990). La
momificacion de fetos ha sido un hallazgo clinico patoldgico importante; sin embargo,
ha sido dificil determinar la causa de esta momificacion, ya que los tejidos se
encuentran muy autolizados en el estudio histopatologico (Dubey J.P. 1992). El
parasito afecta principalmente al SNC, miocardio y musculo esquelético. Otros

érganos afectados cominmente son el higado y el pulmén. Los érganos afectados



con menor frecuencia son la piel, nodulos linfaticos, bazo, ojos y glandulas
adrenales. En virtud de que Neospora constituye un patogeno intracelular, puede
matar rapidamente las células del huésped como consecuencia de multiplicacion
activa de taquizoitos pues produce necrosis, inflamacién no supurativa y granulomas
en los tejidos afectados. Los quistes con bradizoitos tisulares con frecuencia no se
rodean de reaccion inflamatoria. La formacion de granulomas alrededor de los
quistes tisulares degenerados sugiere la ruptura de algun quiste y la subsecuente
reaccon inflamatoria por parte del huésped. El tiempo que permanecen los quistes

en el SNC alin no se conoce.

9. OBJETIVOS.

9.1 Objetivo General:

* Realizar un muestreo de tejidos de fetos abortados de vacas lecheras

seropositivas a Neospora caninum para su aislamiento.

9.2 Objetivos Especificos:

- Aislamiento de Neospora caninum en fetos abortados de vacas
serologicamente positva a Neospora caninum con técnicas

inmunoenzimaticas e inmunohistoquimicamente (ELISA y Peroxidasa).



10. MATERIALES Y METODOS
10.1. Bioensayo de Neospora caninum en ratones y cultivos celulares.

Para la realizacion de esta investigacion, se obtuvieron fetos de vacas
abortadas de establos lecheros de la Comarca Lagunera con antecedentes de
aborto y positivas serolégicamente a Neospora caninum, los fetos  fueron
necropsiados asépticamente y se se tomaron muestras de varios organos entre ellos
los mas importante fue el cerebro y la médula espinal. anteriormente se realizé un
analisis seroldgico con técnica de ELISA de Neospora Caninum en 5 establos de
vacas lecheras de la Comarca Lagunera con antecedentes de aborto. segun
protocolo de Kit comercial Herd Check . Tesis de Licenciatura de la UA A AN.-U.L.
(Cal y Mayor and Carrillo, M. 1998).

El cerebro de los fetos fue removido asépticamente y en pequefos trozos de
tejido cerebral, fueron homogeneizados en solucion salina estéril conteniendo
antibidticos, se inocularon intraperitonealmente a 3 ratones, siguiendo la técnica
descrita por (Sawada et al 1997).

Se realizé la necropsia en los ratones a los 46 dias post-inoculacion, porque

estos presentaron emaciacion y desarrollaron paralisis.

El homogenizado cerebral de los ratones fue preparado e inoculado en los
medios de cultivos, siguiendo el método segun (Yamane et al 1998).

Los taquizoitos de Neospora caninum previamente recuperados de un feto

bovino abortado, fueron puestos in vitro con varios pases

Los taquizoitos fueron mantenidos y propagados en medio de cultivo
pulmonary artery endothelial cells bovine donado por el DR Dubey del Departamento

de Agricultura de USA, Agricultural Research Service,livestock and Poutry Sciences



Institute, Zoonotic Diseases Laboratory . Beltsville, Maryland 20705 con varios pases
y fue mantenido en un medio minimo esencial, suero fetal bovino, penicilina,

estreptomicina, anfoteracina B y con pases a 7 dias de intervalo.

Los frascos fueron incubados con aproximadamente 7.5 X 109 de taquizoitos.
Los culuvos celulares fueron suplementados con Dulbecco’'s minimum essential
medium plus 10% y suero de caballo inactivado por calor, y 50 mg de sulfato de
estreptomicina (DMEM-HS) al tiempo de la infeccion y a las 18-24 horas después de
:a inoculacion el cultivo de taquizoitos fueron incubados a 37°C con 5% Co, cuando
el 80 al 90% de las células eran infectadas y lisadas. Los taquizoitos fueron pasados
a un nuevo medio y nueva capa de células a infectar; para esto fue evaluado
diariamente al 'rr}icroscopio invertido a 100 X a 200 X. Los taquizoitos nuevamente
fueron recolectados cuando el 80% de las células fueron infectadas y lisadas en el
medio, el filtrado de taquizoitos fue lavado en una solucion estérii de fosfato
bufferado PBS PH 7.2 los taquizoitos fueron separados por centrifugacion a 400 Xg -
por 10 minutos y resuspendidos en PBS estéril. La concentracion de los taquizoitos

fueron estimados usando el hemacitometro y el micrsocopio invertido.

La suspension fue centifugada una vez mas a 400 xg por 10 minutos y el
centrifugado final fue resuspendido en 500 ml (microlitros de PBS estéril)

La suspension de taquizoitos fue almacenado a congelacién en viales de
vidrio y polietileno a 70°C.

Técnica segun Conrad P.A. 1993, el niumero de taquizoitos en las células
huésped infectadas aument6 entre el segundo y quinto dia post inoculacion y el
efecto citopatico observando en el medio de cultivo celular fue visto primeramente a
los 3 dias post inoculacion (Pl) consistente en rupturas en forma de agujeros en el

medio celular. De acuerdo al método de cultivo por Conrad 1993.
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11.-RESULTADOS Y DISCUSION

Los frascos del cultivo fueron examinados diariamente al microscopio y
laminillas con muestras de cultivo fijadas en metanol y tefidas con Giemsa fueron
examinadas en varios tiempos post-inoculacién, el desarrollo inicial en el cultivo
celular fue similar entre las 6 y 12 horas P.l. post inoculacion, los taquizoitos
intracelulares fueron vistos, en las células infectada entre las 6 y las 12 horas P.|.

Al primer dia P.1. el proceso de endodiogenia ocurrié en las células con 1 a 4
taquizoitos presentes.

Posteriormente, aparecieron células hijas pares, estas etapas de la célula
fueron vistas localizadas cerca del nicleo de la célula huésped. A las 36 horas P.I.
fueron vistos células con grupos de taquizoitos de 10 en grupos de 4 y algunos pares
de células hijas. El nimero de taquizoitos aumentd entre el 2 y 5” dia P.l. en donde
algunas células tenian mas de 100 taquizoitos alargados.

Aproximadamente el 70% de las células del cultivo fueron destruidas entre el
4-6 dia por lo que se recomienda hacer pasajes nuevos cada 7 dias.

El tamanio aproximado fue de 71.0 por 28.3 milimicras con un promedio de
50.0y 105.5 X 18.0 — 40.00 milimicras.

El presente estudio demuestra que el desarrolio de N. Caninum en cultivos
celulares es por endodiogenia.

El nimero de taquizoitos en las células huésped infectadas aumento entre el
segundo y quinto dia post inoculacién y el efecto citopatico observando en el medio
de cultivo celular fue visto previamente a los tres dias post inoculacion (PI) consiste
en rupturas en formas de agujeros en el medio celular. Se corrobora con la técnica
segun (Conrad P.A. 1993),

Esto es similar a lo que ocurre para: Hammondia, Hammondi y H. Herdoyni.
Shefield F.A. et al 1976, Speer et al 1988. Varias especies de Neospora (Farer,
1972; Faller et al 1985, Faller and Thompson, 1974, Faller et al 1984, Lindsay and
(Blogburn 1987) and toxoplasma gondii Sheefield and Melton 1968. De estas
especies, todas se desarrollan por endodiogenia en cultivos celulares.
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Nuestro estudio provee informacion y método de como puede ser usado para
obtener un constante, suplencias de taquizoitos de N. Caninum y para la ayuda de
este y otros estudios, como puede ser el estudio de varias sustancias

quimioterapeuticas, para establecer una terapia adecuada y a menor costo.

La correlacion de los parasitos con otras lesiones viscerales de la vaca,
incluyeron miositis focal en el corazén y musculo esquelético se pudo observar
agregados de células mononucleares en el higado y rifidon estos resultados
suguieren que el cerebro es uno de los posibles sitios de residencia latente de el
parasito en infeccion, pero en vacas clinicamente normales, el cerebro pudiera ser
uno de los organos donde se reactivan los taquizoitos para entrar al torrente
sanguineo e infectar el desarrollo del feto. Uno de los factores que inician la
reactivacion del parasito pudiera ser la prefiez pero el mecanismo preciso resta por
ser determinado. Sawada et al 2000.

Varias cepas de N. Caninum de bovino han sido aisladas de fetos abortados y
becerros recién nacidos (Conrad et al, Yamane et al 1997; Davison et al 1999;
Magnino et al, 1999, Sawada M. et al 2000), pero este es el primer reporte del

aislamiento de N. Caninum de fetos abortados de vacas lecheras infectadas en
forma natural en la Comarca Lagunera.

El aislamiento de los parasitos del cerebro de los fetos abortados y las
lesiones que se observaron en exdmenes histopatologicos previos sugiere que existe

la compatibilidad con infecciones causadas por N. Caninum fueron en conclusion en
este estudio.
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